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(57) Séang ché dé cip dén quy trinh san xuit ché pham sinh hoc chira ching xa khuan

Streptomyces griseus VTCC 41724 mg dung trong kiém soat bénh thdi than/gdc lta do

Dickeya zeae. Ché pham sinh hoc chtra chung xa khuan Streptomyces griseus VTCC

41724 thu duoc tir quy trinh theo sang ché co mat s té bao > 5 x108 CFU/g va hoat tinh

khang Dz 6n dinh (duong kinh vong khang khuan > 10 mm). Ché pham dat hi¢u qua klem

soat bénh thdi than/ goc lua do Dickeya zeae > 70% & diéu kién nha ludi, c6 tiém ning trién
khai trng dung thuc té phuc vu canh tac lua hiru co.
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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vuc cong nghé sinh hoc vi sinh vat. Cu thé, sang ché hdé
xut quy trinh san xut ché pham sinh hoc chira chiing xa khuin Streptomyces griseus:
VTCC 41724 tGng dung trong kiém soat bénh thbi than/gbc lta do Dickeya zeae.
Ching VTC 41724 c6 kha nang khéng t6t d6i v6i vi khudn Dickeya zeae (Dz) giy
bénh thdi gbc lua va mot s loai vi khuan va nim gay bénh khéc trén cdy trong. Ché
phém thu dugce tr quy trinh nay (Ché phém SGB) ¢6 mét sb vi sinh vt va hoat tinh
khéng Dz én dinh & diéu kién bao quan phi hop, dat hidu qua kiém soat bénh > 70%

trong didu kién nha luéi, co tiém nang trién khai tmg dung trong san xuét gao hitu co.
Tinh trang k¥ thuat ctia sing ché

Chi Dickeya thudc ho vi khudn Enterobacteriaceae duge ghi nhan c6 kha ning
gdy bénh cho 24 loai thuc vét hai 14 mam va 22 loai mét 14 mdm (Hauben et al., 1998;
Toth et al., 2011; Li et al., 2020). Dickeya zeae (t€n goi trudc day la Erwinia
chrysanthemi pv. zeae) dugc xac dinh 1a nguyén nhan gy bénh thdi gbe IGa, thbi than
ngd, théi nhiin chudi, dtra va cdy canh & cac viing khic nhau trén thé gidi, gdy thiét hai
16n v& kinh té cho cac linh vuc san xuét lién quan (Pu ef al., 2012; Bertani et al., 2013;
Zhang et al., 2014; Kumar et al., 2017; Hu et al., 2018). Bénh thdi géc lua de doa
nhiéu quéc gia, 1am giam tir 10% dén 30%, tham chi > 60% ning suit & mot sé ving
tréng Iua & Trung Quéc (Li et al., 2020), dugc ghi nhdn & muc dich bénh & mdt sb
nudc Dong Nam A va Chau Au (Bertani et al., 2013; Hu et al., 2018). Bén canh d6, D.
zeae con c¢6 kha ning giy bénh & nhiéu loai thuc vat khac, bao gdm: céan tay, xa lach

xoan, 16 hoi, dau xanh, hanh, 6i, ca chua, ca tim... (Aeny et al., 2020).

Bénh thdi gbc do cac loai vi khudn Dickeya thudng dugc kiém soat nho céc
thubc hod hoc nhu cac chat tdy két hop khang sinh (streptomycin, terramycin,
streptocycline) va thude diét ndm chira déng (Thind et al., 1984). Tuy nhién, lam dung
thubc ho4 hoc 1a nguyén nhan dan dén hiy hoai méi truong, thoai hoa dét va gly tac

dong xau dén strc khoé con ngudi. Kiém soat sinh hoc céc bénh hai cay trong 14 huéng
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tiép can dugc quan tdm theo xu hudng phat trién nong nghiép hitu co bén viing

(O’Brien et al., 2017).

Vi sinh vat c6 kha nang d6i khang Dickeya zeae (Dz) chua dugc cong b6 nhiéu.
Nim 2009, Jafra va cs. d3 céng bd hai ching vi khudn Rahnella aquatilis va Erwinia
persicinus cd kha ning kiém soat t6t bénh thdi nhiin ci cdy hoa lan da huong do Dz
gdy ra (Jafra et al., 2009). Mot sb ching vi khuan Bacillus spp. va Pseudomonas spp.
phan 1ap tir viing ré va md thuc vat cling duge bao cdo co kha nang e ché Dz (Li et
al., 2020). Nam 2018, Aeny va cs. dd phan lap xa khuén tir than ré cdy dia va phat
hién 34/45 chung c6 hoat tinh tc ché Dz, trong d6 hai ching c6 kha ning d6i khang tbt
nhét 13 Streptomyces parvulus va S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus (Aeny et al.,

2018).

Tai Viét Nam, bénh théi ré/thdi gbc do vi khudn Dz gdy ra 1a mot bénh nghiém
trong méi duge cha v gan diy o nhidu loai cdy trdng. Trén cdy laa, bénh duoc phat
hién diu tién & mot sé tinh ddng bang song Ctru Long nhur Tra Vinh, An Giang, Vinh
Long tir nam 2009. Cho dén nay, bénh da dugc phat hién & nhiéu viing canh tic, trén
nhidu gibng lta nhu OM 4218, Jasmine 85, OM 1490, IR 50404, dic biét trong diéu
kién laa cdy day va bon thira dam. Bénh thuong bt ddu véi triéu ching lia bi héo
nhung 14 van xanh, be bong nuée, sau d6 chét vang timg chdi, nhd 1én chdi bi dut ngay
& gbe, gbe va ré lua chuyén mau ndu den, mui thdi (Tran Hung Minhva cs., 2016).
Thoi diém bénh lan rong va gy chét rui thuong vao giai doan lia dé nhanh t6i da.
Bénh dic biét nguy hiém khi xay ra dong thoi v6i bénh dao 6n nhung khong duge phat
hién do c6 biéu hién bénh trong tu, dan dén ndng hd thuong chi st dung thude chéng
bénh dao 6n. Cho dén nay, bénh duogc kiém soat cha yéu nho cai tién ky thuét canh
tac, st dung voi bot va céc thude hod hoc diét vi khudn (www.cantho.gov.vn), hoan
toan chua c6 bién phap dac hiu phong trr hi€u qua. Mot sb6 thudc hoa hoc duoc
khuyén c4o st dung dé phong trir bénh théi ge ia nhw Kasuran, Starner, Sasa, Visen,
Fujione, Physan..., tuy nhién cac loai thudc nay khong c6 tinh dic hiéu diét Dz va hiéu

qué kiém so4t bénh ciing khong cao.

Huéng nghién ctru tmg dung cic tac nhan sinh hoc nhu xa khuén, vi khuan ving
ré, thuc khuan thé v.v. dé kiém sodt bénh thdi gbc do céac loai Dickeya giy ra dang

dugce quan tdm. Nam 2016, Tran Hung Minh va cs. di thtt nghiém cac dong thuc
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khuin thé (TKT) dé kiém soét cac ching vi khuin E. chrysanthemi, va chi ra 8 dong
TKT phan bd & ba tinh Can Tho, Kién Giang va Soc Trang c6 kha ning ky sinh va tiéu
diét nhidu ching E. chrysanthemi, trong d6 dong TKT ®EchKG8b cho dudng kinh
phén giai vi khudn cao nhét. Bién phép kiém soat bénh bang TKT di c6 hidu qua cao
khi duoc thir nghiém & diéu kién nha luéi. Trong nghién ciru cla Tran Vii Phén va
Phing Thi Thanh Thao (2015), mét s6 ching vi khuén Bacillus 33 dwgc chitng minh
c6 kha ning tc ché vi khuln E. chrysanthemi gy bénh théi ré, kich thudce vong e ché
trong khoang 7,5 — 8,2 mm. Trong diéu kién nha luéi, cdcchiing ndy c6 hi€u qua kiém
soat bénh ngang va cao hon so véi thude hoa hoc Starner 20WP. Cac nghién ciru trén
cho thiy tiém nang tng dung ctia vi sinh v4t trong kiém so4t bénh théi gbc do Dickeya
spp. gdy ra. Tuy nhién, hién nay chua c6 san pham sinh hoc nao dwgc san xuét d phuc

vu cdng tac phong trr bénh nay trong nong nghiép, cu thé 1a trong canh téc lua.
Ban chit ky thuat ciia sang ché

Muc dich cta sang ché 1a d@é xuét quy trinh san xuét ché phém sinh hoc phuc vu
cong tac phong trir bénh thdi than/gbe 1ua do vi khuin Dickeya zeae gy ra, trong d6
quy trinh nay st dung ching vi sinh vat duoc phén l4p tai Viét Nam, ¢ tinh an toan

cao, giup tan dung ngudn tai nguyén vi sinh vat ban dia phong phu.

Ching vi sinh vt dugc st dung trong quy trinh theo sang ché 13 ching xa
khuln Streptomyces griseus duge phan 1ap tir 14 muc tai vudn Québc gia Phong Nha -
Ké Bang (Quang Binh) va hién dugc luu giit tai Trung tdm ngudn gen vi sinh vat Qudc
gia (VTCC) v6i ma s6 VTCC 41724. Ching c6 kha ning khang nhiéu loai vi khuin
gay bénh thuc vét bao gdm: Xanthomonas oryzea pv. oryzea (Xoo) giy bénh bac 14
lGa, Pseudomonas syringae gy bénh ddém 14 va Dickeya zeae (Dz) gy bénh théi gbe
(Pham Thi Hu¢ va cs., 2020). Ching nay c6 nguén géc ban dia va nhiéu hoat tinh sinh
hoc quy.

Sang ché d& cap dén quy trinh san xuét ché pham sinh hoc chira ching xa khuin
Streptomyces griseus VTCC 41724 dat d9 6n dinh vé& mat s6 t& bao va hoat lyc khing
Dz nhim tng dung trong kiém soat bénh thdi than/gdc Ia do vi khuln Dickeya zeae

gay ra. Sang ché ciing dé xudt ché pham thu dugc tir quy trinh nay.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Hinh 1 1 hinh anh th hién hinh thai khuin lac ctia ching Streptomyces
griseusVTCC 41724 nudi cy & 30°C sau 7 ngay trén cic mdi trudng nudi cay khac

nhau YS (A), ISP 1 (B), ISP 2 (C), ISP3 (D), ISP 4 (E) va ISP5 (F).

Hinh 2 13 hinh anh bao t ctia chung Streptomyces griseusVTCC 41724du6i
kinh hién vi c6 dd phong dai 1.000x (A) va hinh anh chu trac chudi bao tir chup dudi

kinh hién vi dién tir quét c6 do phong dai 5.000x (B).

Hinh 3 12 hinh anh két qua dénh gia hoat tinh khéng céc vi sinh v4t gy bénh
thuc vat cia chung Streptomyces griseus VICC 41724 khang cac loai vi khudn gay
bénh thuc vat (A) — Pseudomonas syringae géy bénh d6m 1a; (B) — Dickeya zeae (Dz)
gay bénh théi gde; (C) —Xanthomonas oryzea pv. oryzea (Xoo) gy bénh bac 14 lta.
(D) — Alternaria alternata gy bénh dém 14; (E) — Phytophthora capsici gdy bénh thdi
nhiin gbc; (F) - Colletotrichum gloeosporioides gy bénh than thu; (G) Fusarium
proliferatum gy bénh théi than trén cdy ming tay.

Hinh 4 13 hinh anh két qua danh gia 4nh hudng cta cac diéu kién nudi cdy t6i
sinh trudng va biéu hién hoat tinh khang Dz clia ching Streptomyces griseus VICC
41724. (A) - Anh huong ctia cic moi trudng khac nhau; (B) Anh huéng cua thdi gian
nudi cdy; (C) Anh hudng ctia ty 1& cip gibng; (D) Anh hudng cia ché @0 cip khi va
(E) Anh huéng cua tde do khudy trong diéu kién 1én men chim.

M3 ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén quy trinh san xuét ché phdm sinh hoc chira chiing xa khuén
Streptomyces griseusVTCC 41724, dat do dn dinh vé& mat sb t& bao va hoat tinh khéng
Dzdé tng dung trong kiém soat bénh théi than/gbc lta do vi khudn Dickeya zeae va

ché phdm thu duge tir quy trinh nay.

Ching xa khuén VTCC 41724 duoc cdy ria 3 pha trén cic loai mdi trudng
thach khac nhau bao gém: YS, ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP5 (Bang 1). Sau 7 ngay
nudi cdy & 30°C, chiing hinh thanh khuin lac c¢6 mau tring xam trén méi truong ISP1,

ISP2, ISP3 va ISP4, khudn lac ¢6 mau tring nga trén moi truong Y'S va ISP5 (Hinh 1).

Pé quan st hinh thai chudi bao tir, mdt lamen kinh dwgc cim nghiéng 45° 1én

dia YS da cdy ching VTCC 41724, i dia & 30°C trong 7 — 14 ngay dé ching tao hé soi
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va bao tr trén lamen. Quan sét bao tir xa khudn trén lamen dudi vat kinh dau 100x cho

thdy chudi bao tir ching 41724 ¢6 dang chudi thing, bé mat bao t&r nhin (Hinh 2).

Bang 1. Thanh phén ctia cac loai mdi trudng nudi cdy xa khudn (g/L)

TT | Thanh phan | YS |ISP1 |ISP2 | ISP3 | ISP4 | ISP5 | SKS | 2M | 301
1 | Trypton S

2 | Caondmmen |2 3 4 -2 5
3 | Cao malt | 10

4 | Glucoza 4 10 1
5 | Bot yén mach 20 10

6 | Bot ddu tuong 10 |15

7 | Tinh bot 10 10 10 |20 |20
8 | Pepton 5 3
9 | Cao thit 3
10 | CaCOs 2 3 4 |4
11 | (NHy),SO4 2

12 | K,HPO, 1 1

13 | MgS0,.7H,0 1

14 | NaCl 1

15 | Glycerol 10

16 | L-asparagin 1

17 | FeSO,4.7H,0 0,001 {0,001 | 0,001

18 | MnCl,.4H,0 0,001 | 0,001 | 0,001

19 | ZnS0O,4.7H,0 0,001 | 0,001 | 0,001

20 | Thach 15 18 18 18 18 18

Chung xa khudn Streptomyces griseus VICC 41724 dugc hoat hoa tir bng giit
giéng —80°C trén modi trudong thach YS, sau 5 ngay tao cac khuén lac mau tréng nga,
kich thudce 1,6 - 1,9 x 1,5 - 1,8 (mm). Chiing ¢6 kha ning khang nhiéu loai vi sinh vt
gdy bénh thuc vat, gdm vi khuén (Pseudomonas syringae giy bénh ddm 14, Dickeya
zeae (Dz) gy bénh thdi gde, Xanthomonas oryzea pv. oryzea (Xoo) gdy bénh bac 1a

lta) va vi nAm (Alternaria altenata gy bénh d6ém 14, Phytophthora capsici gay bénh
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thdi nhiin gbc, Colletotrichum gloeosporioides gy bénh thén thu va Fusarium

proliferatum gy bénh thdi than trén cdy ming tay).
Xac dinh hoat tinh khang vi khuén giy bénh thwe vét ctia chiing VTCC 41724:

- Ching xa khudn VTCC 41724 dugc nudi cdy trén moi truong thach YS trong 5
ngay & 30°C.

- Chuén bi dich nuoi ctia cic ching vi khuén kiém dinh bao gém: Xanthomonas
oryzae pv. oryzae (Xoo, gy bénh bac 1a Iia) (Mdi truong PSA: Khoai tdy 300 g/L,
Na,HPO,.12H,0 2 g/L, Ca(NOs3), 0,5 g/L, pepton 5 g/L, sucroza 15 g/L, agar 15
g/L), Dickeya zae (Dz, gdy bénh théi r&) (Moi truomg TSB1/2: trypton 8,5 g/L,
soyton 1,5 g/L, glucoza 1,25g/L, NaCl 2,5 g/L) va Pseudomonas syringae (Moi
truong LB: Trypton 10 g/L, cao nidm men 5 g/L, NaCl 5 g/L).

- MBbi trudng thach (phu hop véi tung loai vi khuin kiém dinh: PSA cho Xoo,
TSA1/2 cho Dz, LB cho P. syringae) dwoc khit tring, sau d6 dé nguodi xudng nhiét
d6 <50°C 1di bd sung dich nudi ching vi khudn kiém dinh theo ty 18 1% (v/v), lac
nhe va d6 vao dia petri (25 mL/dia) rdi @& d6ng. Tién hanh dit théi thach (dudng

kinh 5 mm) ctia chting xa khuén va 1 c4c dia & nhiét d 30°C trong 24 gio.

- Quan sat, doc két qua va chup 4nh dia thir hoat tinh sau 24 gid. Kha ning khing
khuén ctia ching VTCC 41724 duge danh gid theo kich thuéc ving khang khuin
(AD) & xung quanh 16 thach, tinh theo cong thirc: AD =D —d

Trong d6: D 1 duong kinh ving khang khuan (mm)
d 1a duong kinh 13 thach (mm)

Xéac dinh hoat tinh khang nim giy bénh thwc vat ciia chiing VTCC 41724:

Chuén bj dia petri chita mdi truong PDA (khoai tdy 200 g, glucoza 20 g, thach
15 g, nu6e cat 1 L). Ly 1 thoi thach (dwong kinh 5 mm) tir khudn lac ndm kiém dinh
(Alternaria alternata, Colletotrichum  gloeosporioides, Fusarium proliferatum,
Phytophthora capsici) dit vao giita dia petri theo tu thé Gp dé soi ndm va bao tir tiép
xtc véi méi truong. Sau d6, mot thoi thach (dudng kinh 5 mm) clia ching xa khuén
(nudi cdy trén mbi truong thach YS trong 5 ngay) dugce dit vao vi tri cach tAm dia 2
cm. U dia trong 2 ngay & 25°C. Ty 1é khang cta ching xa khuén d6i véi ching ndm

dugc tinh theo cong thirc:
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R—r

S= * 100%

Trong do:
S: phan tram trc ché
R: ban kinh khuén lac ndm & phia dbi dién vi tri dat thoi thach xa khuan

r: ban kinh khuén lac ndm & phia dat thoi thach xa khuén

Két qua v& hoat tinh khang vi khudn gdy bénh thuc vat 1a ching VICC 41724
¢6 hoat tinh ddi khang t6t v6i Xanthomonas oryzae pv. oryzae gy bénh bac 14 lta
(duong kinh vong khang khuén 1a 17+1,4 mm); d6i khang tuong dbi tot véi Dickeya
zaea gy bénh thdi gdc (dudng kinh vong khéng khudn 1a 1340,5 mm) va
Pseudomonas syringaegiy bénh dém 14 (dudng kinh vong khang khuén 13 1140,5 mm)
(Hinh 3).

V& hoat tinh khang ndm gay bénh thuc vét, ching VTCC 41724 c¢6 kha ning trc
ché rAt manh ddi v&i loai Phytophthora capsici giy bénh thdi nhiin gdc (ty 18 giam
kich thuée khudn lac ném 12 75% + 1) va Alternaria alternate gy bénh dém 14 (ty 18
giam kich thuéce khuén lac ndm 13 50% + 1); Gc ché tdt dbi vé6i loai Colletotrichum
gloeosporioides gdy bénh than thu va Fusarium proliferatum gay bénh théi than trén
cAy ming tay (ty 1& giam kich thudc khudn lac nim 1an lugt 1a 32%+0,5 va 29%:+1,4)
(Hinh 3).

Qua cac thir nghiém, c6 thé thdy chiing xa khudn VTCC 41724 rit c6 tiém ning
d& tng dung vao san xuit ché phim sinh hoc dé kiém soét bénh thdi than/gde lua do
Dickeya zeae. Pé thuc hién viée san xuét ché phém sinh hoc chira ching xa khuén
Streptomyces griseus VITCC 41724, dat 4o dn dinh v& mét sb té bao va hoat tinh khang
Dz, céc tac gia sang ché da thyuc hién céc thi nghiém nhim xéc dinh cac didu kién t6i
wu dé ing dung vao quy trinh san xuit ché phdm nay.
Xac dinh didu kién nudi cdy thich hop ddi véi chiing VTCC 41724 dé tao sinh
khéi va biéu hién hoat tinh khang Dz cao
Chiing VTCC 41724 dugc hoat hoa trén moi truong thach YS dé sir dung trong céc

thi nghiém x4c dinh diéu kién sinh truéng phtt hop cho tao sinh khéi va thé hién hoat

tinh khang Dz cao nhét. Cac yéu té khao sat dwoc chia thanh 2 nhém:
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- Nhém thir nhét: méi trudng dinh dudng, thoi gian nudi cdy, ty 18 cdp gidng duge
nghién cru trong binh tam giac.
- Nhoém tht hai: tbc d6 khuéy, ché d6 suc khi duoc thyc hién trén thiét bi 1én men.
Anh huéng cua cac didu kién nudi cdy dugc dénh gia thong qua xac dinh mét sd
té bao va hoat tinh khang Dz ctia mau dich nu6i.
Miat s6 té bao (CFU/mL) duoc x4c dinh bing phuong phép dém trén dia thach.
Dich nudi cdy xa khuan dugc pha lodng theo day trong dung dich NaCl 0,9% va chy
trai trén dia thach YS. Chon dia c6 s6 khuan lac dudi 20 - 200 khuén lac & 2 46 pha

loding lién tiép va tinh mat s6 té bao theo cong thire:

CFU) N

MatsoTB( :V*d*(n1+0,1x*n2)

mL
Trong do:
N: téﬁg s6 khuén lac dém duoc trén cac dia chon
V: thé tich mAu cdy trén mdi dia thach
d: Hé sb pha lodng tuong ting v6i d6 pha lodng thir nhét
nl: sd dia duoc chon & do pha lodng th nhét
n2: sd dia dugc chon & do pha lodng thir hai.
Céc bude xac dinh hoat tinh khang vi khun dugc thuc hién teong tu nhu trén,
chi thay thoi thach chira xa khuan bang 50 uL dich nudi d ly tAm loai t& bao dwoc nho
vao cac giéng duong kinh 5 mm da dugc duc trén dia thach. Quan séat va doc két qua

sau 24 gio.
- Xéac dinh moi truong thich hop:

Chiing VTCC 41724 duogc nudi lic 160 vong/phit trong céc binh tam gidc thé
tich 250 mL chira 75 mL moi trudng YS, SKS, ISP2, 2M, va 301 dang dich thé (Bang
1), nhiét do nudi cdy 28 - 30°C, thoi gian 5 ngay. Dich nudi cdy duoc 1iy mau 1
lan/ngay dé xac dinh mét s6 té bao va hoat tinh khang Dz. Két qua cho thiy ching
VTCC 41724 c¢6 mét sb t& bao cao nhat 1a 2,4x10° CFU/mL va va hoat tinh khang
khuan manh nhét véi duong kinh vong khang 10,8 mm khi nudi cdy trén moi trudng
2M (Hinh 4A).

- Xéc dinh thoi gian nu6i ciy thich hop:
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Ching VTCC 41724 dugc cdy vao moi truong 2M va nudi lic 160 vong/phut &
28 - 30°C. LAy mAu dich nudi 1 lAn/ngay tir ngdy thir 3 tré di dé xdc dinh mat s6 t€ bao
va hoat tinh khang Dz. Két qua cho thiy, thoi gian nubi chy t81 wu cho ching VTCC
41724 d& tao sinh khéi (2,5x10° CFU/mL) va thé hién hoat tinh khéng Dz cao nhat
(11,2 mm) 12 5 ngay (Hinh 4B).

- Xac dinh ty 1& ciy gidng thich hop

Chiing VTCC 41724 dwgc chy vao méi truong 2M & céc ty 18 cép gidng 1,3, 5,
7%, nudi lic 160 vong/phut & 28 - 30°C. Ly mAu dich nudi & ngay thit 5 dé x4c dinh
mat s6 té bao va hoat tinh khing Dz. Két qua cho thiy, ty 1¢ chp gidng t6i wu cho
ching VTCC 41724 dé tao sinh khdi va thé hién hoat tinh khang Dz cao nhét 14 5%
(2,9x10° CFU/mL va 11,5 mm) (Hinh 4C).

- Xac dinh tdc d6 khudy va ché do cap khi thich hop cho 1én men chim

+ Chudn bi gidng cdp 1: Ching VTCC 41724 dugc nubi lic 160 vong/phut trong
mbi truong 2M dich thé & 28 - 30°C trong 72 gidy. Dich nuéi cy dugc ldy mau
va xac dinh hoat tinh khang Dz.

+ Cy gibng cip 1 vao binh 1én men 2 lit chira 1 1it moi trudng 2M vé tring (ty 18
clp gibng 5%). Véan hanh thiét bi 1én men & cac tdc do khudy 100, 150, 200,
250, 300 vong/phut, ché do cip khi 1, 2, 3, 4 L/phtt. Thu mAu hang ngay, xic
dinh mat s& t& bao va hoat tinh khang Dz & thoi diém két thuc. Két qua cho
thiy, téc d6 khudy 200 vong/phit va ché dd cdp khi 3 L/phut cho mét sb té bao
va hoat tinh khéang Dz cao nhét, dat 3,6x10° CFU/mL va vong khang Dz dat
12,5 mm (Hinh 4D, 4E).
Sau khi x4c dinh dwgc cac diéu kién ti uu, cic tac gia sang ché da thuc hién
xdy dung va hoan chinh quy trinh sin xudt ché phdm sinh hoc chua chiing
Streptomyces griseus VTCC 41724 ting dung trong kiém sot bénh thbi than/gbc lia

do Dickeya zeae.

Quy trinh san xut ché phim sinh hoc chita ching xa khuan Streptomyces griseus
VTCC 41724 ung dung trong kiém soat bénh thdi than/gdc laa do Dickeya zeae bao

gom cac budc nhu sau:

(i) Hoat ho4 chuing tir diéu kién lanh sau:

-10-



3410

Ching xa khuin Streptomyces griseus VICC 41724 luu giit trong didu kién
lanh sau -80°C dwoc ciy hoat hoa trén mdi trudng thach YS, nuéi & 28 - 30°C trong 5
ngdy, thu duogc ching VTCC 41724 hoat hoa.

(ii) Nhén gidng cép 1:

Thu sinh khdi ching VTCC 41724 hoat héa trén dia thach bang cach duc cac
thoi thach dwong kinh 5 mm chua khun lac ching VTCC 41724 va cdy vao binh tam
giac 250 mL chira 75 mL mdi truong dinh dudng 2M, lic 160 vong/ phit & 28 - 30°C,
trong 72 gio, thu dugc gidng cép 1.

(iii) Lén men thu dich nudi chira sinh khdi:

Céy chuyén gidng cip 1 vao thiét bi 1én men chira moi trudng 2M véi ty 18 5%
thé tich gibng cép 1. Thuc hién nudi thu sinh khdi & diéu kién khudy 200 vong/phit,
suc khi 3 L/phuat & 28 - 30°C, trong 5 ngay, thu dugc dich nudi chira sinh khéi ching
VTCC 41724.

(iv) Phéi tron thu ché pham:

Tao hdn hop gia thé béng cach tron déu bentonit, than bun, tru va diatomit

theo ty 1& % khéi lwong 13 25% bentonit, 10% than bun, 30% trdu va 35% diatomit.

Tron hdn hop gia thé vé6i dich nudi chira sinh khdi ching VTCC 41724 theo ty

16 gia thé : dichnuoéi=1,5:1 (khéi luqng/thé tich), thu duoc san phém sau tron.

Rai moéng san pham sau tron trén khay & d6 day khoang 3 - 5 cm va sdy & 37 -
40°C trong 2 ngdy t6i d6 4m khoang 10 %, thu dwoc ché phdm sinh hoc chira ching xa
khuén Streptomyces griseus VTCC 41724,

Ché phdm sinh hoc chira ching xa khuin Streptomyces griseus VICC 41724
thu dugc tir quy trinh ¢6 mat s6 té bao va hoat tinh khéng Dickeya zeae cao, va 6n dinh
trong bao quan. Ché phim nay rat phi hop dé ing dung trong viéc kiém soat bénh thbi
than/gbc laa do Dickeya zeae. Ché pham sinh hoc chira ching VTCC 41724 véi mét
s6 > 5x10® (CFU/g), én dinh trong thoi gian > 6 thang & didu kién bao quan va c6 kha
ning kiém soat bénh thdi than/gde laa do vi khuén Dickeya zeae & quy md nha luéi dat

hi¢u lyc phong trir 73,56%.
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Ché pham sinh hoc SGB chua ching xa khuin Streptomyces griseus VTCC
41724 thu duogce tir quy trinh ¢ thé duoc can vao cac tui thiée trong lwong 0,5 kg/tui,

hut chan khong va bdo quéan ¢ nhiét d6 phong, tranh anh sang.
Vi du thyce hién sdng ché

Vi du 1: Quy trinh sin xudt ché phidm sinh hoc SGB chira chiing xa khuin
Streptomyces griseus VICC 41724

Ching xa khuédn Streptomyces griseus dwgc phan 1ap tr 14 muc tai vuon Quéc
gia Phong Nha - K¢ Bang (Quéang Binh) va hién duoc luu giff tai Trung tdm ngudn gen
vi sinh vat Quéc gia (VTCC) v6i md sb VTCC 41724 & diéu kién lanh sau -80°C.

Ching xa khudn Streptomyces griseus VICC 41724 luu giit trong didu kién
lanh sau -80°C duoc cdy hoat hod trén moi trudng thach YS, nudi & 28 - 30°C trong 5
ngay, thu dugc chung VTCC 41724 hoat hoa.

Thu sinh khéi chang VTCC 41724 hoat héa trén dia thach bang cach duc cic
thoi thach dudng kinh 5 mm chira khudn lac chiing VTCC 41724 va cdy vao binh tam
giac 250 mL chita 75 mL moi truong dinh dudng 2M, lic 160 vong/ phit & 28 - 30°C,
trong 72 gid, thu duoc gibng cp 1.

Céy chuyén giéng cdp 1 vao ndi lén men 2L chira 1 L moi truong 2M véi ty 18
5% thé tich giéng cép 1. Thuc hién nudi thu sinh khéi & diéu kién khqu 200
vong/phut, suc khi 3 L/phiat & 28 - 30°C, trong 5 ngay, thu dugc dich nubi chira sinh
khéi chung VTCC 41724.

Tao hdn hop gi4 thé bang cach trdn déu bentonit, than bun, triu va diatomit

theo ty 1€ % khoi luong 1a 25% bentonit, 10% than bun, 30% triu va 35% diatomit.

Tron hdn hop gia thé véi dich nudi chira sinh khéi ching VTCC 41724 theo ty
16 gia thé : dich nudi = 1,5:1 (khéi luong/thé tich), thu duoc san phdm sau tron.

Rai moéng san pham sau tron trén khay & do day khoang 3 - 5 cm va sdy & 37 -
40°C trong 2 ngay t6i do am khoang 10 %, thu dwoc ché phdm sinh hoc chira ching xa
khudn Streptomyces griseus VICC 41724.
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Ché pham sinh hoc chira ching xa khuin Streptomyces griseus VICC 41724
thu duoc duge dong goi 0,5 kg/tui va hut chan khong, bao quan & nhiét do phong.
Thuc hién xac dinh mat s6 té bao ctia ché phém dat 7,1><108CFU/ g.

Thuc hién x4c dinh mat sd t& bao trong thoi gian bao quan 6 thang, két qua

duoc thé hién trong Bang 2.

Bang 2. Mat sb té bao xa khuin trong ché pham theo thoi gian bao quan

TT Thoi han bao quan Mt sb té bao (10° CFU/g)
1 1 thang 6,8 + 0,42
2 | 2thang 6,5+ 0,46
3 3 thang 5,4+0,85
4 | 4thang 53+ 0,45
5 5 théng 4,9+ 0,35
6 6 thang 4,3+ 0,65

Nhu vdy, sau 06 thing bao quan & nhiét d6 phong, mat sb té bao dat 4,3 x10°
CFU/g. Qua d6 c6 thé thdy dwoc ché phdm sinh hoc chira ching xa khuin
Streptomyces griseus VICC 41724 c¢6 @ 6n dinh t6t trong bao quan.

O vi du tiép theo, ché phidm sinh hoc chira ching xa khuan Streptomyces

griseus VTCC 41724 thu dugc tir quy trinh duge goi 1a ché phdm SGB.

Vi du 2: Panh gia hiéu qué ciia ché phim SGB trong viéc kiém soat bénh thdi

than/gdc lia do Dz & diéu kién nha lwéi
Phuong phdp b tri thi nghiém

- Thi nghiém dénh gid hi€u qua phong bénh théi gbe laa dwoc thuc hién trong nha

ludi chdng con trimg trén giéng lia Béc thom s6 7 (BT7).
- MB&i cong thire thi nghiém gdm 02 6 (dién tich mdi 6 1a 1m?, chidu dai x chiéu rong
la Im x 1m).

- Gidng lua thi nghiém duge cdy 1 danh voi mat d6 30 danh/m?, khoang cach cdy

cach cdy la 16 x 16 cm, hang cach hang 1a 20 x 20 cm.
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- Ché d6 phan boén, chdm séc theo quy trinh canh téc khuyén co dbi voi gidng lua
BT7.

- Thi nghiém dugc thuc hién véi 2 cong thirc

+ CTTN (16 thi nghiém): Cay dugc xit Iy v6i ché pham
+ CTDC (16 d6i chimg): Cay khong dugc xit ly voi ché phim.

- Dbi v6i 16 thi nghiém: hat lua dugc ngdm trong dich ché phidm SGB pha loang 1/5
(=10° CFU/ml) trong 30 phut truée khi gieo. Trude khi trong 2 ngay, tuwdi bd sung
dich ché pham SGB pha lodng 1/5 (210%cfu/ml) vao dit. Cy ma 7 — 10 ngay tudi
duoc cdy vao céc 6 thi nghiém c6 bon 16t ché phim SGB vao dit theo ty 18 1 g/m’
(mat d6 vi sinh vat dat > 10® CFU/m” d4t). Bon ché pham bd sung truée khi nhiém
Dz 02 ngay.

Lay bénh nhin tao cho cdy: Khi ciy lua 25 ngay tudi, tién hanh 14y nhidm Dz. Chuing

vi khun gy bénh théi ge lua Dickeya zeae duge nudi lic trén moi truong TSB %

(g/L: trypton 8,5; soyton 1,5; glucose 1,25; NaCl 2,5; K,HPO4 1,25) & nhiét do 30°C

trong 24 gid. Chinh ODjt6i 1 bing céch pha lodng véi moi trudng TSB Y. Ding kim

tiém vo trung nhung vao dich nudi Dz dd pha lodng va chich nhe vao thin cay (phén
than sat mit nudce).

Ddnh gid khd bénh thoi goc lia: Diéu tra vao giai doan 7, 11, 15 ngdy sau lay nhiém

theo phwong phép 5 diém chéo goc, mdi diém diéu tra 1 khom, khong didu tra trén céc

khém lta canh mép 6 thi nghiém (tdng s6 khom diéu tra/lm? 13 5 khom). Po dém
chidu dai vét bénh va phén cép theo cdp bénh dé tinh toan ty 18 va chi s§ bénh theo
phuong phép didu tra phat bénh dich hai lia QCVN 01-38:2010/BNNPTNT:
Cép 1: < 1/4 dién tich than laa bi hai.
Cép 3:> 1/4 dén 1/2 dién tich than Iua bi hai.
Cép 5:> 1/4 dén 1/2 dién tich than lua bi hai, cong 1a thr 3, thir 4 bi bénh nhe.
Chp 7:> 1/2 dén 3/4 dién tich than laa bi hai va 14 phia trén bi hai.
Cép 9: Vét bénh leo t6i dinh cay laa, cac 14 nhim ning, mot s cay chét.
Chi tiéu theo doi

Sé than lua bi bénh
Sé than lua diéu tra

- Ty 1ébénh (%) = %100
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- Chi sb bénh (CSB) dugc tinh theo cong thic:

(n*1+3%*n3+5*n5+7*n7+9=xn9)
*
N * K

100

CSB (%) =

Trong d6:
nl, n3,...,n9 1an luot 12 s6 than bi bénh trén cac khom & cac cép bénh
N 1a téng s6 than diéu tra
K 1a cAp bénh cao nhat quan sat dugc

- Hiéu lyc tc ché vi khuén gy bénh duogc tinh theo cong thitc Abott:

(Dc — Dt) )

H (%) = 100

Trong do:
H 12 hiéu luc @e ché vi khuan gy bénh.
Dc 1a chiéu dai vét bénh & cong thire ddi chimg
Dt 1a chiéu dai vét bénh & cong thirc thi nghiém

Chiéu dai vét bénh (mau den), dugc do tir vet chich ban dau dén dieém cudi ctia

vét bénh doc theo than cdy lua 1én phia dau mut 14 sau 7, 11, 15 ngay.
Két qua thi nghiém

Két qua diéu tra cho thdy, hiéu luc kiém so4t bénh théi than/gdc lna cta ché

phim dat cao nhit 12 73,56% sau 7 ngay nhiém bénh.

Bang 3. Céc chi tiéu theo ddi cua thi nghi€ém nha luédi

Cong thire | Ty 18 bénh (%) | Chi s6 bénh (%) | Chiéu dai vét bénh (cm) | H (%)

CTTN 45,76° 31,17° 3,26 73,56°

CTbC 87,09° 72,09° 15,87 0
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Hiéu qua dat dwgce clia sang che

Kiém soat sinh hoc trong ndng nghiép 1a cach tiép can hudng t6i phat trién bén
virng nham tao ra cdc nong san chét luong cao, an toan va giam thiu tac dong dén moi
trrong. Quy trinh san xudt ché phim sinh hoc chtra ching xa khudn Streptomyces
griseus VICC 41724 khang vi khuén gy bénh thdi gdc lua Dickeya zeae theo sang
ché cho phép tao ra ché pham c6 mirc bn dinh v& mat s6 té bao va hoat tinh khang Dz
trong diu kién bao quan. Quy trinh st dung céc thiét bi co ban trong linh vuc cong
nghé sinh hoc vi sinh vat, ngudn nguyén lidu dé nuoi cdy vi sinh vét va tao ché pham
don gian, d& tim, 1a yéu t§ giam gi4 thanh ctia ché pham. Thit nghiém ché phim sinh
hoc chira ching xa khuan Streptomyces griseus VICC 41724 & diéu kién nha luéi cho
hiéu qué bao hd > 70%, rat c6 tiém ning tmg dung ngoai ddng rudng cho san xuit lta

gao hitu co.
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh san xuit ché phim sinh hoc chtra ching xa khudn Streptomyces griseus

VTCC 41724 mg dung trong kiém soét bénh théi than/gdc lha do Dickeya zeae bao

gbm céc budc:
(i) hoat hoa ching tur diéu kién lanh sau:

ching xa khuan Streptomyces griseus VICC 41724 luu gitt trong didu kién
lanh sau -80°C duogc cdy hoat hoa trén moi truong thach YS, nudi & 28 - 30°C trong 5
ngay, thu dugc ching VTCC 41724 hoat hoa;

trong d6 moi truong thach YS c6 thanh phéan tinh theo g/L la:

cao nAm men: 2;

tinh bot: 10; va

thach: 15;
(ii) nhén gidng cép 1:

thu sinh khéi ching VTCC 41724 hoat hoa trén dia thach béng cach duc cac
thoi thach dudng kinh 5 mm chira khuan lac ching VTCC 41724 va cdy vio binh tam

giac 250 mL chira 75 mL modi trudong dinh dudng 2M, lic 160 vong/ phit & 28 - 30°C,
trong 72 gio, thu duogc gidng cp 1;

trong d6 moéi truong dinh dudng 2M c6 thanh phan tinh theo g/L 1a:
cao nAm men: 2;
bot dau tuwong: 15;
tinh bot: 20; va
CaCOs: 4;
(iii) 1én men thu dich nuoi chtra sinh khéi:

céy chuyén gibng cp 1 vao thiét bi 1én men chira méi truong 2M véi ty 16 5%

thé tich gidng cép 1;

thue hién nu6i thu sinh khdi & diéu kién khuéy 200 vong/phut, suc khi 3 L/phut
& 28 - 30°C, trong 5 ngay, thu dwoc dich nudi chira sinh khéi ching VTCC 41724; va
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(iv) phéi tron thu ché pham:

tao hdn hop gia thé béng cach tron déu bentonit, than bun, triu va diatomit theo
£y 1& % khdi lugng 12 25% bentonit, 10% than bim, 30% trau va 35% diatomit;

tron hdn hop gid thé véi dich nuodi chira sinh khéi chung VTCC 41724 theo ty 1¢
gia thé:dich nuéi=1,5: 1 (khéi luo’ng/thé tich), thu dugc san phém sau tron;

r4i méng san phdm sau tron trén khay & do day khoang 3 - 5 cm va sdy & 37 -
40°C trong 2 ngay toi dd am khoang 10 %, thu dugc ché phdm sinh hoc chtra chiing xa
khudn Streptomyces griseus VTCC 41724.
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Hinh 1
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Hinh 3
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