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(73) 1. Trung tam Phat trién cong nghé cao, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét
Nam (VN)
S6 18, duong Hoang Quéc Viét, phudng Nghia Do, quin Cau Gidy, thanh phd Ha
No1

2. Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam (VN)
Nha A10, s6 18, duong Hoang Quéc Viét, phuong Nghia D6, quan Cau Gidy, thanh
phé Ha Noi

(72) Ha Viét Son (VN); Chu Hoang Ha (VN); Pham Bich Ngoc (VN); Nguyén Thi Hong
Ha (VN); B4 Thi Gim (VN).

(54) PHUONG PHAP SAN XUAT CHE PHAM VI SINH VAT NOI SINH CHUC NANG
DUNG CHO CAY CA PHE VA CHE PHAM DUQC SAN XUAT BANG PHUONG PHAP
NAY

(57) Giai phap hiru ich d& cap dén phuong phap san xuit ché phém vi sinh vat ndi sinh

chire nang dung cho cdy ca phé (tén thuong pham 1a CAFE - NS 01) dé st dyng trong canh

tac cay ca ph¢ theo hudng phat trién bén vitng. Phuong phap theo giai phap hiru ich bao
gdm cac cong doan: (i) chudn bi dich nudi cdy cac chung vi sinh vat noi sinh 14 Bacillus
megaterium 18R1, Bacillus licheniformis 3R1 va Streptomyces sp. 8T7; (i1) chuan bi méi
truong nudi ciy xop v trung; (iit) phéi tron cac dich nudi cdy cac chung vi sinh vat vao
moi truong nudi cay xbp vo trung; (iv) nudi 1 ¢ nhiét 6 25 - 30°C trong thoi gian 10 ngay;
va (v) kiém tra chét lugng va bao quan san pham

Giai phap hiru ich ciing dé cap dén ché pham vi sinh vat noi sinh thu dugc tir phuong
phap néu bao g@)m cac chung vi sinh vat ndi sinh dugc phan 1ap va tuyén chon tir cac bo
phan cua cay ca phé: Bacillus megaterium 18R1; Bacillus licheniformis 3R1 va

Streptomyces sp. 8T7 ¢ mat do vi sinh vat > 107 CFU/g.
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Linh vye ky thuit dwoe dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vue ndng nghiép, cu thé 1a dé cap dén phuong phép
san xuat ché phim vi sinh vat noi sinh chirc nang dung cho cy ca phé va ché phim duoc
san xudt theo phuong phép nay dé su dung trong canh tac cdy ca phé theo huéng phat
trién bén vimng.

Tinh trang ky thuit cia giai phap hiru ich

Phin 16n vi sinh vat ndi sinh c6 thé song trong cac md thuc vat va khéng gy bénh
hoic tac dong bét loi t6i qué trinh phét trién binh thuong cua cdy. Ngoai ra, vi sinh vét
ndi sinh con duge nhidu nha khoa hoc nghién ctru vé kha ning sinh khéng sinh, enzym,
chét kich thich sinh tru’ong thuc vat, trc ché va kiém soat bénh thuc vat.

Vi sinh v4t duge tuyén chon cho viéc san xuét phén boén vi sinh la nhitng vi sinh
vat dd dugc nghién ctru, danh gia hoat tinh sinh hoc va hiéu quéa ddi véi dit va cy trong.
Phén bén vi sinh ¢6 nhiéu wu diém so véi phén bon héa hoc, ngoai tac dung nang cao
nang suét va chét luong cdy trong, tiét kiém phén v6 co, gidm chi phi san xuét thi phén
vi sinh con gép phan quan trong trong viéc bdo vé moi trudng va phat trién bén vitng.
Viée st dung céc vi sinh vat dé san xudt phén vi sinh dang dugc coi 14 tiém ning dé
nang cao ning sut cay tréng bdi ¢ chira c4c vi sinh vat sbng ma khi st dung cho hat
gidng, bé mit cdy, ré cdy lam cho cdy sinh truéng manh mé,

V1 sinh vét ndi sinh 1a nhitng vi sinh vét sinh truéng trong mod té bao thuc vét,
khong gay ra nhitng hiéu tmg x4u t&i ciy chi. Nhu vay, vi sinh vat ndi sinh khong nhiing
khong gdy anh hudng ma con ting cuong khé ning trao d6i chat, kich thich sinh trudng,
mién dich cho vét chi bing cach téng hop cdc san phim trao dbi chit... (Adhikari va
Bansnyat 1999). Phan 16n c4c vi sinh vat ndi sinh thuong 1a c4c chung vi khudn, ndm
mbc va xa khudn duoc phan 1ap tir dat, ving ré, bé mit hoic trong cac mo thuc vat.
Trong sb céc vi sinh vat noi sinh, xa khudn duogc chu y béi kha nang tong hop khang
sinh trc ché vi smh vat gdy bénh. Song song véi tic dung dugc 1y thu nhén tir xa khuin
noi sinh, mot s6 nha sinh vat hoc da nghién ctru kha ning kiém soat sinh hoc (biocontrol)
ctia xa khuan ndi sinh trong sudt hai thap ky qua. Xa khudn d3 duoc chung minh kha
nang ting cudng, thic diy ting truong cua cdy chu, giam nguy co nhiém mam bénh va
tang cudng kha ning sdng sot cia cdy chu trong cac diéu kién khac nhau (Strobel et
al,2004). Nhitng hiéu biét vé sinh Iy va méi twong tac phan tr gifta xa khudn va thuc
vét 12 nhitng ddc tinh quan trong dé khai thac nhitng déc tinh c6 loi cta vi sinh vét ndi
sinh trong kich thich sinh trudng thuc vat va trong linh vuc khéc. Nhiéu nghién ctru trén
thé gi6i da khing dinh vai trd quan trong cua vi sinh vat trong sinh téng hop chét kich
thich sinh truéng thuc vét. Su da dang cua vi sinh vAt ndi sinh trong mo thuc vat 1 rat
phong pht, hita hen tiém ning khai théc cac hop chit c6 hoat tinh sinh hoc va cac hop
chét kich thich sinh truong thue vét do cdc chiing vi sinh vat nay sinh ra trong nhiéu linh
vuc clia doi sdng. Cac hop chét c6 hoat tinh sinh hoc tur vi sinh vét ndi sinh dugc ching
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minh 14 rit da dang v& mit sb lugng va hoat tinh sinh hoc nhu: cac chit kiém soét sinh
hoc, chat khang vi sinh vat, khang ung thu, chéng oxy hoa, chéng sbt rét, chit di€t co,
chit kich thich sinh trudng... (Bacon va White, 2000). Vi vay, nghién ciru sang loc cac
hop chit ¢6 hoat tinh sinh hoc néi chung va chét kich thich sinh trudng thuc vat noi
riéng tr vi sinh vét noi sinh trén thuc vat tu nhién dang 1a hudng nghién ciru trién vong
ctia cac nha khoa hoc trén thé gidi.

Dich hai & vang r€ ctia cdy ca phé do rat nhidu loai vi sinh vat gdy ra nhu nim, vi
khuén, tuyén trung, rép sap, sdu non bo canh cu’ng ., day déu la nhitng déi tuong gay
hai nghiém trong va anh hudng 16n dén nang suét cay ca phé. Trong cac nam qua da cé
nhiéu két qué st dung céc vi sinh vat d6i khang dé phong trir cac loai bénh hai trén cay
ca phé, dién hinh 1a su dung cic ché phdm ndm Trichoderma Gliocladium,
Paecilomices, Verticillium, Metarhizium, Beuveria, vi khuin BT (Bacillus
thuringiensis); ~ virut Nucleopolyhedrrois  virus (NPV); tuyén trung EPN
(Entomopathogenic nematodes)....va ciing c6 nhiéu loai phan bén vi sinh duoc str dung
cho céy ca phé, nhu phén hitu co vi sinh Séng Gianh cua Téng Cong ty Song Gianh,
phén hitu co vi sinh Qué Lam cia Tép doan Qué Lam, ché pham vi sinh FUSA — USA
nhép khiu tir M¥... Céc loai ché phim vi sinh vat ndy dugc san xuat dai tra va sit dung
chung cho nhiéu loai cdy tréng. Vi véy, nhiéu ching vi sinh trong c4c ché phdm nay
khong thich hop cho su sinh truéng cla cdy ca phé. Do d6 khi sir dung dé bon cho cay
ca phé hi€u qua dat dugc khong cao. Tuy nhién, hién nay trén thi truong & nudc ta chua
c6 loai phan bén hozc ché phdm vi sinh vt ndi sinh nao chuyén dung cho cy ca phé.
Ban chit ky thuit cia giai phap hiru ich

Muc dich cua giai phap hiru ich 14 tao ra mot loai ché phim vi sinh vét noi sinh
chae néng chuyén ding cho céy ca phé phi hop véi dic tinh sinh trudng cia cay ca phé
nhim kich thich tdng trudéng, tang kha nang mién dich cho cdy ca phé, ndng cao ning
suét cay trong va san luong ca phé khi thu hoach.

Dé dat dugc cac muc dich trén déy, giai phap hitu ich dé xuit phucrng phép san
xuét ché phém vi sinh v4t noi sinh chic ning ding cho cay ca phé (tén viét tit 1a CAFE
-NS 01) bao gdm céc vi sinh vat noi sinh trong cdy ca phé dugc lya chon, phan 1ap va

nudi cdy trong moi truong thich hop dé dat dwoc mat do vi sinh vét bang hoidc 16n hon
107 CFU/g.

Ché phdm vi sinh v4t néi sinh chire nang ding cho cay ca phé duoc san xuét theo

phuong phap ctia giai phap hiru ich nay bao gdm:

- 1% dich nuoéi cdy chung Bacillus megaterium 18R1 dugc phan lap va tuyén chon
tir r& cdy ca phé ¢ mét d6 vi sinh vét bing hoic 16n hon 107 CFU/ g

- 1% dich nudi cdy chang Bacillus licheniformis 3R1 dugc phén 1ap va tuyén chon
tir r& ca phé c6 mat d¢ vi sinh vat bang hoic 16n hon 107 CFU/g;

- 1% dich nuodi cy chung Streptomyces sp. 8T7 dugc phan 1ap va tuyén chon tir
than cdy ca phé c6 mét do vi sinh vat béng hodc 16m hon 107 CFU/g;va

- 97% mdi trudng nudi cdy xbp 1a hdn hop chét mang.
M0 t4 vin tit cic hinh vé
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Giai phap hitu ich s& dugc trinh bay chi tiét va ro rang hon sau day cung voi cac
hinh v& kém theo, trong do:

Hinh 1 14 so @6 quy trinh cong ngh¢ san xut ché phadm vi sinh vat noi sinh chirc nang
dung cho cdy ca phé theo giai phéap hitu ich;

Hinh 2 12 hinh &nh ctia ching xa khuan 8T7 gém: a) Hinh thai khuan lac; b) Cudng sinh
bao tir ¢) BEé mit bao ti;

Hinh 3 12 hinh &nh cay ca phé & cong thirc Déi ching va TN1 sau 14 ngay lay nhiém vi
sinh vat ndi sinh;

Hinh 4 13 hinh &nh c4y ca phé & cong thirc Pdi chimg va TN2 sau 14 ngay lay nhiém vi
sinh vat ndi sinh;

Hinh 5 14 hinh &nh cay ca phé & cong thirc D4i chimg, TN1 va TN2 sau 28 ngay lay
nhiém vi sinh vt ndi sinh;

Hinh 6 13 anh 4u tring Meloidogyne incognita chét sau 5 ngay thir nghiém;

Hinh 7 la anh 4u trung Meloidogyne incognita chét sau 7 ngay thir nghiém.

MG ta chi tiét giai phap hiru ich

Phuong phap san xuét ché phdm vi sinh vat néi sinh chirc nang dung cho cay ca
phé theo giai phap hitu ich dugc xay dung trén cac nguyén tic co ban sau day:

- Ché phim vi sinh ndi sinh chirc nang (CAFE - NS 01) dwgc san xuat theo nguyén
tac nudi cdy trén moi truong xdp vo tring (chét mang). Chéat mang duoc dung 1a than
bin c6 kém theo mét sé phu gia nhu cam, triu, dat, voi bot... Ché pham chira trong thi
polyetylen, bao quan & nhiét do phong, tranh anh sang.

- Céc chiing vi sinh vét ndi sinh d4 dugc thir kha ning d6i khang trén thach dia va
trong ché pham. Cac chung ddng thoi sdng hoa hop v6i nhau trong méi truomg xdp thanh
tring, vi vy céc chiing nay duoc lua chon dé dwa vao san xuit ché phém vi sinh vat ndi
sinh chirc nang.

- Trong céc loai ché phdm vi sinh vat, chiing gidng c6 y nghia quyét dinh dbi véi
chit lugng ciia san phim. Vi vy céac chiing gidng phai tuyén chon sao cho c6 hoat tinh
sinh hoc cao, ¢6 kha ning canh tranh d sinh truéng va hoat dong tt trong céc moi
truong sinh thai dat. Dng thoi cac chung phai gitt duoc hoat tinh qua thdi gian bao quan
thi méi dam béo c6 quy trinh c6ng nghé san xuit 6n dinh.

- Ché pham dugec t6i wu hoa thanh phin va didu kién nudi cdy dé dat mat do tir 107
CFU/g tré 1én sau 1 tudn ciy vao moi truong nudi ciy x6p va cac ching déu sinh truéng
va phat trién t6t trong ché phim. Ché phim c6 thé bao quan trong 6 thang & nhiét do
phong (dat mat do theo tiéu chuin nganh Noéng nghi¢p TCN 6167-1997). Hoat tinh sinh
hoc cua cac chiing phai bio dam khong bi mét di sau thoi gian bdo quan.

Phuong phép san xuét ché phdm vi sinh vét noi sinh chirc ndng dung cho céy ca
phé theo quy trinh cong nghé nhu duoc thé hién trén Hinh 1, bao gbm cac cong doan
sau:

1. Phan 18p va tuyén chon céc ching vi vat ndi sinh chitc nang tir cac bo phén cua
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cdy ca phe 1a Bacillus megaterium 18R1, Bacillus licheniformis 3R1, Streptomyces sp.
8T7. Chuan bi cdc méi truong dich thé LB va ISP5, khir tring méi trudng dich thé &
121°C trong 30 phiit. Cac chung vi sinh vat hitu ich thuan khiét tir méi trudng thach
nghiéng dugc nhan gibng trén moi truong dich thé bang nudi cy lac 200 vong/phut &
nhiét d6 30°C trong thoi gian 3 ngay dé tao ra dich nudi cdy cho mdi loai vi sinh vat (khi
mat d¢ té bao dat khoang 106-10% CFU/g thi cdy vao méi trudng nudi céy x6p).

2. Chuén bj méi trudng nudi céy xdp bang cach phéi tron cét, than bun, triu nghién,

cam, voi bot, chit dinh dudng da lugng va vi luong theo ti 1& khoi lugng:

- cat: 30%
- than bun: ’ 40%
- tru nghién: 15%
- cam: 10%
- vOi bot: 2%

- chét dinh dudng da Iugng va vi luong (GOm ZnSOs,

MnClp, H3BO3, CoCla, CuCly, NiClp, Na;MoOs, ndng do 1%
cac chit khoang tir 0,01% - 0,05%)

- nudc 2%

Tiép theo la khit tring mdi truong nudi ciy xbp & nhiét do 125°C, ap sudt 126,66
kPa (twong duong 1,25 at), thoi gian 90 phut.

3. Phéi trdn cac dich nuéi vao méi trudong nudi cdy xbp vo tring theo ti 1¢ khéi
luong:

- 1% dich nudi cdy chung Bacillus megaterium 18R1,

- 1% dich nuoi ciy chung Bacillus licheniformis 3R1;

- 1% dich nuoi ciy ching Streptomyces sp. 8T7; va

- 97% mdi trudng nudi ciy x6p vo trang.

4. Duy tri méi trudng nudi cdy (nudi t) ¢ nhiét d6 25 — 30°C, kiém tra mét do vi
sinh vat hitu ich trong ché pham (Mat db vi sinh vat khi méi ciy dat 10® &n 107 t bao
trong 1g (CFU/g) ché phim. Sau 10 ngay gitt & nhiét do phong, mat d6 vi sinh vét trong
ché phdm dat tir 10’ CFU/g tr& 1én (d4p Gtng TCVN).

5. Bao quan ché phdm: Ché phim duoc bao & nhiét do phong, noi khd thoang,
tranh 4nh sing mit troi (tot nhat 1a trong bong t1) cho dén khi sir dung. Trong qua trinh
bao quén can theo doi mat d9 vi sinh vt trong ché phdm dinh ki hang thang. Ché phdm
dat mat do vi sinh vat cao nhat sau 3 thang. Tuy nhién, ché phdm c6 thé st dung tét sau
6 thang bdo quan & nhiét 46 phong.

Ché phém vi sinh vat ndi sinh chirc nang (dugc dat tén 12 CAFE-NS 01) duoc
san xuat theo phuong phép nhu trén bao gdm céc thanh phan theo ti 1& khdi luong sau:
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- 1% dich nudi ciy chung Bacillus megaterium 18R1 dugc phan 1ap va tuyén chon
tir ré cdy ca phé c6 mat do vi sinh vat bang hoac 16n hon 107 CFU/g;

- 1% dich nuéi ciy ching Bacillus licheniformis 3R1 dugc phan lap va tuyén chon
tir ré ca phé c6 mat do vi sinh vat béng hodc 16n hon 107 CFU/g;

- 1% dich nuéi cdy ching Streptomyces sp. 8T7 dugc phan 14p va tuyén chon tir
than cdy ca phé c6 mat do vi sinh vét bang hodc 16n hon 107 CFU/g;va

- 97% moi truong nudi ciy xbp.

San phém duoc tao ra la ché phém vi sinh vt ndi sinh chtrc ndng dung cho ciy ca
phé (tén viét tat la CAFE-NS 01), dugc bao quén & noi khd, mét, tranh anh sang mat
troi. Str dung trong vong 6 thang ké tir ngay san xuét.

Vi du thwe hién giai phap hiru ich
Vi du 1: Phén ldp va tuyén chon cdc ching vi sinh vit cdc by phdn ciia cdy ca phé
bao gom ré, than.
Tén chung: Bacillus megaterium 18R1; Bacillus licheniformis 3R1; Streptomyces sp.
8T7
Chirc nang: Céc chung vi sinh vat ¢ chirc nang kich thich sinh truéng, diét tuyén trung
gay hai cho céy ca phé.
Ddc diém phdn logi:
Chiung Bacillus megaterium 18R1

Phadn logi theo ddc diém hinh thdi

Két qua quan séat ddc diem hinh thai, mau sac, kich thudc khuan lac va té bao cua

cac ching vi khuan dugc thé hién & Bang 1.

Bang 1. Dic diém hinh thai cta cac chung Bacillus megaterium 18R1

i Hinh thai khuan Hinh thai té bao o
Chiing . o 2. Gram Bao tir
lac trén LB dwéi kinh hién vi
Khudn lac tron, | ., . . ,
) o o T€ bao hinh que nhd,
Bacillus mauvang mo, béng, | . . .
) .. .. |hal dau tron, kich
megaterium | uét nhay, 106i, vién ) + +
. ) thude 0,5-0,7 x 1,5-
18R1 trong, dudong kinh 2 ) .
2,2 pm, dimg don 1é
mm

Phdn loai vi khudn dua trén ddc diém sinh Ii

Bang 2. Dic di€m sinh li cua cac ching Bacillus megaterium

TT Pic diém 18RI

1 | Hiéu khi bat budc +
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2 | Vihiéu khi +

3 | Phép thr catalaza +

4 | Kha ndng 1&én men +

5 | Nhiét d6 tdi uu cho sinh trudng 35°C
6 | pH cho sinh truong 7,0 - 74
7 | Néng db NaCl sinh trudng (%) 1-9

D& dinh tén dén loai, da tién hanh d4nh gi4 cac phan (g sinh héa ciia cac ching
vi khuin duge chon.

Phdn logi vi khuén dua trén ddc diém sinh héa

Dic diém sinh hoa ciia ching vi khudn Bacillus megaterium 18R1

Str dung kit chudn APT S0CHB dé danh gi4 kha nang 1&n men trén cc ngudn co
chat khac nhau ctia ching vi khuén nay. API S0CHB la kit ding dé nhan dién vi khudn
thudc chi Bacillus va céc chi gin v6i Bacillus vé mit di truyén dua trén kha nang su
dung cic ngudn co chét. Phan loai duoc thuc hién dua trén kha ning 1én men 49 loai
dudng. Trong subt qua trinh nudi cdy, ching vi khuén sir dung co chét, 1én men tao
thanh axit 1am gidm pH, dugc nhan biét bang su ddi mau chat chi thi. Két qué dugc trinh
bay & Bang 3.

Bang 3. Khé ndng 1én men sinh axit tir cic ngudn co chét cta chiing vi khuan Bacillus
megaterium 18R1dwa trén kit chudn API 50CHB

TT Pic diém 18R1 TT Pic diém 18RI
1 | Glycerol + 26 | Salicin +
2 | Erythritol - 27 | Cellobioza +
3 | D-Arabinoza - 28 | Maltoza +
4 | L- Arabinoza + 29 | Lactoza +
5 | Riboza + 30 | Melibioza +
6 | D-Xyloza + 31 | Sucroza +
7 | L-Xyloza - 32 | Trehaloza +
& | Adonitol - 33 | Inulin +
9 | f-Methylxylosit - 34 | Melezitoza -

10 | Galactoza + 35 | D-Raffinoza +
11 | D-Glucoza + 36 | Tinh bot +
12 | D-Fructoza + 37 | Glycogen +
13 | D-Mantoza - 38 | Xylitol -

14 | L-Sorboza - 39 | f-Gentiobioza +
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15 | Rhamnoza - 40 | D-Turanoza +
16 | Dulcitol - 41 | D-Lyxoza -
17 | Inositol + 42 | D-Tagatoza -
18 | Mannitol + 43 | D-Fucoza -
19 | Sorbitol - 44 | L-Fucoza -
20 | a-Methyl-D-mannosit - 45 | D- Arabitol -
21 | a-Methyl-D-glucosit - 46 | L- Arabitol -
22 | N-Axetylglucosamin + 47 | Gluconate -
23 | Amygdalin + 48 P-Ketogluconate | -
24 | Arbutin + 49 5-Ketogluconate | -
25 | Aesculin +

Két qua xac dinh dugc dbi chibu voi dit liéu phan mém cho thiy ching 18R1 c6

céc dgc diém sinh hod gin nhét vé&i B. megaterium, chi sé xac dinh id > 98 %. (% id -

mtrc d6 gan giii lién quan véi nhitng don vi phan loai khac ctia co sir dit liéu > 90,0 %
duge cho 14 xac dinh t6t).

Phan logi vi khudn phdn cé kha nang kich thich sinh trieong dwa trén trinh tw gen 16S

rARN

Két qua Blast lén NCBI cho thdy ching 18R1c6 trinh tw gin nhat véi ching
Bacillus megaterium, v6i mic do tuong déng 99,2%.
Can cir vao cac ddc diém hinh thai, sinh 1y, sinh hoa, kit chuin API SOCHB, trinh
tr gen 16S rARN két hop véi hé théng phén loai vi khudn ctia Bergey chiing /8R! dugc

phén loai 1a Bacillus megaterium.
Chiing Bacillus lichenformis 3R1

Phén logi theo ddc diém hinh thdi

Bang 4. Dic diém hinh thai cta cac chung Bacillus lichenformis 3R1

Hinh thai khuén lac

Hinh thai té bao dwai

3R1 hoi nau, duong kinh

3mm

don 1é hoic thanh chudi

ngéan. Co6 tiém mao.

Chung R 2. Gram | Bao ti
trén LB kinh hién vi
Khuén lac tron, ria rang | T & bao hinh que nho, hai
Bacillus cua khong déu, mau vang dau tron, kich thude 0,7-
lichenformis | sita, khi gia nhan, mau | 0,8 x 1,8-2,5 pm, ding + 4

Phén loai vi khudn duwa trén ddc diém sinh Ii

-8

Bang 5. Dic diém sinh li cla cac ching Bacillus lichenformis 3R1




3081

TT Pic diém 3RI
1 | Hiéu khi bit budc +
2 | Vihiéu khi +
3 | Phép thircatalaza +
4 | Kh4 ndng 1én men +
5 | Nhiét d t6i wru cho sinh trudng 37°C
6 | pH cho sinh trudong 7,0
7 | Néng d6 NaCl sinh trudng (%) 1-7

Dé€ dinh t€n dén loai ching tdi ti€p tuc danh giad cac phan tng sinh hoa cla céc
ching vi khuan nghién ctru.
Phdn loai vi khudn dua trén ddc diém sinh héa

Bang 6. Kha nang lén men sinh axit tir cic ngudn co chit ctia chung vi khudn Bacillus
licheniformis 3R1 dua trén kit chuidn API 50CHB

TT Dic diém 3R1 TT Dic diém 3R1
1 Glycerol + 26 Salicin +
2 Erythritol - 27 Cellobioza +
3 D-Arabinoza - 28 Maltoza +
4 L- Arabinoza + 29 Lactoza +
5 Riboza + 30 Melibioza -
6 D-Xyloza + 31 Sucroza +
7 L-Xyloza - 32 Trehaloza +
8 Adonitol - 33 Inulin +
9 [-Methylxylosit - 34 Melezitoza -
10 Galactoza + 35 D-Raffinoza -
11 D-Glucoza + 36 Tinh bot +
12 D-Fructoza + 37 Glycogen
13 D-Mantoza + 38 Xylitol -
14 L-Sorboza - 39 S-Gentiobioza +
15 Rhamnoza - 40 D-Turanoza +
16 Dulcitol - 41 D-Lyxoza -
17 Inositol + 42 D-Tagatoza +
18 Mannitol -+ 43 D-Fucoza -
19 Sorbitol + 44 L-Fucoza -
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20 a-Methyl-D-mannosit - 45 D- Arabitol -
21 a-Methyl-D-glucosit + 46 L- Arabitol -
22 N-Axetylglucosamin + 47 Gluconate -
23 Amygdalin + 48 | 2-Ketogluconate -

24 Arbutin + 49 | 5-Ketogluconate -
25 Aesculin +

Phan loai vi khudn dwa trén trinh tw gen 16S rARN

Cin cir vao céc dic diém hinh théi, sinh i, sinh hod, kit chuin API S0CHB , trinh
tw gen 16S rARN két hop vdi hé théng phan loai vi khudn ctia Bergey chung 3R1 dugc
phan loai 1a Bacillus licheniformis.
Chiung Streptomyces sp. 8T7

Ddec diém hinh thdi

Miu sic khuan lac ciia mot chiing xa khuan khi nudi trén cic moéi trudng tir ISP1
dén ISP7 thudng khéc nhau, day 1a yéu té dau tién dé phan loai xa khuén theo khéa dinh
tén loai xa khuan ISP (1974) va khéa phan loai Bergey (1963). Khuén ty khi sinh
(KTKS) va khuén ty co chit (KTCC) cta ching 8T7 duoc so véi bang mau cia Tresner
va Backus (Tresner, 1963). Theo d6 thi xa khudn dugc phén thanh 7 nhém theo mau séc
ctia khuén ty khi sinh va 5 nhém theo mau ctia khuin ty co chit. Cling v6i mau sic cia
khuén lac thi kha ning sinh sic t6 tan va sy hinh thinh melanin cling 1a mdt trong nhiing
tiéu chuin co ban dé phén biét cac chung xa khuén. Chung xa khuin 8T7 duoc nuodi céy
trén cac moi trudmg ISP khac nhau dé theo doi su biéu hién cac déc tinh cua chung.
Khuén ty khi sinh ctia chiing xa khuén 8T7 trén cic moi truong ISP4, ISPS va ISP7 ¢6
mau vang, mau xam trén cadc moi truong ISP1, ISP2, ISP3, khi nudi trén moi truong
ISP6, khuén ty khi sinh ctua 8T7 ¢6 mau trang. Khudn ty co chét cia ching 8T7 trén cac
moi truong nudi cdy déu c6 mau vang, trr trén mdi truomg ISP2 - mau xam.Mau séc
mdi trudng nudi cly khong thay ddi, chimg t6 ching xa khuin 8T7 khong sinh séc t6
tan, melanin (Bang 7). Nhu ‘V@y, chiing 8T7 mang ddy du céc dic diém chung cua xa
khuén theo khoa phén loai cia Bergey (1963).

Bang 7. Dic diém nudi cdy cia chiing xa khuén 8T7 trén cic moi truong ISP

N Khuén ty Séc tb
Moi trudng — -
KTKS KTCC Sac t6 tan Melanin
ISP1 Xéam Vang - -
ISP2 Xéam Xam - -
ISP3 Xam Vang - -
ISP4 Vang Vang - -
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ISP5 Vang Vang - -
ISP6 Tring Vang - -
ISP7 Vang Vang - -

Ghi chii: KTKS: khuén ty khi sinh; KTCC: khuin ty co chét; -: khong c6 Pac
diém sinh hoc ctia chung xa khu 1262.

Céc dic diém nay duoc st dung dé phan loai xa khuin theo phuong phap truyén
théng dua vao khoa dinh tén loai xa khuén ISP (1974) va khéa phan loai Bergey (1963).
Bé& mit bao tir cia chung 8T7 xui xi, cubng sinh bao tir dang xoén ¢, sb luong bao tir
khoéang 30 - 50 bao tit/chudi (Hinh 1).

Phan logi vi khuén dwa trén ddc diém sinh ly, sinh hoa

Pic diém sinh ly, sinh héa ctia xa khudn 1a kha ning ddng hoa cac ngudn carbon
va nito khic nhau, ddy 13 chi tiéu quan trong dé phéan loai xa khun theo Nomomura
trong ISP (1974). Do d9, chiing t6i da nudi chung 8T7 trén mdi truong ISP9, ISP8 ¢6
b6 ¢ ngudn dudng, ngudn nito khac nhau. Két qué thi nghiém (Bang 8) cho thdy khuén
ty clia chiing 8T7 phat trién tét trén cac moi trudng c6 cac ngudn dudng kiém tra, trir
trén moi trudng c6 raffinoza va dbi chimg 4m ching hau nhu khong phét trién. Bén canh
do, ching 8T7 chi c6 khd niang st dung dugc mét sb it cac ngudn nito bao gom:
Methionin, Isoleucin, Cystein, trong d6 chiing phat trién t6t nhit trén moi truomg c6 bd
sung 2-amino-2-hydroxymetyl-1,3-promo hodc L-Asparagin). Céc hoat dong trao ddi
chét cta vi sinh vat 1a két qua cua cac phan ung hoéa hoc. Vi vay, nhiét do va pH mdi
truong 1a hai yéu td 6 tac dong 16m dén qua trinh sdng cta té bao. P& tién hanh nghién
clru, ching 8T7 dugc cdy trén méi trudng ISP2 va nudi & do pH, ndng dd NaCl khac
nhau. Két qua cho thiy 8T7 thudc nhém wa &m, sinh truéng t6t & nhiét d6 25 -30°C, ua
mdi trudng hoi kiém va va man, phét trién t6t nhat & pH=7 do NaCl 5-9% (Bang 8). Két
qué ndy phu hop véi cong bd cia Sirisha va cong su (2013) da sb cac ching xa khuin
chi phét trién dugc & ndng dd NaCl dusi 9%.

Boi chiéu céc ddc diém hinh thai, sinh 1y, sinh héa ciia chiing 8T7 véi khoa phan
loai ISP (1974), Gause (1983) va chung t6i thdy ching 8T7 ¢6 dic diém gan gidng véi
chung chuin sp ISP 5003, do Benedict va cong sy m6 td nam 1954, thudc nhém gen ma
hoa 16S rARN ctia ching xa khuin 8T7 da duoc giai trinh tu, két qua céc trinh ty gen
twong tmg da dang ky trén ngén hang dir liéu co s& GenBank bang cong cu BLAST trén
NCBI duoc thé hién & bang 9. Két qua tir bang 4 cho thiy gen 16S rADN ciia chung
8T7 c6 d6 twong ddng dat 99% véi gen tuong tng cua céc ch thude chi Streptomyces.
Két hop v6i két qua so sanh céc dac diém hinh thai, sinh 1y, héa sinh, theo khéa phan
loai Bergey (1989) va ISP dugc nudi & cac didu kién nhiét d6, pH, ndng d6 NaCl khac
nhau. Két qua cho théy 8T7 thudc nhém va 4m, va mdi truong hoi kiém va wa min, phét
trién t6t nhét & pH=7-8 va ndng 9% (Bang 8). D4i chiéu cac ddc diém hinh thai, sinh Iy,
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sinh héa cia ching 8T7 v6i khoa phén loai ISP (1974), Gause (1983) va Bergey (1989),
chiing toi thay ching 8T7 ¢6 dic diém gan gidng v6i ching chuin Streptomyces ISP
5003, do Benedict va cong su m6 ta nam 1954, thudc nhom A - 2 (Bang 8). Gen mi hoa
168 rARN ctia chiing xa khuén 8T7 da duoc giai trinh tu, két qua so sanh véi cac trinh
tu gen twong ung da dang ky trén ngan hang dit liéu co sé GenBank bing cong cu
BLAST trén NCBI dugc thé hién & bang 8 cho thiy gen 16S rADN cua ching 8T7 c6
do twong ddng dat 99% so voi gen tuong g ctia cac ching xa khuén.

So sanh dic di€m phan loai cia ching xa khuin 8T7 véi chung chuin

Streptomyces sp ISP 5003.

Bang 8. Dic diém sinh li, sinh hoa cua cac ching 8T7

L Streptomyces sp. ISP
Cac dic diém Ching 8T7
5003

Cudng sinh bao tir Thing, xodn & dau (S) Kodn be hAOaC xodn moc

cau (S)
Bé miit bao tt Xu xi Xu xi hodc tron
86 bao tir/chudi 30-50 10 — 50
Mau khuén ty khi sinh X4m Xam
Mau khuén ty co chét Xam Xam
Sic td tan Khoéng Khoéng
Sic t6 melanin Khoéng Khoéng
Nhiét do 25-30°C
pH 7-8
Néng d6 NaCl 5-9%
Str dung ngudn duong + +
D-Glucoza + +
Sucroza + +
D-Xyloza + +
Myo-Inositol + +
D-Mannitol + +
D-Fructoza + +
Rhamnoza + +
Raffinoza - -

Ghi chit: (-): Khong sinh truéng; (+): Cé sinh trudng

Bang 9. So sénh trinh tu gen 16S rADN ctia chiing 87 v4i gen tuong tng ctia cac

chiing xa khuan dugc dang ki trén GenBank
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Trinh tw gen 16S rADN ciia chiing R N
2 Acc. No Do twong dong (%)
xa khuan dwoc so sanh
Chung Strept hyd
ung Streptomyces hydrogenans ME496600.1 99
IMB16-026
Chung Streptomyces somaliensis
MH496595.1 99
IMB16-155
Chung Streptomyces violascens
MH482912.1 99
WZS031

Vidu 2: Ddnh gid dp an toan sinh hoc ciia cdc chung vi sinh vit:

D¢ an toan sinh hoc ctia cic chung vi sinh vat sir dung trong doi séng c6 y nghia
dac biét quan trong. Theo huéng din s6 90/679/EWG cuia cong déng chau Au v& an toan
sinh hoc, nhém tac nhén sinh hoc vi sinh vét duoc phéan lam 4 cép dd an toan, trong d6
chi cac vi sinh vétd cdp d6 1 dugc mg dung trong san xuét.

Két qua xac dinh muc d6 an toan cla céc ching vi sinh vat duoc tap hop trong
bang 10. Ca 3 chung vi sinh vét déu dugc xép vao mirc do an toan cap 1 vi vay c6 thé
Ung dung cdc ching vi sinh vat hitu ich nay cho san xuét phén vi sinh da chic ning
trong diéu kién binh thuong.

Béng 10. Dénh gi4 cdp d6 an toan cla céc ching vi sinh vét da dugc phan loai

TT Ky hiéu chiing Tén vi sinh vat Mirc do an toan
1 | 8T7 Streptomyces sp Cép do 1
2 |3Rl1 Bacillus licheniformis Cép do 1
3 | 18RI Bacillus megaterium Cép d¢ 1

Vi du 3: Sin xudt ché phim vi sinh vt nji sinh chirc ndng ding cho cdy ca phé

Phén 1ap va tuyén chon céc ching vi vat noi sinh chire nang tr cidc bd phan cua
cay ca phé 1a Bacillus megaterium 18R1, Bacillus licheniformis 3R1, Streptomyces sp.
8T7. Chuén bj cac méi trudng dich thé LB va ISPS, khir trung moi truong dich thé &
121°C trong 30 phut. Cac ching vi sinh vat hitu ich thuan khiét tir moi trudong thach
nghiéng duoc nhan giéng trén méi truong dich thé bang nudi céy lac 200 vong/phut &
nhiét do 30°C trong thoi gian 3 ngay détaora dich nudi céy cho mdi loai vi sinh vat (khi
mét o té bao dat khoang 10%-10° CFU/g thi cAy vao moi trudng nudi cly x6p).

Chuén bi méi trudng nudi cdy xbp bang cach phdi trén cat, than bun, triu nghién,
cdm, voi bot, chét dinh dudng da hrong va vi lugng theo ti 1¢ khéi lugng:
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- cat: 30%
- than bun: 40%
- trdu nghién: 15%
- cam: 10%
- vOi bot: 2%

- chat dinh dudng da lugng va vi lvong (Gdm ZnS0q,

MnCla, H3BO3, CoCla, CuCly, NiClo, Na;MoOs, ndng do 1%
cac chat khoang tir 0,01% - 0,05%)

- nudc 2%

Tiép theo la khir tring méi truong nudi cdy xép & nhiét do 125°C, 4p suét 126,66
kPa (twong dwong 1,25 at), thoi gian 90 phit.

Phéi tron cac dich nudi vio moi trudng nudi cay xbp vo trung theo ti 1¢ khéi luong:

- 1% dich nudi ching Bacillus megaterium 18R],

- 1% dich nudi ching Bacillus licheniformis 3R1;

- 1% dich nudi ching Streptomyces sp. 8T7; va

- 97% moi truong nudi cdy x6p vO trung.

Duy tri méi truong nudi cdy (nuéi i) & nhiét d6 25 — 30°C, kiém tra mat dé vi sinh
vat hitu ich trong ché phdm (M4t do vi sinh vét khi méi cdy dat 106 dén 107 té bao trong
1g (CFU/g) ché phidm. Sau 10 ngay gitt ¢ nhiét 6 phong, mat d vi sinh vat trong ché
pham dat tir 107 CFU/g tr& Ién (d4p Gtng TCVN).

Béo quan ché phdm: Ché phidm duoc béo & nhiét d6 phong, noi kho thoang, tranh
anh sang mat troi (6t nhat 1a trong béng tdi) cho dén khi st dung. Trong qua trinh bao
quan can theo dai mat d9 vi sinh vét trong ché phim dinh ki hang théang. Ché phim dat
mat do vi sinh v4t cao nhét sau 3 thang. Tuy nhién, ché phim c6 thé sir dung t6t sau 6
thang bao quén & nhiét do phong.

Vidy 4: Ddnh gid chi tiéu chat lugng ciia ché phim vi sinh vt chirc ning cho cdy ca
phé

Ché phdm dugc t5i wu hod thanh phin va didu kién nuoi cdy dé mat do vi sinh
dat tir 10’ CFU/g tré 1én sau 10 ngay cdy vao moi truong nudi ciy x6p vo trung va da
duoc theo ddi bién dong mat do vi sinh vat theo thoi gian bao quan ¢ nhiét d6 phong.
Két qua x4c dinh s6 lwong vi sinh vat trong ché phim theo thoi gian bao quan dugc trinh
bay & Bang 11.

Khi nghién ctru kha ning ton tai cta cac chiing vi sinh vat trong ché phim da nhan
thay chiing déu sinh trudng va phat trién tdt trong ché phim. Ché pham c6 thé bao quén
trong 6 thang & nhiét d6 phong (dat mat do theo tiéu chudn nganh Nong nghiép TCN
6167-1997). Hoat tinh sinh hoc cua céc chung ciing khong bi mat di sau thoi gian bao
quan.
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Bang 11. M4t d6 vi sinh vat trong ché phim da chirc ning cho cdy ca phé theo thoi
gian (CFU/g trong lugng kho)

Chiing vi sinh Mat d9 vi sinh vt trong ché phim ( x 10" CFU/g)

vat 10 1 2

ngay | théng | thing 3 thang | 4 thang Sthang 6 thang

Bacillus 026 | 1,02 | 1,14 | 1,18 1,06 0,85 0,65
megaterium
Bacillus 0,35 | 1,15 | 124 | 128 1,15 1,05 0,82
licheniformis

Streptomyces sp. | 0,12 1,75 2,21 2,28 1,79 1,48 1,02

Vidu5: Danh gid hiéu qud dat dwoc tir viéc trng dung vi sinh vdt nji sinh chirc nang
cho cay ca phé (CAFE-NS 01)

a) Anh huéng ciia cac ndng do vi sinh vét ndi sinh tinh sach dén kha ning sdng

s6t cia 4u tring Meloidogyne incognita

Pé danh gi4 anh hudng cia ché phdm vi sinh vat ndi sinh CAFE-NS 01 dén kha
nang séng sét ctia du tring Meloidogyne incognita cac thi nghiém d4 dugc tién hanh &
cac ndng d6 12 10, 20, 30 va 50%, ddng thoi tién hanh ghi nhin luong Au tring con séng
sot sau 24h, 48h, 72h, 168h va 336h. Céc két qua thu duoc trinh bay ¢ Bang 12 nhu sau:

Bang 12. Kha nang sng sot ctia au tring Meloidogyne incognita

& cac ndng d6 vi sinh vat noi sinh

Cong thirc thi Ti 1¢ sbng sé6t (%) 4u trung Meloidogyne incognita
nghiém 24h 48h 72h 120h 168h 336h

DC (H»0) 1000 |99,5+£0,5{99,5+0,597,1+1,9|97,1£1,9(97,1+1,9

Cong thure 1
(dich visinh vat| 94,3+1,8 | 88426 | 81,1+3 |68,4+2562,1+1,2432+2,5
ndi sinh 10%)
Cong thirc 2
(dich vi sinh vat| 93,4+1,5 | 83,6+£3,4 | 76,3+5,2 | 61,8+1,8 |552+2,5/38,4+4
noi sinh 20%)
Cong thuc 3
(dich vi sinh vat| 90,9£3,1 | 78,1£5,1 | 69,7 £3,6 | 56,7+5,2 |53,9 +4,6| 36,4 3
ngi sinh 30%)
Cong thuc 4
(dich vi sinh vat| 83,9+4,1 | 749+4,1 | 573+2,8 | 44,5+4 [43,4+3,5 18,7+2
ndi sinh 50%)

Sau 24h thi nghiém, ti 1¢ song sét cla au trung chua c6 su thay d6i nhiéu so va4i
doi chirng, & cac cong thirc cd sy phét trién cua vi sinh vt ndi sinh, & cac ndng do cao
nhu 20, 30 va 50% au tring c6 hién tuong it hoat dong, chuyén vé trang thai dudi théng
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co thé, kiém tra cho théy ti 1¢ sdng sot & cac ndng do nay cho thiy & cong thire dbi ching
au tring van séng 100% va ti 18 séng & 4 ndng d6 10, 20, 30 va 50% lan luot 13: 94, 93,
90 va 83%. Sau 48h, ti 1& sng sét da c6 su bién dbi hon so véi dbi chung, cao nhit 12 &
ndng d6 50% véi ti 1& 4u tring sdng 1 74%, & 3 ndng do con lai khong b sur sai khac
nhiéu vé ti 1& séng sot. Ti 16 séng sot ctia du tring dat dwoc sau 3 ngay (72h) bién dbi
gitta cac cong thirc ndng d6 vi khuén va dbi chimg, tai thoi gian nay co thé u trang chét
da c6 su thay ddi v6i su phan hity ctia 4u triing, céc ndi quan bén trong bi co rut lai, 16p
v6 bén ngoai bit diu bi phan hity. Sau 7 ngay ti 16 4u tring séng gidm con tir 43-62% &
cac cong thirc ndng d6 vi khuan tir 50-10%. Sau 14 ngay thir nghiém két qua dat duoc
ti 1é séng sot clia Au tring & cac cdng thue thi nghiém déu giam trén 50%, cao nhét 1a &
ndng d6 50% vai 18,7 % 4u trung song sét. O thoi gian nay cac dia thi nghiém da xuét
hién 1 lwong 16n céc ddu vét cia tuyén tring d3 bi phan huy thanh dang soi.

Nhu vay khi thr nghiém & céc cong thirc khac nhau cua vi sinh vat néi sinh cho
thdy c6 su phan huy tuyén tring Meloidogyne incognita v6i kha ning gy chét cao nht
14 81.3% & ndng dd 50% sau 14 ngay (336h). Tuy nhién & ndng do vi sinh vét ndi sinh
nay 1a kha cao nén cin phai xem xét kha nang st dung ching vi sinh vat ndi sinh nay
trong phong trir tuyén tring. Cac két qua thu dwoc ciing cho thdy & ndng do ché phim
vi sinh vt noi sinh tir 20-30%, sau 14 ngay ciing gy chét hon 60% tuyén tring
Meloidogyne incognita, do d6 c6 thé sir dung cac ndng d6 nay dé phong trir tuyén trung
gay hai cho cdy ca phé.

b) Anh hudng ciia ché phim vi sinh ndi sinh chire ning CAFE - NS 01 dén su sinh
trrong va phét trién clia cdy ca phé tréng trong nha luéi

Dé danh gié tac dung cta ché phdm vi sinh néi sinh chtrc ning CAFE —NS 01, ché
phdm nay da dugc st dung dé 1y nhiém va phun cho cdy ca phé (cay in vitro sach bénh)
trong trong nha ludi. Thi nghiém dugc trién khai tai phong Cong nghé té bao Thuc vit,
Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Han 1dm Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Thi nghiém
bao gbm céc cong thirc nhu sau:

- Cong thitc Poi chirng: St dung phén bén cho cdy ca phé theo tip quén canh tac
thong thuong cia néng dan;

- Cong thitc Thi nghiém I1: Bon phan va cham so6c theo quy trinh cua nganh néng
nghiép 10TCN 478-2001 va cdm nang khuyén néng ciia s& noéng nghiép va phat trién
néng thon tinh Pak Lik.

- Céng thirc Thi nghiém 2: Sit dung ché pham vi sinh vat n6i sinh CAFE-NS 01.
Diém quan trong ctia thi nghiém 2 12 khong ding phan bén héa hoc ma thay bang ché
phim vi sinh v4t ndi sinh CAFE-NS 01 phun dy phong nhim han ché sau bénh va giam
thudc hoa hoc.
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Quy trinh 14y nhiém vi sinh vat ndi sinh trén cdy ca phé: LAy nhiém vi sinh vét trén
cdy ca phé da dugc 20 ngay tudi, nudi cdy trén moi trudng thiy canh cb bd sung ché
phdm vi sinh vat ndi sinh CAFE-NS 01 véi ti 1& 1% trong 28 ngay sau d6 theo dai va
kiém tra cac chi s sinh trudng vé& chiéu cao, s cap 14 (Bang 13) chiéu dai ré chinh va
s6 r& nhanh (Bang 14) cia ciy ca phé.

Chiéu cao thdn va s6 cdp ld méi moc/canh.: Da tién hanh theo doi sb cip 14 mai
moc ra clia cac cdy ca phé & cac thi nghiém nghién ctru; mdi cy ca phé chon 5 canh cé
su sinh truong tuong d6i ddng déu nhau (bang 13).

Bang 13. Theo di sinh trudng vé chidu cao va sb cdp 14 cia cay ca phé 20 ngay tudi
sau lay nhiém vi sinh v4t ndi sinh

Két qué theo doi sinh trudng ciia cdy ca phé tai Bang 13 cho thiy:

o Chiéu cao than (cm) S6 14 (cip)
Thoi gian

PC | TNl | TN2 | BC | TNI TN2
0 ngay 1,3 1,28 1.2 22 | 22 2.2
7 ngay 1,3 1,38 1,35 | 2,6 | 2.8 3,1
14 ngay 1,3 1,39 1,37 | 32 | 3.4 3,4
21 ngay 1,3 1,42 1,5 33 | 3.5 3,6
28 ngay 1,5 2,03 1,7 3,5 | 3,78 3,81

- Chiéu cao than & cong thic thi nghiém 1 va 2 ludn cao hon cong thirc d6i
chiing qua cac ngay theo dai.

- S c@p 1a m&i moc/canh & cong thic thi nghiém 1 va 2 ludn cao hon cong thirc
d6i ching qua cac ngaytheo doi.

- Nhén xét v& mau séc 14: & cong thic thi nghiém 2 ciy ca phé c6 14 xanh, béng va
muot hon so v&i cong thirc thi nghiém 1 va cong thirc dbi ching.

Sy ting trudng vé chiéu dai ré va sé ré nhdnh:

Pi tién hanh do chiéu dai ré (cm) clia 5 cdy ca phé & mdi cong thi nghiém. Két qua
duogc trinh bay & Bang 14.
Béng 14. Theo d&i sinh truong vé chidu dai ré chinh va sb r& nhanh cta cay ca phé 20

ngay tudi sau 1lay nhiém vi sinh vat ndi sinh

S6 ré nhanh Chiéu dai ré chinh (cm)
Thoi gian
PC TN1 TN2 pC TN1 TN2
0 ngay 2 3 2,3 3,5 4,3 3,9
7 ngay 2 3 4,5 3,6 4,5 4,2
14 ngay 2 3,1 4,5 3,6 4,6 4,5
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21 ngay 2,3 3.4 5,1 3,8 4.8 5.2
28 ngay 2,6 43 5,1 3,9 5,5 6,3

Két qua tai Bang 14 cho thdy:
- Chiéu dai r& chinh & cong thure thi nghiém 1 va 2 lu6n cao hon hon cong thtc déi
chiing qua cac ngay theo doi.
- S6 1& phu cong thire thi nghiém 1 va 2 tang sinh nhiéu hon so véi cong thuc dbi
ching
- 86 r& phat trién nhanh nhét & thoi diém tir 0 dén 7 ngay & thi nghiém 1 va 2 trong
khi d6i chimg gin nhu khéng phat trién ma chi bat ddu phat trién chim sau 14 ngay
Piéu nay gitp cho cly hap thu dinh dudng ciing nhu phat trién khoe nhanh hon
trong céc giai doan phit trién v& sau.
Hiéu qua dat dwgc cia giai phap hiru ich
Phuong phép san xuét theo giai phap hiru ich da tao duoc ché phdm vi sinh vat
noi sinh chuyén dung cho cdy ca phé theo huéng phat trién bén vimng véi kha ning cai
tao dét, phit hop v&i ché d6 sinh truéng cia cdy ca phé, gitp gidm luong phan hoa hoc,
tang ning suit cay trong.
Ché phim vi sinh noi sinh chirc ning san xudt nhuw md ta trong giai phép hiru ich
dé thuc hién va phu hop véi céc diéu kién thue té hién nay cua nudc ta.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap san xut ché phim vi sinh vét ndi sinh chirc nang dung cho céy ca phé
bao gdm céc cong doan:
(i) chuin b1 dich nubi cdy cac ching vi sinh vat ndi sinh bang céch:

phén 14p cac ching vi sinh vét tir thin, 1é cdy ca phé va tuyén chon céc chung vi
sinh vat noi sinh thudn khiét tir méi trudng thach nghiéng gdm cac ching: Bacillus
megaterium 18R1, Bacillus licheniformis 3R1, Streptomyces sp. 817,

* tiép 46 chuan bi mdi trudng dich thé LB va ISP5, khir tring mdi trudng dich thé

& nhiét @6 121°C trong 30 phut; va

nhan gidng cac chiing vi sinh vét ndi sinh néu trén bing moi trudng dich thé bang
~ nuéi cy lic véi tde d6 200 vong/phit & nhiét o 30°C trong thoi gian 3 ngay dé tao ra
dich nudi cdy cho mdi chiing vi sinh vat;
(i) chudn bi moi trudng nudi cdy xbp bing cach phdi tron cac thanh phan chit mang
gém: cat, than bun, trdu nghién, cam, voi bot, chét dinh dudng da luong va vi luong va

nuée theo ti 18 phan tram khdi luong:

- cat: 30%
- than bun: 40%
- trAu nghién: 15%
- cam: 10%
- voi bot: 2%

- chét dinh dudng da lwong va vi lugng (Gom ZnSOs,

MnCl, H3BOj3, CoClz, CuClz, NiCla, NaMoOx, ndng dd 1%

céac chat khoang tir 0,01% - 0,05%)

- nuoc 2%
sau d6 khir tring moi trudng nudi cdy x6p & nhiét 4o 125°C, ap sudt 126,66 kPa (twong
duong 1,25 at), thoi gian 90 phut;
(iii) phdi trén cac dich nuéi cdy thu dugc & bude (i) vao mdi trudng nudi ciy xp vO
tring thu dugc & budc (ii) theo ti 18 khdi lugng:

- 1% dich nudi cdy ching Bacillus megaterium 18R1 dugc phan 1ap va tuyén
chon tir r& cdy ca phé c6 mat do vi sinh vét béng hoic 16n hon 107 CFU/g;

- 1% dich nudi cdy ching Bacillus licheniformis 3R1 dugc phan lap va tuyén
chon tir ré cdy ca phé c6 mat do-vi sinh vét bang hoic 16n hon 107 CFU/g;

- 1% dich nudi cdy chung Streptomyces sp. 8T7 dugc phan lap va tuyén chon tir
than cdy ca phé c6 mat do vi sinh vét bang hoac 16n hon 107 CFU/g.; va

- 97% mdi trudng nudi cdy xbp vo tring;
(iv) nudi U cac chiing vi sinh vét ndi sinh bing cach duy tri moi trudng nudi ciy & nhiét

do 25 — 30°C trong 10 ngay; va
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(v) kiém tra chét luong va bao quan ché phdm & nhiét do phong, noi kho thoang, tranh
anh sang mit troi, tot nhat 1a trong bong tbi, cho dén khi sit dung.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ché phim thu duoc & budc (v) dugc bao quan cho
dén khi str dung vdi thoi gian 1a 6 thang, thoi gian sir dung 5t nhét 1a 3 thang ké tir ngay
san xuét.
3. Ché phdm vi sinh vat ndi sinh chirc ning dung cho cay ca phé dugc san xuit bing
phuong phap néu trong diém bét ky trong s6 cac diém 1 hoic 2, trong d6 ché phdm co
chra céc chiing vi sinh vat ni sinh duoc phdi tron va nuéi ciy trong moi trrong nuoi
cay xdp vo tring bao gdm céc thanh phén theo ti 16 phan tram khéi luong nhu sau:

- 1% dich nudi cdy chung Bacillus megaterium 18R1 dugc phéan 14p va tuyén
chon tir ré cdy ca phé c6 mat do vi sinh vit bang hoic 16n hon 107 CFU/g,

- 1% dich nudi céy chung Bacillus licheniformis 3R1 dugc phén lap va tuyén
chon tir ré cay ca phé c6 mat d6 vi sinh vat béng hodc 16n hon 107 CFU/g;

- 1% dich nudi cdy ching Streptomyces sp. 8T7 dugc phan 1ap va tuyén chon tir
than cdy ca phé c6 mat d6 vi sinh vat béng hoéc 16n hon 107 CFU/g; va

- 97% mdi trudng nudi cdy xp vo tring duge phdi tron tir cac thanh phin theo
ti 18 phan tram khdi luong sau:

- cat: 30%
- than bun: 40%
- trdu nghién: 15%
- cam: 10%
- voi bot: 2%

- chét dinh dudng da luong va vi luong (Gém ZnSO4,

MnCla, HsBOs3, CoClz, CuCly, NiCl, Na;MoOs, ndng do 1%

cac chat khoang tir 0,01% - 0,05%)

- nugc 2%
trong d6, moi truong nudi cy xbp duge khir tring & nhiét d 125°C, ap suét 126,66 kPa
(twong duwong 1,25 at) trong thoi gian 90 phit truée khi phdi tron véi dich nuéi cy cac
ching vi sinh vét.
4. Ché pham theo diém 3, trong d6 ché phdm duge bao quan & nhiét do phong (25-30°C),
tranh dnh sdng mat troi, thoi han bao quan 1a 6 thang, thoi han str dung tdt nhat 1a 3
théng ké tir ngay san xuét.
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Mai trieéng nubi cy x6p
(cat, than bun, cam, trau,
v0i bét, chat dinh dwdng)

Chaing vi sinh vat
ndi sinh chirc nang

Nhan giéng trén méi trieong Khtr triing 125°C, ap suét
dich thé, thoi gian tuy ching 126,66 kPa trong 90 phut

Phéi tron theo ti 1& xac dinh

Nubi G & nhiét d6 25 - 30°C

Kiém tra chét lwong

Bao quan, s dung

Hinh 1
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« b s Hagan bl TR o U tias K il

Hinh 4

Hinh 3

]

¢ vasslius STAEY sou 2K agay Ky nhidm  « entceobacter H sou 3K ngiy Ty whidm

¢ BB churng s 28 npiey

-2



3081

-23-





