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(57) Giai phap hiru ich dé cap dén chung nam Trichoderma konilangbra PL3 dugc phan

lap, trong d6 chung nam nay c6 trinh ty 16S néu trong SEQ ID NO.1, ching nam nay c6

kha ning cong sinh ré cdy dinh ling (Polyscias fruticosa L.), c6 hoat tinh enzym
phosphataza voi duong kinh vong phén giai trén moi truong Cas(PO4), 1én t61 12 mm khi
klem tra bang phuong phap duc 16 thach, c6 kha nang phan giai phospho kho tan (P,0s) dat
t6i nong do tich luy 390,79 ppp sau tur 7 dén 10 ngay nudi cdy, va co kha _nang téng hop

TAA khi nuéi cay & 30°C trong moi truong PDA long bd sung tryptophan nong do 2 g/l Ién

to1 33,34 ppm. Giai phap hiru ich cling dé cap dén quy trinh san xuat ché pham niam cong

sinh 1é cdy dinh ling va ché pham ndm cong sinh ré cay dinh ling thu dugc tir quy trinh
nay dé timg dung nhu ché pham nong dung.
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Linh vwe k§ thuat duoc dé cap

Giai phap hitu ich thucf)c linh vue cong nghé vi sinh tng dung trong ndéng nghiép,

cu thé 1a giai phap hitu ich dé cap dén chung ndm Trichoderma konilangbra PL3 duge

phéan 1ap, quy trinh san xut va ché phan ndm cong sinh ré cdy dinh lang thu dugc tir quy
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Tinh trang ky thuit ciia giai phap hiru ich

Trong cac nghién ctu vé linh vuc vi sinh vét hoc, viéc nghién ciru vé tinh da dang
nhdm phét trién céc ché phim vi sinh cho phép ting cuong hiéu qua dbi voi ting loai

cay tréng dang duogc chu trong.

¢ trong cac cay dugc lidu, van st dung mot sb loai phan bon hoa

(D)

Hién rong vié

hoc dé thuc d’éy sinh trudng nham tang nang sut cdy trong. Tuy nhién, viéc lam dung
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phén bon hoéa hoc ¢6 thé gdy nén cac tac dung khong mong mudn doi véi duge liéu thu

dugc. Viée st dung phén bon vi sinh duge xem 1a hudng phat trién bén vitng, cho phép
han ché dugc viée st dung phan bén héa hoc ma con gop phan ting tinh da dang sinh

hoc trong ving dat trong cdy va tao nén mdi quan hé cong sinh giita cic loai sinh vat c6
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Nam ving ré 1a mot hinh thirc cdng sinh giita nim c6 loi trong dat va ré cua thuc
vét bac cao. Day la quén hop nam - thue vat dugc biét nhiu nhit va dong vai tro quan
trong trong qué trinh phat trién ctia thuc vat cling nhu hé sinh théi, hon 90% céc loai
thuc vat c6 quan hé voi nAm theo hinh thirc ndm ré va phu thudc vao mdi quan hé nay
dé tdn tai. Ndm s& ¢ dinh trong ré nhan cac san phim tir qua trinh quang hgp va phat
trién mang ludi hé sgi nam trong vung bau ré dé tao thuén loi cho viée léy nudce, chit
dinh dudng nhu phospho, luu huynh, nito va céac vi chit dinh dudng khéac trong dat.
Hién da co nhiu nghién ctru, phan lap céc nim cong sinh, vi du trén cay ngd, cdy ca
chua, cdy cam, cay ca phé,... (D6 Thi Xuan, 2016, Lé Thi Hoang Yén, 2018; Nguyén
Thi Kim Lién, 2012; Nguyén Van Vién, 2012), tuy nhién d6i véi cay dugc liéu van chua

¢6 nghién ctru phan 14p, dac biét la cac cdy nhu bach chi, dinh lang va c6 ngot.

_2-



3709

Ném cong sinh ving ré& lam tang dién tich bé mat ré dé hit nude va chét dinh
dudng (Hamel et al., 2007), viéc sir dung phan bén sinh hoc ném ré gitp ré ciy phan
nhanh nhiéu hon, sgi nAm phat trién tr gbc xubng dAt tao didu kién cho ré ciy tiép xuc
voi dién tich bé mat dét rong hon, do do, tang dién tich hép thu nudc va chét dinh dudng
ctia cay hé théng ré cay. Vi vay, cy trdng 6 to chie ré nAm s& cho hiéu qua hip thy
céc chit dinh dudng cao hon nhu dam, l4n, kali, canxi, magie, kém, déng; va cling tdng

As; 4

kha nang chong han cua cdy trong. Loi ich cia viéc

I'e
A

r&. Sy lién két ciia ndm 8 trong r& cdy sé gitp cay chéng lai cac bénh thdi ré va thoi cb
r& do céc loai ndm khac gay ra. Hon nita, ¢6 thé duoc sir dung ndm ré véi cac hoa chét
ndng nghiép khac ma khong bi &nh hudng dén hiéu qua.

Su lién két ctia ndm ré& khong chi lam ting lugng dinh dudng va nude san ¢6 ma
cOn bao ve cay tréng khéi nhiéu loai stress phi sinh hoc (Evelin et al. 2009; Miransari
2010). Nam ré déong mot vai trd quan trong trong viéc ting cudng su phat trién cua cy
trdng bang cac co ché khac nhau. Viéc kham pha céc co ché thiic day ting trudng cla
nim ré cong sinh s& gitip ting cudng sy phat trién cua thuc vat bang cach sir dung cac
quén thé vi sinh vét ndy cung nhau. Mic do mét sb nghién ctru da chi ra rang viéc ap
dung két hop nam ré c6 thé 12 mot cach tiép can c6 ¥ nghia cho ndng nghiép bén viing
(Denton, 2007; Najafi et al., 2012; Ordookhani et al., 2010). Tuy vay, van con mot sd
khia canh cin duoc nghién ctru thém dé thu dugc loi ich téi da trong diéu kién tang
trudng thyc vat duge cai thién tir quén thé tu nhién nay. Su két hop cho nhén va ngugc
lai gita ré cay va ndm c6 anh huéng 16n dén s6 lugng va chét lwong cdy tréng. Ching
hinh thanh mdi quan hé cong sinh véi thyc vat trén can cling nhu duéi nude (Christie et
al. 2004; Liu va Chen 2007; Willis et al. 2013).

Bén canh kha ning hd tro sinh trudng cia cay ch, nhiéu nim ndi sinh con c6 kha
ning sinh téng hop nhiéu chat khang sinh, khang nim c6 tac dung trong wrc ché vi sinh
vat gdy bénh. Nam 2003, Strobel va cong sy da nghién cliru vé ching ndm ndi sinh
Cryptospriopsis quercina dugc ly trich tir cdy Tripterigeum wilfordii, vi nim nay co thé
san xut cryptocandin va cryptocin. Trong do, cryptocandin khang mot s6 vi ndm gay

bénh cho ngudi nhu Candida albicans, Trichophyton spp. va chéng mot s6 ndm gay
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bénh thuc vat nhu Sclerotinia sclerotiorum va Botrytis cinerea. Cryptocin ¢6 tac dung
khang Pryriaria oryzae va mot s6 vi ndm gy bénh thuc vat (Germain, 1995). Cing nam
2003, Taechowisan va Lumyong di nghién ctru vé endophyt c6 hoat tinh khang nim tir
r& ciy Zingiber officinale va Alpinia galanga. Ndm 2019, Lé Thi Minh Thanh va cong
su dd tim ra vi ndm Penicillium sp. LDL4.4 tit Huperzia serrate c6 kha nang san xuit
huperzin A c6 tac dung la chét tc ché enzym acetylcholinesteraza, va dugc dung trong
didu tri bénh Alzheimer. Kusari va cong su (2009), da phan 1ap dugc Fusarium solani
tr Camptotheca acuminate c6 kha nang san xudt camptothecin va 2 dan xuét (9-
methoxycamptothecin va 10-hydroxycamptothecin) c6 kha nang chéng ung thu. Nam
2012, Agnes Joseph Aswathy va cong su da nghi€n ciru vé endophyt trong cdy Nghé
(Curcuma longa). Céac chét dinh dudng trong than ré cua cdy nghé 1a méi trudng sdng
da dang cho cac nhém vi khuin khac nhau. Mot s vi khuén noi sinh lién quan c6 thé
thic dy tang truong. Trong nghién ctru ndy, hai chiing endophyt Paenibacillus sp. dugc
phan 1ap tir than ré ct nghé va ca hai ching da dugc tim thay c6 kha ning dé san xuat
IAA qua phan tich HPLC. Cung ndm nay, Cui va cdng sy da phat hién vi nim noi sinh
Fusarium oxysporum phan 14p tir cdy Ginkgo biloba c6 kha néng san xuét ginkgolid B
dung dé didu tri bénh tim mach.

N6i chung, ndm ré cong sinh ting cudng sy phat trién cta thuc vat trong mdi
treong bang cach can béng mot s co ché nhu: diéu chinh dinh dudng thuc vat, san Xudt
hormone, enzym chdng oxy héa va didu chinh mét sb qué trinh sinh ly. Tuy nhién, cling
6 thé théy rd hi€u qua cua cac co ché nay con phu thudc vao mirc do cua nam ré va su
lién két cua cdy chu ciing nhu mot s6 yéu tb dat va thuc vat.

D4i voi cac chét kich thich sinh trudng nhu TAA, cac nghién ctru cho thdy chiing
¢6 kha nang dugc sinh téng hop tir vi sinh vét. Pay 1a mot hudng hitu higu trong viée
kich thich sinh trudng thuc vat bén vitng. Akbari va cong su da phan 1ap va tuyén chon
duogc mot sé chung Azospirillum spp. c6 kha nang sinh tong hop IAA kich thich sinh
truong cdy 10a mi. Két qua 1a sy nhiém céc ching Azospirillum spp. da 1am téang duong
kinh gbc laa, chiéu dai ré, trong lugng kho va s6 luong 10ng ré so véi d6i chimg (Akbari
et al., 2007). Naiman va cdng su dd nghién ctru gay nhiém vi khuin Azospirillum
brasilens va Pseudomonas fluorescens cho lua mi. Két qua cho thdy chiéu cao cay ting

12%, dudng kinh gdc than tang 40%, ning suit ting 16% (Naiman et al., 2009).
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Nhiéu nghién ctru gan day cho thdy, hau hét cac vi khuén ving ré 1a cac vi khuin
Gram 4m, khong sinh bao tir nén viéc bao quan cac ché phdm chta céc chung vi khuin
tén kém va it hiéu qua. Chinh vi vdy, mot huéng di trong san xudt phan bén vi sinh 1a
stt dung ndm ving ré c6 kha ndng sinh IAA va phén giai phospho kho tan 1a lya chon
¢6 thé thay thé cho phan bén vo co nhim giup tang trudng va nang suét cay (Ladha &
Reddy, 2000). Bén canh do, cac vi sinh vat phén lap tu ré cac loai cAy ¢6 kha nang sinh
IAA nhu chét chuyén hoa thi cAp gitip tham gia vao qua trinh hép thu dinh dudng cho
cdy, c6 vai trd quan trong dbi voi sy ndy mam, sinh truéng va ting ning sudt cay trong.
Trong d6, ndm ré con thé hién nhu mot yéu td kich thich cdy san sinh ra cac chét ¢6 hoat
tinh tw bao vé minh thuong duge goi 1a cac phytoalexin. Muraleedharan va cong su da
khao sat vai tro ctia nAm ré trén ré& cdy Trifolium repens trong viéc kich thich ciy chu
sinh ra céc chit co hoat tinh kich thich sinh truéng cla nam ré, ching Penicillium
digitatum va 1c ché chung gdy bénh Rhizoctonia sp. khi nudi cdy in vitro
(Muraleedharan G.Nair et al., 1991).

Theo Pham Thanh Ha va céng su (1999), 02 ching nam soi Aspergillus awamori
MN1 va Penicillum cyaneofulvum DT1 c6 kha ndng phan giai phospho kho tan va ngudn
dinh dudng KNOs, NaNO; va (NH4)>SO4 1a nhimg ngudn nito tot nhat cho mdi truong
nudi chung MN1 dé tao kha nang phan giai lan cao. Ngoai ra, Cao Ngoc Di€p va Nguyén
Thi Mong Huyén (2015) da phan 1ap dugc 36 dong vi khuén dugc phan 1ap trén moi
truong LGI tir cac mau ré cdy khoai lang trong & huyén Hon DA, tinh Kién Giang. Tt
ca cac dong vi khudn nay déu c¢6 dang hinh que va c6 kha nang chuyén dong. Thuc hién
cac phép thir sinh hoa da xac dinh duoc cac dong KL9, KL 11, KIL.39a, KI.39b la cac vi
khudn néi sinh c6 du 3 dic tinh tét 1a ¢b dinh dam, hoa tan lan kh tan, tong hop IAA.
Khi gidi trinh ty doan gen 16S-DNA ctia 4 dong vi khuén nay, nhan dién dugc dong
KL9 c6 ty 1& ddng hinh cta doan gen 16S-DNA véi loai Burkholderia sprentiae va
Burkholderia vietnamiensis 1a 99%; ty 1& ddng hinh doan gen 16S-DNA ctia dong
KL.39a véi loai Burkholderia ambifaria va Burkholderia vietﬁamz’ensis la 99%; ty 1€
ddng hinh doan gen 16S-rDNA cia dong KL39b véi loai Enterobacter ludwigii va
Enterobacter cloacae 13 99%; ty 1é ddong hinh doan gen 16SDNA cta dong KL11 véi
loai loai Klebsiella pneumoniae 1a 99%.

Két qua nghién ctru & nhiu noi cho thiy phan vi sinh phan giai phospho khé tan

c6 thé nang cao hiéu qua st dung lan khoang lén 20-30% so vdi d6i ching, dong thoi
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cd tac dung nang cao nang xudt cay trong 5-10% tuy loai dét trong. Viéc st dung vi sinh
vat phan giai 1an co thé thay thé 30-50% lugng lan cAn bon bang quing phosphorit véi
ham luong lan tong sb twong duong ma ning suét cay trong khong bi giam sut. Ngoai
ra, cac vi sinh vat phan giai 1an con c6 kha nidng san sinh ra cac chét kich thich sinh
trudng thuc vat hodc cac chit khang sinh giap cay trong phat trién va chéng chiu t6t hon
v6i cac diéu kién bat loi tr moi truong. Nguyén Thi Phuong Chi, Pham Thanh Ha,
Nguyén Thi Quynh Mai (2005) da nghién ctru kha nang tiét enzym phophataza cta 10
chiing vi sinh vat hoa tan 1an va nhén thdy rang ngoai kha nang hoa tan 1an kho tan cac
chiing vi sinh vét nay c6 kha ning san sinh enzym phosphat (chu yéu l1a nam sgi va vi
khuén) enzym nay dong vai tro xtc tac khong thé thiéu cho qua trinh phan huy sinh hoc
cac hop chit hitu co chira 1an. Vi Thily Nga va cong su (2003) nghién cuu kha nang
sinh tdng hop IAA va phan giai phosphate v6 co kho tan cua vi khuan Bradyrhizobium.
Két qua cho thay ching c6 khéa ning téng hop IAA vé6i ham luong 20-100 pg/ml moi
trudng nudi cdy. Pham Thanh Ha va Nguyén Thi Phuong Chi (1999) nghién ctru anh
hudng cua cac ngudn nito 1én kha nang phan giai phospho kho tan cta hai ching nim
soi Aspergillus awamori MN1 va Penicillum cyaneofulvum DT1. Tac gia da st dung 7
ngudn nito khéc nhau, két qua cho thiy KNO3, NaNO3, (NH4)2SOg4 la nhitng ngudn nito
t6t nhat cho mdi trudng nudi ching MN1 tao kha nang phéan gidi phosphate cao. Con
ddi voi chung DT1 1a NH4CL

Nhiéu cdng trinh nghién ctru cho thdy rang cac ching vi khuén c6 kha ning tao
IAA nhu vi khuin thudc chi Rhizobium, Azotobacter, Azospirillum, Bradyrhizobium,
Pseudomonas, Bacillus d cho két qua kha quan (Pham Viét Cuong, 2003; Lang Ngoc
DAu, 2004; Vi Thuy Nga, 2003).

Nhén thiy ring & nudc ta, cac nghién ctru chu yéu la tuyén chon dwgc mot s6
ching vi khun va mot sb it nghién clru vé khu hé ndm cong sinh trong ré va dat, dic
biét 1a v& kha ning vira phan gidi phospho va vira sinh chét kich thich sinh truéng IAA
cua chung con rat han ché, trong khi d6, phospho 1a mdt nguyén t6 can thiét d6i véi cay
tréng, tham gia vao viéc hinh thanh mang té bao, axit nucleic, lam tdng sy phat trién cua
r&. Do d6, van c6 nhu cau vé cac chiing vi sinh ¢6 kha nang vira phan giai phospho vira
sinh chét kich thich sinh truéng IAA ciing nhu cac ché phdm vi sinh 6n dinh chtra cac

chiing nay dé sir dung cho cay trdng gop phén gidm sy phu thudc vao phén bén vo co.
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Ban chit ky thuit ciia gidi phap hitu ich

Muc dich ctia giai phap hitu ich nhdm giai quyét céc vAn d& néu trén, cu thé 1a
nhim phét trién ché phdm ndm thay thé cho phan bén vo co, cac tac gia da phan lap
thanh cong ching ndm Trichoderma konilangbra PL3 tur ré cay dinh lang c6 dic tinh
nong dung hitu ich. Cu thé 1a giai phap hiru ich dé cap dén chung nim Trichoderma
konilangbra PL3, quy trinh san xut ché phim nim cong sinh ré cay dinh ling va ché
phdm ndm cong sinh ré cdy dinh ling chtra bao tir cua ching ndm Trichoderma
konilangbra PL3 cong sinh voi ré cdy dinh lang thu dugc tir quy trinh nay d8 cung cip
phospho hoa tan va chét kich thich sinh trudng axit indol axetic (IAA) cho cdy dinh
lang.

Theo muc dich tht nhét, gidi phép hitu ich d& cap dén ching nim Trichoderma
konilangbra PL3 dugc phén lap, trong d6 ching nim nay c6 trinh ty 16S néu trong SEQ
ID NO.1 va duoc luu giit dong siu tai Truong Dai hoc Kinh té-Kyf thuét cong nghiép,
456 Minh Khai, Hai Ba Trung, Ha Noi v6i s6 luu gitt PLO3, khac biét & chd ching nim
nay:

- ¢6 kha ning cong sinh ré cdy dinh lang (Polyscias fruticosa L.);

- ¢ hoat tinh enzym phosphataza v6i dudng kinh vong phén giai trén mdi trudng
Ca3(PO4) 1én t61 12 mm khi kiém tra bang phuong phép duc 16 thach;

- ¢6 kha nang phan giai phospho kho tan (P20s) dat toi ndng d6 tich lity 390,79
ppp sau tu 7 dén 10 ngay nuoi cly; va

- ¢6 kha ning tong hop IAA khi nudi cdy & 30°C trong mdi truong PDA 1éng bd
sung tryptophan ndng d6 2 g/l 1én t6i 33,34 ppm.

Theo muc dich thir hai, giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh san xuét ché phém
nim cong sinh ré cay dinh lang, trong dé quy trinh nay bao gdm cac budc:

a) hoat hoa chung gidng gbc bang cach tan dong ching gidng nam Trichoderma
konilangbra DL3 c6 s6 luu giit DLO3 tai Truong Dai hoc Kinh té-K§ thuat cong nghiép,
456 Minh Khai, Hai Ba Trung, Ha Noi, tiép do céy vao moi truong PDA thach vo trung,
nudi cdy o nhiét do tur 25 dén 30°C trong 7 ngay thu duoc chung gidng gbc ndm
Trichoderma konilangbra DL3 hoat hda;

b) thu hdn hop bao tu nidm bing cach ciy ching gibng gbc Trichoderma

konilangbra DL3 da hoat hda vao mdi truong thach rén, nudi céy trong diéu kién nhiét
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do tr 25 dén 30°C sau tir 7 dén 10 ngay, bao tir duge thu nhan va phén tén trong nudc
mudi sinh 1y dén mat d6 khoang 108 bao tir/ml thu duogc hdn hop bao tir ndm; va

¢) thu ché phdm nim cong sinh ré cdy dinh lang bang cach cay hdn hop bao tir nim
theo ty 1€ tur 2 dén 5% khdi lugng vao bich mdi truong gia thé rén bao gdbm hdn hgp thoc
va bt ngd da dugce hép chin va dé ngudi voi ty 1€ thoc/bot ngo 1a 2/1 (theo khéi lugng),
sau d6 chuyén bich mdi trudng nay vao nudi cy trong diéu kién t6i, nhiét do tir 28 dén
35°C, d6 Am gia thé duy tri tir 50 dén 60% trong tir 7 dén 14 ngay dé nim phat trién hé
soi va tao bao tw, sau khi siy kho & nhiét do khoang 45°C dén do am khoang 15%,
nghién nhé, thu duge ché pham ndm cong sinh ré dinh ling dang bot.

Theo khia canh thir ba, giai phap hitu ich dé cap dén ché phdm nim cong sinh ré
cdy dinh lang thu dugc tir quy trinh theo gidi phap hiru ich, trong d6 ché pham nay &
dang bot o Am khoang 15% bao gdm gia thé thoc/bot ngo ty 18 2/1 (theo khéi luqhg)
chira bao tir ciia ching nam Trichoderma konilangbra DL3 dat it nhat 108 CFU/g va c6
kha nang phat trién cong sinh véi ré cdy dinh lang dé phan giai phospho kho tan l1én t6i
390,79 ppp va tong hop IAA Ién t6i 33,34 ppm.

Chung ndm Trichoderma konilangbra PL3 va ché phdm ndm cong sinh thu dugc
lr quy trinh theo giai phap hitu ich dé phat trién phan bén vi sinh ddc hiéu cho cdy dinh
lang, gitip giam su phyu thudc vao phan bon vo co, cho phép phat trién nén ndng nghiép

bén vitng.
M0 ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 két qua x4c dinh hinh thai cua ching nam Trichoderma konilangbra PL3

phan 1ap dugc.

Hinh 2 12 két qua xac dinh céy pha hé cua doan 16S dua trén trinh tu gen ITS cua
ching nidm phan 1ap duge (BL3).

Hinh 3 13 biéu dd thé hién két qua dénh gia kha nang phat trién cla ching ndm
Trichoderma konilangbra DL3 phét trién trén cac mdi trudng nudi cdy khéac nhau.

Hinh 4 13 biéu dd thé hién két qua danh gia kha nang phat trién cla ching ndm
Trichoderma konilangbra DL3 trén cac diéu kién nhiét do nudi cdy khac nhau.

Hinh 5 13 bidu dd thé hién két qua danh gia kha nang phat trién cta ching ndm

Trichoderma konilangbra PL3 trén cac didu kién pH nudi ciy khéc nhau.
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Hinh 6 13 biéu dd thé hién két qua danh gia kha nang phat trién ctia ching ndm
Trichoderma konilangbra DL3 trén cac diéu kién thoi gian nudi cdy khac nhau.

Hinh 7 12 bidu dd thé hién két qua thir nghiém danh gi4 kha nang sinh tong hop
IAA ctia ching nim Trichoderma konilangbra PL3 trong cac moi truong nudi cay khac
nhau.

Hinh 8 13 biéu db thé hién két qua thir nghiém dénh gia kha nang sinh tong hop
IAA cua ching ndm Trichoderma konilangbra DL3 trong cac didu kién nhiét d6 nudi
cay khac nhau.

Hinh 9 1 biéu db thé hién két qua thtr nghiém danh gia kha nang sinh tong hop
IAA cta ching ndm Trichoderma konilangbra DL3 trong cac diéu kién pH nudi chy
khac nhau.

Hinh 10 13 két quéa thir nghiém kha nang phat trién ctia chung nam Trichoderma
konilangbra PL3 trong céc gia thé khac nhau.

Hinh 11 1a két quéa thir nghiém kha ning phat trién ctia chung ndm Trichoderma
konilangbra DL3 dbi v6i cac ty 1¢ phéi tron co chat khac nhau.

Hinh 12 1a két quéa thir nghiém khéa nang phat trién cta chung nim Trichoderma
konilangbra PL3 dbi vé6i céc ty 1¢ bd sung giéng khac nhau.

Hinh 13 1a két qua thir nghiém khéa nang phat trién ctia chung nim Trichoderma
konilangbra DL3 theo do 4m gia thé.

Hinh 14 13 két qua thtr nghiém kha ning phét trién ciia ching nim Trichoderma
konilangbra PL3 trén bich nam véi trong luong khac nhau. Trong do két qua phat trién
cta chung ndm Trichoderma konilangbra PL3 trén bich nam co trong lugng (A) 0,25
kg; (B) 0,5 kg va (C) 1 kg.

M@ ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day giai phap hitu ich duge mo ta chi tiét voi cac phuong an thyuc hién va cac
vi du cu thé, tuy nhién cac phuong an va cac vi du nay chi nhim muc dich 12 rd ban chat
cua giai phap hitu ich chir khong nhdm muc dich thu hep pham vi yéu cdu bao ho cla
giai phap hitu ich.

Giai phap hitu ich dé cap dén ching ném Trichoderma konilangbra L3 dugc

phéan lap, trong d6 chung nAm nay c6 trinh tu 16S néu trong SEQ ID NO.1 va dugc luu
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giit dong sau tai Truong Dai hoc Kinh té'-K? thuét cdng nghiép, 456 Minh Khai, Hai Ba
Trung, Ha Noi véi sb luu gitt DPLO3, khéc biét & chd ching nam nay:

- ¢6 kha nang cong sinh r€ cay dinh lang (Polyscias fruticosa L.);

- ¢6 hoat tinh enzym phosphataza v6i duong kinh vong phén giai trén moi trudng
Ca3(PO4); 1én t6i 12 mm khi kiém tra bing phuong phép duc 16 thach;

- ¢6 kha nang phan giai phospho kho tan (P20s) dat toi ndéng dd tich liy 390,79
ppp sau tur 7 dén 10 ngay nudi chy; va

- ¢6 kha ning téng hop IAA khi nudi cdy ¢ 30°C trong moi truong PDA long b
sung tryptophan ndng do 2 g/l 1én t6i 33,34 ppm.

Giai phap hitu ich cling dé cap dén quy trinh san xuat ché phim nim cong sinh ré
cdy dinh lidng, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc: a) hoat héa ching giéng gbe;
b) thu hdn hop bao tit nim; va c) thu ché phdm nim cong sinh ré cy dinh léng.

Trong budc hoat hoa ching gibng gbe, tién hanh tan dong miu chung gidng nim
Trichoderma konilangbra DL3 c6 s6 uu gitt PLO3 tai Truong Dai hoc Kinh té-Ky thuat
cdng nghiép, 456 Minh Khai, Hai Ba Trung, Ha Noi. Chung sau khi hoat hoa nay dugc
cdy vao mdi trudong PDA thach vo trung, nudi ciy & nhiét do tir 25 dén 30°C trong 7
ngay thu du’qc‘ chung gidng gbc ndm Trichoderma konilangbra DL3 hoat hoa & dang
cum khuén lac tring, bong x6p.

Trong budc thu hdn hop bao tir nAm, tién hanh cdy ching gidng gbc Trichoderma
konilangbra PL3 da hoat hoa vao moi trudng thach rén. Tién hanh nudi cdy trong diéu
kién nhiét do tir 25 dén 30°C sau tir 7 dén 10 ngay. Bao tit san sinh dwgc thu nhén va
phén tan trong nudc mudi sinh 1y dén mat d6 khoang 10® bao tir/ml thu dugc hdn hop
bao tr ndm.

Dé thu ché phim nidm cong sinh ré cay dinh lang, tién hanh cdy hdn hop bao tir
ném theo ty 16 tir 2 dén 5% khéi luong vao bich mdi trudng gia thé ran. Gid thé ran dugc
st dung theo sang ché dé nudi cy ching ndm Trichoderma konilangbra PL3 bao gdm
hdn hop thoc va bt ngd da duge hip chin va dé ngudi véi ty 18 thoe/bot ngd 1a 2/1 (theo
khéi lugng). Sau do chuyén bich méi truong nay vao nudi cdy trong diéu kién tdi, nhiét
do tir 28 dén 35°C. Duy tri didu kién nuéi cdy trong diéu kién do 4m gia the duy tri i
40 dén 60%. Thoi gian nudi ciy duoc thuc hién trong khodng tr 7 dén 14 ngay dé nim
phat trién hé soi va tao bao tir. Sau khi sdy kho & nhiét do khoang 45°C dén do 4m

khoang 15%, nghién nhé, thu dugc ché phim nim cong sinh ré dinh ldng dang bot.
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Giai phap httu ich cling d& cap dén ché phdm nim cong sinh ré cay dinh lang thu
duoc tir quy trinh theo giai phap hitu ich, trong do ché phim nay & dang bot dd Am
khoéng 15% bao gdm gid thé thoc/bdt ngd ty 18 2/1 (theo khéi lugng) chira bo tir clia
chung ndm Trichoderma konilangbra DL3 dat it nhit 108 CFU/g va c¢6 kha nang phat
trién cong sinh vé6i ré cay dinh lang dé phan giai phospho kho tan 1én téi 390,79 ppp va
tdng hop IAA 1én t6i 33,34 ppm.

Vi du thwe hién gidi phap hitu ich
Vidu 1. Phin lap ném cong sinh tir ré cdy dinh ling

Miu ré va dit xung quanh ré cdy dinh ling dugc thu thap tir huyén Hai Hau, Nam
Dinh va huyén Sapa, Lao Cai. Cac mau duoc thu thép tai cac dd sau khéc nhau tir mat
dAt dén do sau 20 cm. Cac mau déit va ré nay duoc cho vao tai nilon sach, bao quan ¢
4°C chuyén vé phong thi nghiém dé phan 14p.

Déi v6i miu r8, rira mau dudi voi nude chay trong 5 phut. Khi bé mat mau da rao
nude, ngdm mau trong ¢dn 70°C trong 1 phit. Pé miu kho trong ti ciy vo tring. Dung
dung cu v tring cat mau ré thanh nhiing doan nhé dai tir 5 dén 10mm, dit cac doan ré
1én dia petri co mdi truong phan 1ap (moi trudong MMN: glucoza 10 g/l; (NHs),HPO4
0,25 g/l; MgS04.7H20 0,0732 g/l; KH2PO4 0,5 ¢/, CaCl, 0,0662 g/1; NaCl 0,025 g/l;
FeCl;.6H,O 0,02 g/1, sau khi khtr trung bd sung khang sinh streptomycin, ampicilin,
tetracyclin hodc cloramphenicol), sau do chuyén vao ti 4m 30°C trong thoi gian tir 48
dén 72 gio.

Déi véi mau dat, 14y mot lugng dat nho dua vao dng nghiém chira 9ml nudc cat
da vo trung, lac déu, dung pipet hut dich ndi vao dia petri ¢6 mdi truong phan 1ap (moi
truong MMN, nhu trén), sau d6 chuyén vao ti 4m 30°C trong thoi gian tir 48 dén 72
gio.

Chon cac soi niAm moc ra tir md 1& cAy trén cac dia phén lap, céy ria trén moi truong
MMN dé tinh sach ching. Lua chon cac ching sach dé cdy trén moi truong thach
nghiéng MMN hodc moi truong PDA dé luu giit trong mdi trudng thach nghiéng cao
malt 2% & nhiét do tir 25 dén 27°C, kiém tra hoat tinh phosphataza va chon loc theo hoat
tinh mong mudn.

Chon loc céc chung c6 hoat tinh enzym phosphataza theo nguyén ly khuéch tan

trén thach bang phuong phap duc 16 thach trén moi trudng Pikovkaya (cao ndm men 5
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g/l, dextroza 10 g/l, Cas(POs)2 5 g/l, (NH4)2SO4 0,5 g/l, KC1 0,2 g/l, MgSO4 0,1 g/l
MnSO4 0,0001 g/l, FeSO4 0,0001 g/1, agar 20 g/l, pH=6). Dich nudi cdy (chira enzym
tho) duoc dua vao cic 16 thach chira Caz(PO4)2 phuong phap duc 15 thach, chon loc
nhiing chung c6 duong kinh vong phén giai lon nhit.

Chon loc cac chung c6 kha ning phan giai phospho kho tan (P205) bing phuong
phap dinh lugng phospho hoa tan trong dich nudi cdy theo TCVN 8565:2010. Céc chung
vi sinh vét duoc nudi ciy lic trong moi trudng Pikovskaya trong 7 -10 ngay. Dich nuoi
chy dugc ly tim 6000 vong/phut trong 20 phut, gan 1y phan nuoc trong; Ham luong
phospho trong dung dich chiét duogc xac dinh bang phuong phép tric quang sau khi da
phan giai gbc xitrat. Do mau xanh molipden do phéan ng cia phospho v6i molypdat tao
thanh phtrc da di vong c6 mau xanh khi bi khu, tir do suy ra ham Iugng phospho hoa tan
trong mau. Chon loc céc ching c6 kha nang tich iy phospho hoa tan 16n nhét.

Chon loc cac ching c6 kha ning tébng hop IAA khi nudi cdy & 30°C trong moi
truong PDA 16ng bd sung tryptophan ndéng do 2 g/l, chon loc céc chung c6 kha nang
tdng hop IAA 16n nhét.

Két qua chon loc tir mdu ré thu dugc 06¢hung Gmg vién, tir mau dét thu duoc 05
chung tng vién. Thu dugc chung nim c6 hoat tinh enzym phosphataza v6i duong kinh
vong phén giai trén mi truong Cas3(POas)2 1én t6i 12 mm va tich iy P20s hoa tan dat toi
390,79 ppp sau tu 7 dén 10 ngay nuoi ciy va c6 kha ndng tong hop IAA khi nudi cly &
30°C trong moi truong PDA long bd sung tryptophan ndéng do 2 g/l 1én t6i 33,34 ppm.
Chung phén 14p nay dugc ky hiéu la DL3.

Chung PL3 sau khi phén 1ap, lam sach dugc nudi trén moi truong khoai tay cho
thdy day la ching nim c6 khudn lac mau tring, bong, khong tiét sic td ra moi trudong.
Khuén lac trén mdi truong Czapek dat c6 mau luc nhat mgt trai va moi trudong xung
quanh mau vang luc. Thé binh khong thanh cum, khong map, hoi thét day. Bao tir co
hinh elip, kich thudc khoang 3-7,5x3-3,5 um. Gid bao tir c6 cudng sinh bao tir tran va
cdc nhanh dai, khong day. Két qua phan 1ap va xac dinh hinh thai nhu dugc thé hién trén
Hinh 1.

Vi du 2. Dinh danh va phain logi ching ndm DPL3 phan lgp

Pé x4c dinh chinh x4c ching nim phan 18p duoc, tién hanh chiét tich ADN téng

) béng cach léy hé soi nam mdc, tron trong 0,5 ml dém (Tris-HCI, EDTA, NacCl, SDS).
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U & nhiét do phong trong 10 phut, siéu am 50% nang luong 1 phut, nghi 1 pht. B6 sung
proteaza K 20 pg/ml, 0 ¢ nhiét do 37°C trong 1 gir. B6 sung 0,15 ml CH;COOK. Ly
tam 10000 x g, thu dich trong, két tia ADN bang isopropanol ti 1& 1:1. Sau khi Iy tam &
13000 x g trong 10 phut ¢ 4°C thu tia va rira tia bang EtOH 70%. Sau khi lam kho, tai
hoa tan trong 50 ul H,O PCR. Béo quan ADN ¢ -20°C dé lam khuén PCR.

Pé khuéch dai gen ma hoa 168 rADN, sit dung cdp moi dac hiéu: ITS1/ITS4, v6i
trinh tu sau

ITS1: 5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3' SEQID NO.2

ITS4: 5° TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’ SEQID NO.3

Tién hanh PCR véi thanh phin bao gdm 5 mM dNTP: 1,5 pl; 10X dém Tagq: 2,5
pl; 5 uM ITS1: 1; 5 uM ITS4: 1; ADN khuoén:1; Taq ADN pol: 0,3 ul; HoO: 17,5 pl.
Téng thé tich phan Gmg: 25 pl. Chu trinh nhiét: (1) 95°C: 5 phut; (2) 95°C: 45 gidy; (3)
59°C: 1 phut; (4) 72°C: 4-5 phut, 1ap lai tir budc 2 dén 4: 35 chu ky; (5) 72°C: 5 phut.

Két qua giai trinh ty dugc déh gia bang thuat todn Clustal W ctia phin mém
MEGA-X. Cdy pha hé dugc xay dung sir dung thuét todn Maximum Likelihood cua
phan mém MEGA-X véi model Kimura 2-parameter va gid tri boostrap la 1000. Cac
nhanh c6 gia tri hd trg < 50% s& khong duoc hién thi trén cdy pha hé.

Két qua giai trinh tw doan gen ITS clia ching ndm soi DL3 néu trong SEQ ID NO.1
¢6 kich thude 579 nucleotit. Két qua so sanh trinh tw gen v6i co s¢ dit li¢u cua GenBank
théng quan giao dién tim kiém BLAST nucleotit-nucleotit dat tai National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, Hoa Ky:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi, cho thay ching nam sgi PL3 phan 1ap dugc
trong dong véi cdc ching ndm thudc chi Trichoderma (Hinh 2). Cay pha hé cua ching
DPL3 v6i cac chung ndm c6 do tuong ddng cao trén ngan hang gen NCBI cho thiy ching
PL3 nim trong nhdnh véi cac chung thudc chi Trichoderma.

Nhu vay, dua vao céc dac diém hinh thai va két qua giai trinh ty gen ITS cua chiing
ndm soi PL3, co thé xac dinh duoc chung ndm DL3 phan 18p duoc thudc loai
Trichoderma konilangbra. Ching nay dugc dinh danh 1a Trichoderma konilangbra
bL3.

Vi du 3. Ddnh gid kha ndng phdt trién trén moi truong long
Dé danh gia kha ndng phat trién cta chung nim Trichoderma konilangbra DL3

trong moi trudng 16ng khac nhau. Tién hanh nudi cdy trén moi trudng long khac nhau
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bao gém moi trudng PDA (khoai tay 200 g/1; pepton 5 g/l; glucoza 20 g/l; pH 6,5-7,0),
Hansen (cao thit 10 g/I; glucoza 20 g/l; KoHPO4 2 g/l MgSO;4 2 g/l; pH=6), Gause 1
(tinh bot tan 10 g/1; KaHPO4 0,5 g/1; MgS04.7H20 0,5 g/I; KNOs 0,5 g/1; NaCl 0,5 g/l;
FeSO4 0,01 g/l; pH=6), Gause 2 (cao thit 3 g/l; pepton 5 g/l; glucoza 10 g/l, pH=6) va
Malt 2%.

Chung duogc cdy va nudi trén cac moi truong 1ong voi ty 1€ gidng 2%, & nhiét do
phong (25 - 30°C). Sau 5 ngay nudi cdy tién hanh xac dinh lugng sinh khéi ciia cac cac
chiing ndm sinh ra trén tng moi trudng. Két qua duoc thé hién trén Hinh 3.

Trén moi truong long ching ndm 7. konilangbra DL3 phat trién tao thanh cac pelet
dang cau tron, khong déng nhét, mau ndu dam. Trén moi truong Gause 1, Gause 2, Malt
2% chung T. konilangbra DL3 khong sinh sdc tb, tuy nhién khi nudi cly trén mdi trudng
Hansen chung 7. konilangbra DL3 c6 sinh sic td mau nau dam, trén moi truong PDA
hinh thanh séc t6 mau nau cam.

Thong qua cic két qua nghién ctru nhan thdy, chung ndm 7. konilangbra PL3 sinh
trudng kha cham trén hau hét cac mdi truong khéo sat, luong sinh khéi uét sinh ra trén
mdi trudng dat 6 — 56,13 g/L. Trén moi truong Gause 2 chung T konilangbra DL3 phat
tridn kha kém, luong sinh khéi thu dugc dat 6 g/L. C6 thé thdy. Trén méi truong PDA,
ham luong sinh khéi w6t thu duge tir ching T. konilangbra PL3 16n nhat, dat 56,13
(g/L) gdp5-9 14n so vé&i cac mdi trudng khéc trong nghién ctru. pH trén cdc moi truong
nudi cdy dao dong tir 4 — 6, day la pH thich hop cho sy phat trién cta ching nim. C6
thé thdy, PDA 1a mdi truong tdi wu nhét cho su sinh trudng cia chung ndm T
konilangbra DL3.

Vi du 4. Ddnh gid anh hwéng ciia nhiét dp dén kha ning phdt trién

Pé khao sat dé tim ra yéu t6 nhiét do anh hudng dén kha ning phét trién ctia chiing
nam Trichoderma konilangbra PL3 trén moi trudong tdi wru PDA, nhiét d khéao sat trong
khoang tir 15 dén 45°C véi bude nhay 5°C. Diéu kién nuodi cay nhw néu trong Vi du 3
v6i nhiét do nudi cdy thay dbi theo cong thirc thir nghiém.

Két qua dugc thé hién trén Hinh 4 cho thy, ching nam Trichoderma konilangbra
DL3 phét trién tao thanh cac pelet 16n c6 dang cAu tron mau tring nga dong nhét, kich
thude 4 - 5 mm. Ching sinh sic td nau dam khi nudi cdy trén mdi truong long.

Thong qua két qua thu dugc thdy rang ndm T konilangbra PL3 c6 kha ndng sinh
trudng trong khoang nhiét tir 25 — 45°C lugng sinh khdi dat dugc 30,9 —118,2 g/L. Ném
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T. konilangbra DL3 phét trién tét nhét trong khoang nhiét 20 — 25°C, v6i ham luong
sinh khéi wot dat 87,6 — 118,3 g/L, ngoai khoang nhi€t nay kha nang sinh trudng cua
ching gidm 2 -3 lan. Po pH mdi truong sau nudi ciy ching T. konilangbra DL3 déu so
véi pH ban dau (pH 6) va chuyén v& ving axit (3,5-4,0). Khodng nhiét do 20 —25°C
duoc lua chon lam nhiét do thich hop cho qué trinh sinh truéng cua ching T.
konilangbra DL3.

Vi du 5. Ddnh gid anh hudng cia pH dén khd néng phdt trién

Dé khao sat dé tim ra yéu t6 pH anh hudng dén kha nang phat trién ctia ching nim
Trichoderma konilangbra PL3 trén moi truong tdi wu PDA, nhiét do 25°C, pH dugc
khao st trong khoang tir 3 dén 10 v6i budc nhay 1a 1. Dieu kién nudi cdy nhu néu trong
Vi du 3.

Két qua dugc thé hién trén Hinh 5 cho thay ching Trichoderma konilangbra BL3
hinh thanh céac pellet c6 dang cAu tron nho min mau ndu. Ching sinh shc t& & hiu hét
cac pH cuia moi truong.

NAm Trichoderma konilangbra DL3 cho thdy c6 c6 kha ning sinh truéng trong
khoang pH 3 -9, luong sinh khdi w6t dat khoang 31,8 — 147,8 g/L. Tuy nhién, khoang
pH thich hop nhat cho su pht trién cia nim T konilangbra DL3 la tir 4 dén 8, v6i ham
lugng sinh khéi uét dat trén 119,80 g/L. Trong qua trinh Ién men pH moi truong ¢6 xu
huéng giam manh, dao dong tir 4-5. Nam 7. konilangbra DL3 phat trién thich hop nhét
khi nudi cdy trén moéi trudong PDA véi khoang pH rong 4 -8.

Vi du 6. Ddnh gid inh huwdng ciia thoi gian dén khd ning phdt trién

Dé dat duoc ham luong sinh khéi tt nht thi viée x4c dinh thoi diém thu hoi trong
qua trinh [én men la rat quan trong. Tién hanh nudi ciy chung Trichoderma konilangbra
PL3 trén moi trudng va cac diéu kién t6i vu duge xé4c dinh & cac Vi du trén. Sau cac
thoi didm 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192 gid nudi cdy, tién hanh 1iy mAu, kiém tra
dénh gia ham lugng sinh khéi tao thanh va pH cubi. Két qua duge thé hién trén Hinh 6.

Két qua thir nghiém cho thdy chung Trichoderma konilangbra DL3 bét dau sinh
trudng tot sau 72 gio 1én men, lugng sinh khéi w6t sinh ra tai thoi diém nay dat 56,4 g/L.
Sinh truéng cua ching ndm 7. konilangbra DL3 dat cuc dai khi ¢ thoi diém tir 120 dén
144 gi0, luong sinh khéi w6t sinh ra dat trén tir 127 dén 131,2 g/L. Sau 144 gio 1én men
ndm 7. konilangbra PL3 bat dAu dung phat trién, luong sinh khéi sinh ra xu huéng

giam.
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Khi tién hanh x4c dinh pH sau khi thu hdi nhan thiy, & hau hét tat ca cac thoi diém
1én men pH moi truong déu giam so v¢i ban d4u va dao dong ¢ pH 5. Do d6 mdi trudng
t6i wu nhat cta chung T. konilangbra DL3 thuong hoi axit.

Vi du 7. Pdnh gid cdc yéu t6 anh hwdng dén kha ning sinh tong hop IAA

Chung nidm nghién cttu Trichoderma konilangbra DL3 duoc danh gia kha nang
sinh tong hop TAA trén mot sb diéu kién vé moi truong, nhiét do, pH khac nhau. Sau 5
ngay nudi chy kiém tra ham lugng IAA duoc tong hop. Két qua dugc chira & cic bang
va cac hinh dudi.

Két qua thé hién trén Hinh 7 cho thdy hau hét cac méi truong st dung trong thir
nghiém déu ¢6 kha nang sinh IAA. Ham lugng TAA sinh ra cao nhét trén moi truong
Hansen dat 21,13 ppm. Ngoai ra, khi nudi cdy trén moi truong PDAn ham lugng IAA
sinh ra cling kha cao dat 12,47 ppm.

Két qué thu dugc trén Hinh 8 cho théy nhiét do cling anh hudng lon dén kha nang
sinh tong hop IAA cua cac chung ndm lua chon. Khi nudi cdy & cac muc nhiét khac
nhau cac ching ndm Trichoderma konilangbra DL3 déu c6 kha ning sinh TAA, tuy
nhién, nhiét do thich hgp cho su sinh tbng hop IAA ctia chung Trichoderma konilangbra
DL3 13 35°C dat 22,75 ppm. Nhu vy, nhiét d t6i wu ddi véi su sinh tong hop TAA thich
hop nhat dbi v6i ching Trichoderma konilangbra PL3 1a 35°C.

Két qua nghién ctu vé pH dén kha ning sinh tong hop IAA ching nam
Trichoderma konilangbra DL3 thé hién trén Hinh 9. Két qua cho thiy khoang pH thich
hop cho su sinh tbng hop IAA cta chung Trichoderma konilangbra DL3 la 7 dat té1
25,9 ppm.

Anh huéng cia thoi gian dén su sinh tong hop IAA duoc thé hign trén Hinh 10.
Trong d6 cho thay thoi gian tdi wu cho lugng IAA cao khi dat tir 120 dén 168 gid nudi
cdy, va dat tir 26,31 dén 23,15 ppm, tuong ng.

Vidu8. San xudt ché ph(‘;m nim cong sinh ré cdy dinh ling
+ Danh gia kha nang phat trién ctia ndm trén gia thé mang

Chung Trichoderma konilangbra DL3 dugc nudi cdy trén gia thé khac nhau bao
gdm théc:ngd va gao:ngd dé tim ra gia thé 5t nhat cho san xuét ché pham ndm cong
sinh ré cdy dinh ling va quan sat kha nang phat trién cia hé soi theo thoi gian. Qua trinh

phat trién ctia ching ndm dugc mo ta va the hién & Bang 1.
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Bang 1: Hinh théi hé soi nam Trichoderma konilangbra PL3 trén gia thé mang

Hé soi nAm phat tr1en binh thuong, hinh thanh cac céc he
1:1 | soi mau tring bong x6p ban sat gia thé. Sau 7 ngay nudi céy,
hinh thanh bao tu dang bdt, c6 xanh.

Heé soi nim phat trién tot, hinh thanh cac cac hé 501 mau
2:1 | tring bong x6p bam sat gia thé. Sau 6 ngay nudi cdy, hinh
thanh bao tir dang bot, c6 xanh.

Hé soi nam phat trlen binh thuong, hinh thanh cac cac he
3:1 | soi mau tring bong xbp béan sét gia thé. Sau 7 ngay nudi chy,
hinh thanh bao tu dang bot, co xanh.

Hé soi nam phat trlen binh thuong, hinh thanh cac cac he
4:1 | soimau tring bong x6p béan sét gia thé. Sau 7 ngay nudi chy,
hinh thanh bao tir dang bdt, cé xanh.

Heé soi nAm phat trién kém, hinh thanh cac cac hé scn mau
1:1 trang bong xdp bam sat gia thé. Sau 7 ngy nudi cdy, méi
bét dau hmh thanh bao tr dang bdt, c6 xanh.

Heé sgi nam phat trién kém, hinh thanh cac cac hé 501 mau
trang bong xdp bam sat gia thé. Sau 7 ngay nudi ciy, méi
bét dau hinh thanh bao tir dang bot, mau xanh dam. Sau 10
Gao : ngd ngay, bao t& nAm mai hinh thanh rd rét.

Hé soi ndm phat trlen binh thudng, hinh thanh céc céac he
3:1 | soi mau tring bong x6p ban sat gia thé. Sau 7 ngay nudi chy,
hinh thanh bao tu dang bot, mau xanh dam.

Heé soi nam phat tr1en binh thuong, hinh thanh cac céac he
4:1 | soimau tring bong xbp ban sat gia thé. Sau 7 ngay nudi cly,
hinh thanh bao tr dang bot, mau xanh dam.

Két qua cho thay chung nam Trichoderma konilangbra PL3 c6 kha nang sur dung

Thoc : ngd

2:1

cac ngudn co chat théc, gao va bot ngd lam ngudn dinh dudng dé phat trién. Trén céc
gia thé, chung T konilangbra DL3 phat trién tao thanh cac cac hé sgi mau tring bong
xép bam sat gia thé va hinh thanh bao tt dang bot, c6 xanh. Gia thé kha chit do co su
dan xen va lién két cua soi ndm.
+ Danh gia ty 1€ phéi tron co chét, gia thé thich hop dé san xuét ndm cdng sinh vung ré
Dé danh gia ty 1€ phdi tron t&i wu, tién hanh nudi ciy ching ndm Trichoderma
konilangbra DL3 trén cac gia thé mang véi ty 1& phbi tron co chit khac nhau nham lya
chon gi4 thé mang t6t nhat. Két qua dugc thé hién trén Bang 2 va Hinh 11.

Bang 2. Mat do chung nim Trichoderma konilangbra DL3 trén céc gia thé khac nhau

Gia thé Ty 1¢ phdi tron | Tdc do phat trién | Mét do (CFU/g)
1:1 ++ 2,53.108
Thoéc : ngd
2:1 S 3,67.10°
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3:1 ++ 2,55.108

4:1 ++ 2,50.108

1:1 + 5.107

2:1 + 1,6.108
Gao : ngd

3:1 ++ 1,36.107

4:1 ++ 2,67.107

Ghi chil: (+) phdt trién kém, (++) phdt trién tot, (+++) phdt trién rdt tot

Trén céc gia thé, chung T. konilangbra DL3 phat trién tao thanh cac cac hé soi
mau tring bong x6p bam sat gia thé va hinh thanh bao tir dang bot, ¢6 xanh. Gid thé kha
chit do ¢ su dan xen va lién két ca soi nam.

Két qua trén Bang 2 va Hinh 11 cho thay ty 1& phdi tron co chit c6 anh huong dén
khé ndng phat trién cling nhu mét nim trén gid thé ctia nAm T, konilangbra PL3. Sau 10
ngdy nudi cay, hiu hét cac gia thé mang déu c6 mat do dat trén 107 — 108 CFU/g. Co
chét thoc va bot ngd cho kha nang tao mat do nam tét hon so véi céc gia thé 1am tur gao
va ngd v4i mat do nim dat trén 108 CFU/g. Thdc: ngo voi ty 1€ phéi tron 2:1 dugc xem
Ia gi4 thé thich hop nhat cho lya chon tao ché pham, mét o nam dat 3,67x10® CFU/g va
téc do phat trién ctia nam 7. konilangbra DL3 cling kha nhanh.
+ Danh gia ty 1€ gidng cAp trong san xuét ché pham nidm cong sinh

Pé danh gia ty 1é cAp gidng trong nudi cdy, tién hanh thir nghiém véi cdc ty 1€ b
sung giéng vao gid thé khac nhau. Két qua néu trén Bang 3 va Hinh 12.

Bang 3. Mat do ching ndm Trichoderma konilangbra DL3 trén gia thé ¢6 ty 18 bd

sung giéng khac nhau sau 7 ngay

Tdc dd phét

Chung nam Ty 1¢ gidng (%) ridn Mat do

1 +++ 2,24.108

2 -+ 3,17.108

T richodern;)angonilangbra 3 A 3.51.10%
4 4+ 2,26.108

5 i 2,22.108

Ghi chili (+) phdt trién kém, (++) phdt trién tot, (+++) phdt trién rdt tot

Tir két qué trong Bang 3 va Hinh 12 cho thy, nam T. konilangbra DL3 phat trién

kha tét trén moi truong gia thé, tao hé soi va bao tr mau xanh, bong x0p va an lan tot.
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Mat dé ching ném trén cc thi nghiém dat trén 10° CFU/g. O ty 18 gibng tir 2 dén 3%
gidng thic day qua sinh trudng cta nAm trén co chit manh mé&, khéa nang lan soi nim t6t
va mat do nam trén gia thé cao dat 3,51.10° CFU/g. V6i muc su dung ty 1€ gidng 1%,
cho mat do ndm trén gia thé kha cao dat 2,24x10° CFU/g. C6 thé thay, mat d9 nim hinh
thanh trén gia thé c6 murc ding gidng 1% va 3% khong ¢6 su khac biét nhiéu. Tuy nhién,
dé phu hop véi yéu cAu san xuét, ty 1& bd sung gidng 1% dugc xem la mirc dung phu
hgp cho nhan nudi tao ché phim ching T. konilangbra DL3.
+ Péanh gia d6 4m thich hop @& san xuat ché pham nim cong sinh vang ré

Chung ndm Trichoderma konilangbra DL3 dugc thuc hién danh gia anh hudng
cia do Am dén kha nang sinh truéng ctia ching thong qua viéc thay d6i luonng nude
vao co chit. Cac mirc @6 4m trén co chét dugc nghién ctru 40%, 50%, 60%, 70% va
80%. Sau 10 ngay bd sung 1% gidng va nuéi & diéu kién thiéu sang, cdc mau s& dugc
thu hdi, danh gia kha nang sinh truong va mat do nAm hinh thanh trén gia thé. Két qua
duoc thé hién trén Bang 4 va Hinh 13.

Bang 4. Mat do chung nam Trichoderma konilangbra DL3 trén gia thd v6i cac do 4m

khéc nhau

Ching nm Zﬁ Tée do Mat do
8 . phat trién (CFU/g)

(%)
40 +++ 4,30.108
50 +++ 4,86.108
Trichoderma konilangbra .

DPL3 60 +++ 4,94.10

70 +++ 4,40.108
80 ++ 1,45.108

Ghi chii: (+) phdt trién kém, (++) phdt trién (61, (+++) phdt trién rdt 6t

Két qua trén Bang 4 va Hinh 13 cho thdy ném T. konilangbra DL3 phat trién trén
mdi trudng gia thé c6 do 4m 40 — 80%, tao hé soi va bao t&r mau xanh, bong xbp, n lan
tbt, tuy nhién, do 4m thich hop nhét cho sinh truéng cua nam khoang 40 — 70%. 0 do
4m 80% chung N3 phat trién chdm hon so véi cac muc do Am khéac, mat do ndm dat
1,45x10° CFU/g. Mat do ndm T. konilangbra PL3 cao nhét khi nudi trén co chét ¢6 o
Am 60%, dat 4,94x108 CFU/g. Tt két qua thu dugc, o 4m gia thé phu hop cho nhan
nubi ndm 14 50 — 60 % lam didu kién thich hop cho nhan nuéi tao ché pham ching T.

konilangbra DL3.
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+ Pénh gia kha ning phat trién hé soi trén gid the theo thoi gian
Dé danh gia kha nang phat trién cia ndm trén céc bich gi4 thé khac nhau, tién hanh
dénh gi4 toc do phat trién cta ching ndm trén céc bich gia thé v6i thoi gian khac nhau
& cée thoi didm nuoi cdy khéc nhau. Két qua thé hién trén Bang 5.
Bang 5. Mat d6 chung ndm T. konilangbra DL3 trén cac gid thé & cac thoi diém S, 7,

10 va 14 ngay

Thoi gian (ngdy) | Tdc do phat trién Mait do
5 ++ 5,68.107
7 e 1,81.10°8
10 A+ 4,45.108
14 4+ 4,46.10%

Ghi chii: (+) phdt trién kém, (++) phdt trién t0t, (+++) phdt trién rat tot

Chung ndm T. konilangbra DL3 phat trién trén co chit mang hinh thanh céac hé sgi
nAm c6 mau tring sau 5 ngay nudi cdy, hé s¢i c6 xu hudng két chit tao thanh khéi ran
chic, mat do nim trén gia thé dat 5,68x107 CFU/g. Sau 7 ngay nudi cdy, hé soi nim an
lan gﬁn kin co tai co chit va bit diu hinh thanh bao tr ¢6 mau xanh, méat do niAm dat
1,81x108 CFU/g. M4t do ndm khi tién hanh thu mau & 10 ngay, dat 4,45x10°CFU/g. 0
thoi diém nay, ndm T. konilangbra DL3 trén gia thé da hinh thanh nhicu bao tir mau
xanh, min. Sau 14 ngdy nudi ciy, mat do nim dat 4,46x10°CFU/g. C6 the thay, thoi
diém thich hop nhat cho nhu nhan ché pham ndm T, konilangbra PL3 1a sau 10 - 14
ngay nuodi cy.
+ Panh gi kha nang phat trién hé soi trén gia thé theo khoi lugng bich nim

Pé tmg dung san xuit ché pham theo quy mé 16n, viéc xdc dinh khdi lwong chat
mang trén bich ché pham 1a yéu cau khong thé thiéu. N6 khong chi giap giam dién tich
trong qua trinh nudi cdy ma con ting hiéu suét thu hdi va dam bao dugc chit lugng ché
pham. Tién hanh danh gia kha nang phat trién cac ching ndm tuyén chon trén gia thé va
trong diéu kién thich hop & cac bich 16n 0,25; 0,5 kg va 1 kg/ bich. Qua trinh thuc hién
nham danh gia kha nang sinh truong trén cac bich, mo ta va kiém tra mat do sau 7 ngay
nudi. Két qua duge thé hién & Hinh 14 va Bang 6.

Trén ngudn co chét théc ngd, nim 7. konilangbra DL3 phat trién trén gia thé hinh
thanh hé sgi mau tréng, bong xép an siu vao gia thé. Sau 7 ngay hé soi nim chuyén

xanh hinh thanh céc bao t bam trén gia thé.
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Ching ndm T. konilangbra PL3 c6 kha nang phat tridn trén hdu hét cic thu
nghiém, tuy nhién kha nang lan soi trén cac bich la khong gidng nhau. Khi nuoi cly trén
gi4 thé 0,25 kg/bich chung phat trién rt tot, két soi chit tao do rin chic cho gid thé
mang. Tuy nhién khi chuyén sang nudi cdy bich 16n 0,5 va 1 kg/bich, kha nang sinh
trudng ctia chung bi gidm manh, chung phat trién kém hé soi nim khong dn sdu vao
trong gia thé tao d6 16ng 1o, thoi gian thu hdi 1au (c6 thé 1én dén 20 -25 ngay) trong khi
nuoi bich nho thoi gian thu hdi ché phém roi vao khoang 7 — 14 ngay nuoi cdy. Ngoai
ra, khi nudi cdy trén tai 16n kha nang tap nhiém cao hon so vai tai 0,25kg. Diéu nay c6
thé thdy, kha nang thong thoang cta tii co trén bich 16n kém hon so vdi céc thi bé, do
do, toc do lan sgi cia nam bi giam nhiéu, kha ning 4n lan sdu vao trong co chét ciing
kém hon din dén gi4 thé mang bi 16ng 1éo va khong ¢6 do két bam. Ngoai ra, voi tbc do
phat trién cham trén cac bich co chat 16n s& 1a co hdi cho cac loai vi sinh vét tap nhiém
phat trién dac biét 1a vi khuin va mot ) chung nim mdc khac.

Tién hanh danh gid mat do cua chung nidm sau 10 ngay nudi chy dbi véi cac tai
ché pham 0,25 kg va 20 ngay ddi véi céc thi ché pham 0,5 va 1 kg/ bich, két qua dugc
thé hién ¢ Bang 6 néu trén. Thong qua céac két qua trén nhén théy, mat dd ching nam T.
konilangbra DL3 trén bich gia thé 0,25 kg cao hon so véi cac bich 0,5 va 1 kg. Mat do
chung 7. konilangbra PL3 trén tii 0,25 kg dat 4.8x108CFU/g, mat do nim cac bich 0,5
va 1 kg dat 14n luot 1,1x10%va 5,2x107 CFU/g.

Bang 6. Mat do ching ném T. konilangbra DL3 trén thé tich tii gia thé c6 thé tich

khac nhau
Gia thé (kg) Téc do phét trién | Mat do (CFU/g)
0,25 b 4.8x108
0,5 ++ 1,1x10%
1 + 5,2x107

Ghi chii: (+) phdt trién kém, (++) phdt trién 161, (+-++) phdt trién rat tot
Thong qua cac két qua thu duge nhom nghién ciru nhan thdy, céc bich c6 khdi
luong 0,25 kg l1a la gia thé mang t6t nhét cho viéc nhan nudi ché pham chiing ndm T.
konilangbra DL3.
+ San xuAt thu san pham hoan thién
Tién hanh tan dong chung gibng nam Trichoderma konilangbra PL3 c6 s6 luu gitt

DL03 tai Truong Dai hoc Kinh té—Ky thuét cong nghiép, 456 Minh Khai, Hai Ba Trung,
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Ha Noi. Tiép do cy vao moi truong PDA thach rén vo tring, nudi cdy & nhiét do 30°C
trong 7 ngay thu ching nAm Trichoderma konilangbra DL3 hoat hoa.

CAy chiing gidng gbc Trichoderma konilangbra DL3 da hoat hoa vao moi truong
thach rén. Tién hanh nuoi cdy trong didu kién nhiét d6 30°C trong 10 ngay. Bao tir dugc
thunh@nvéphﬁnt&nuongnuécrnuéiﬂnhlydénmnétd@khoéng108béot&hnlﬂu1duqc
hén hop bao tir nAm.

Céy h&n hop bao tir nim theo ty 1& 2% khoi lugng vao bich moi truong gid thé ran.
Bich gia thé nay dugc chudn bi truéc bao gom hon hop thoc va bot ngd da duge hép
chin va dé ngudi, trong d6 ty 16 thoc/bdt ngd 1a 2/1 (theo khoi lugng). Sau khi cdy, tién
hanh chuyén bich mdi truong nay vao nudi cdy trong diéu kién toi, nhiét o tir 28 dén
35°C. Duy tri d 4m gi4 thé khoang 60% trong 7 ngay dé ndm phat trién hé soi va tao
bao tir. Sau khi hé sgi phat trién va sinh bao t&, tién hanh sdy kho & nhiét do khoang
45°C dén d6 Am khoang 15%. Hon hop duge nghién nho, thu dugc ché phém ndm cdng
sinh ré dinh ling dang bot.

Hén hop dugc kiém tra ngau nhién bing cach pha lodng kiém tra mat o va kha
nang phan hiy phospho kho tan va khé nang sinh tdng hop theo phuong phap néu trén.
Két qua cho thay bao tir cua chung nidm Trichoderma konilangbra DL3 dat khoang
3x108 CFU/g va c6 kha nang phan giai phospho kho tan 1én t6i 390,79 ppp va téng hop
IAA 1én t6i 33,34 ppm.

Vi du 9. Pdnh gid khi ning phan hiiy phospho va sinh tong hop IAA ciia ché phim

Ddi vai thuc vat, photpho va chét diéu hoa sinh truong [AA la nhiing yéu t6 quan
trong tham gia vao nhidu chu trinh trao ddi chat thiét yéu va thic day su sinh trudéng va
phat trién. Tuy nhién, trong dat trong photpho thudng ton tai & dang kho tan do do,
ching rat kho hép thu néu khong c6 tac dong boi cac yéu t6 bén ngoai. Vi xu hudng
phat trién cay dugc liéu hién nay, viéc ap dung cac loai nAm phan hiy photpho va sinh
tdng hop TAA la rét can thiét.

Trong béo co nay, ngoai viéc danh gia kha néng sinh trudng, nhém nghién ciru
con tién hanh dénh gia kha ning phéan huy photpho va sinh téng hop IAA cua cac chung
nAm trén tai co chat. Két qua duoc thé hién & Bang 7.

Béng7.Khénéngph&lhﬁyphoqﬂu)vashﬁnﬁnghgplﬁuxcﬁachﬁngnénlT
konilangbra DL3 trén thi ché phdm

Gia thé (kg) | Phan giai photpho IAA (ppm)
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0,25 + 18,92
0,5 + 6,97
1 + 7,03

Ghi chii: (+) ¢6 kha ndng phdn hily photpho, () khong co kha nédng phdn hity photpho

Thong qua cac két qua thu nhan dugc co thé thdy, ching T. konilangbra DL3 ¢6
kha ning phén hiy photpho trén hau hét céc bich gia thé véi khéi lwgng khac nhau.
Chung T. konilangbra PL3 ¢6 kha ndng sinh JAA khi nudi cdy trén cac bich gia thé c6
khéi luong khac nhau. Trén tui gia thé 0,25 kg ham luong IAA ctia chung T konilangbra
PL3 sinh ra cao nhét dat 18,92 mg/ml. O cac bich ché pham 0,5 va kg ham lugng IAA
sinh ra thap hon nhiéu so véi tai 0,25 kg. Didu nay c6 thé thiy, tdc do sinh trudng co
anh huéng dén kha nang sinh tong hop IAA. Kha nang sinh truéng cang nhanh thi ham
lugng sinh tong hop IAA cua céc ching nim dién ra cang manh mé.

Vi nhitng két qua thu nhan dugc cho thy bich c6 khdi luong 0,25 kg lam gia thé
t6t nhat cho céc ching ndm.
Vi du 10. Pdnh gid kha ning cgng sinh ciia nim trén ré dinh ling

Ché phdm thu dugc tir Vi du 8 dugc thir nghiém trén vuon trong cdy cay dinh lang.
DAt xung quanh ving ré cdy dinh lang tlr cdc cong thirc dbi chung khong st dung ché
phim nam ré, CT1 st dung ndm ré thuong mai chira cdc chung 7 richoderma sp. va
Bacillus subtilis, CT2 st dung thu dugc tir Vi du 8 chtra 7 richoderma konilangbra DL3.
Dinh ldng sau khi trdng vao bau 5 ngdy s& dugc 14y mau dat quanh ré dé theo dai thoi
gian xuét hién tré lai cta cac ching nam ré.

Bang 8 Thoi gian xuat hién trd lai clia cac ching nam r& tai vung dat tir ré trong cay

dinh lang
Thoi gian xuat hién | pe. 4o CT1 CT2
trd lai ,cﬁa cac &
ching nam (Ng2Y) | peillus subtilis Trichoderma T ijzchoderma
Sp. konilangbra DL3

S - - +
1 O - - —+
15 + + +

Chil thich:  + ngay xudt hién tré lai ciia chung ndm
- chung ndm chwa xudt hién
Tir két qua néu trong Bang 8 cho thay rdng, ching nam ré thudc nghién ctru & cong

thire DC 1a cong thire khong sir dung ché phdm ném thi dén ngay tht 15 sau khi trong
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cdy gibng vao bau ching nim xuét hién tai ving dat quanh ré cay. CT1 la cong thirc st
dung ché pham nAm thwong mai chita cac ching Trichoderma sp. va Trichoderma
konilangbra thi 10 ngay sau khi trdng ciy, 02 ching nAm trén da xuét hién tai ving dat
quanh ré cdy. Cudi cung 1a CT2 st dung ché phédm theo gidi phap hitu ich thi sau 5 ngay
gieo trong dAu tién thi tai ving dat xung quanh ré cdy da xuét hién chung Trichoderma
konilangbra PL3 c6 kha ning sinh téng hop IAA va phén giai phospho kho tan cong
sinh trén ré dinh ling. Sau 10 ngay trdng cay thi 2 ching nAm bt diu xuét hién tai ving
d4t quanh ré cay.

Nhu vay, co thé théy réng viéc st dung ché phém nam ré sé ting kha nang xuét
hién trd lai sém hon cta cdc chung nim ving ré do mat d cac chung nim nay trong dat
duoc b sung qua ché phim cao hon do vay thoi gian hoat hoa xuét hién lai trong ving

dét quanh ré cdy cling nhanh hon so v6i cong thirc dbi chung.
Hiéu qua dat dwoce cia gidi phap hiru ich

Bang cach phan 1ap tuyén chon dugc chung ndm Trichoderma konilangbra PL3
¢6 kha nang sinh tong hgp IAA va phan giai phospho kho tan trén ré cy dinh lang, giai
phap hitu ich cho thay hiéu qué trong viéc phat trién ché phim nam cho phép cong sinh
trén cdy dinh lang gitp can bang hé vi sinh trén thuc dia ting duoc hiu qua su dung
phospho va ting kha nang sinh trudng cua cdy trong.

Chung ndm Trichoderma konilangbra DL3 phan 1ap dugc theo giai phap hitu ich
¢6 tiém ning phat triénn thanh ché phdm nidm cong sinh ré cdy dinh lang c6 kha nang
sinh tong hop IAA kich thich sy phat trién cua cdy trong, ddng thoi c6 khé nang hoa tan
phospho kho tan cho cay trdng hap phu mé ra hudng phét trién bén viing, an toan hiéu
qué trong nong nghiép, giup gop phan phat trién nganh nong nghiép giam phu thudc vao

phén bon hoa hoc.
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YEU CAUBAO HO

1. Ching nam Trichoderma konilangbra DL3 duoc phén 14p, trong d6 chung nim nay
¢6 trinh tu 16S néu trong SEQ ID NO.1 va duoc luu gilt dong sau tai Truong DPai hoc
Kinh té-K§ thuat cong nghiép, 456 Minh Khai, Hai Ba Trung, Ha Noi voi s6 luu gitt
PL03, khéc biét & chd ching nim nay:

- ¢6 kha nang cdng sinh r& cay dinh ling (Polyscias fruticosa L.);

- ¢6 hoat tinh enzym phosphataza v6i duong kinh vong phan giai trén moi trudng
Ca3(PO4)2 1én t61 12 mm khi kiém tra bang phuong phap duc 16 thach;

- ¢6 kha nang phan giai phospho kho tan (P2Os) dat toi ndng dd tich Iy 390,79 ppp sau
dr7dénﬁH)ngéynuﬁicéy;Vé

- ¢6 khé ning tong hop IAA khi nudi cdy & 30°C trong mdi truong PDA léng bd sung
tryptophan ndng do 2 g/ 1én t6i 33,34 ppm.

2. Quy trinh san xut ché phdm nAm cong sinh ré cdy dinh lang, trong d6 quy trinh nay
bao gdm céc budc:

a) hoat héa chung gidng gbc bing cach tan dong ching gidng ndm Trichoderma
konilangbra DL3 c6 sb luu gitt PLO3 tai Truong Pai hoc Kinh t&-K§ thuat cong nghiép,
456 Minh Khai, Hai Ba Trung, Ha Noi, tiép d6 cdy vao moi truong PDA thach v6 trung,
nudi cy & nhiét do tur 25 dén 30°C trong 7 ngay thu dugc chung gidng gbe nim
Trichoderma konilangbra PL3 hoat hda;

b) thu hdn hop bao tir nAm bang cach ciy ching gibng gbc Trichoderma konilangbra
PL3 d3 hoat hda vao mdi truong thach rén, nudi cdy trong diéu kién nhiét do tir 25 dén
30°C sau tir 7 dén 10 ngdy, bao tit dugc thu nhin va phén tan trong nude mubi sinh ly
d&lﬁ@td@khoéng108béot&hnlﬂnlduqchénhqpbaouinén;Vé

¢) thu ché phdm nédm cong sinh ré cy dinh lang bang cach cAy hdn hop bao tir nim theo
ty ¢ tir 2 dén 5% khéi lugng vao bich moi truong gia thé rén bao gdbm hdn hgp thoc va
bot ngd da duoc hap chin va dé ngudi vai ty 1¢ thoc/bdt ngd 1a 2/1 (theo khéi luong),
sau d6 chuyén bich mdi trudng nay vao nudi cdy trong didu kién toi, nhiét do tur 28 dén
350C, d6 Am gid thé duy tri tir 50 dén 60% trong tir 7 dén 14 ngay de nim phat trién hé
soi va tao bao tr, sau khi siy kho & nhiét do khoang 45°C dén do 4m khoang 15%,
nghién nho, thu dugc ché pham ndm cong sinh ré dinh ling dang bot.

3. Ché phdm nim cong sinh ré cdy dinh lang thu dugc tr quy trinh theo diém 2, trong

d6 ché pham nay & dang bot do 4m khoang 15% bao gbm gid thé thoc/bot ngd ty 18 2/1
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(theo khdi luong) chira bao tir clia ching nam Trichoderma konilangbra PL3 dat it nhét
10% CFU/g va c6 kha nang phat trién cong sinh voi ré cay dinh lang dé phan giai phospho
kho tan 1én t&i 390,79 ppp va tong hop IAA 1én t6i 33,34 ppm.
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1/7

HINH 1

HINH 2

ey

- Trichockrma hongreg AF 3952341
3
Hipooreajecorin AFS 104571

Trichoderma saturnisporisn AF395246.1
83 467

| = Trichoderma longibrachintion AT385240.1

Trichodbrma pseuwbioningii AT400740.1

Trichodkrma koniiogbra AF3S3238 1

%l pLs

L Trichodermacitrinovivide AF355228 1

Trichodsrma favgfiocun AF355232.1

T

Hypocrealuea ABI2T3841

p—

Trizhodemaviide AV291123.1

s Ty fcipclorin Soniigt ATS

et

§773.1

Fusar i werismoides BEIUB60038.1
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HINH 3

70

60

50

| Hansen  Gausel  Gause2  Malt2%
©Sinh khéi(gL)  56.13 8.53 12.4 6 9.73

MGoi trwong, DL3
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5 o0 T 25 0 T 35 ‘40 45
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HINH 5

1660

140

120

100

80

60

===
i

7 8 9 10
147.8 133.6 318 7.8

3
‘©Sinh khéi (g/L) 674 1198 139

HINH 6

160
140
120
100
80
60
40
20
0

|
| ]
72 96 120 144 168 192
= Sinh khoi (g/L) 12 35 56.4 ‘ 89.2 127 131.2 101.4 80.8

Thai gian (gic), PL3
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4/7
HINH 7
25 5
Chung DL3
20
15
10
5
0 & . = B
PDA Hansygnrm Gausel_ : Gausez Malt 2%
“1AA (ppm) 12.47 2113 49 7.56 729
Mboi trudong
HINH 8
25
20
15
10
5
0

' 0 s 3 3 40
CIAA (ppm) 1001 1179 995 1863 2275 1351 1403

Nhiét d¢, oC, PL3

-30-




3709
5/7

HINH 9

30

20
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i

0 :
3 4 S 6 7 8 9

CIAAQpm) 35 552 941 241 289 155 7

pH, DL3

HINH 10

30

25

20
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10

5

24 48 72 96 120 144 i68 192

“IAA(ppm) 1.76 2.08 822 1558 2631 2577 2315 19.77
Thai gian (gio), PL3
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HINH 11

HINH 12
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DANH MUC TRINH TU

<110> Trudong Pai hoc Kinh té-K§ thudt céng nghiép
<120> CHUNG NAM TRICHODERMA KONILANGBRA DL3 PUQC PHAN LAP, QUY TRINH SAN
XUAT VA CHE PHAM NAM CONG SINH RE CAY DPINH LANG THU DBUQC TU QUY TRINH NAY

<130>
<160> 3
<170>

<210> 1
<211> 1397
<212> ADN
<213>
<220>
<223> 16S
<220>
<400> 1
CACAGGGATT
CCCTCGGGTC
CTGGAACGGG
AGCTCCTTCG
CTAAAGCTAA
AGCACCTTGA
CAGACTTGGG
CAGCATCAGT
TAGCCCGTTG
GTAATGGTCA

<210> 2
<211> 19
<212> ADN
<213> boan
<220>
<223> Nhén

<220>
<400> 2

GCCCCAGTAC
CGAGTTGTAA
ACGCCACAGA
ACGAGTCGAG
ATATTGGCCA
AAAGAGGGTT
CGCGGCGGAT
TCGTCGCGGG
CACAATACCC
CCAGCGACCC

moi

tao

TCCGTAGGTGAACCTGCGG

<210> 3
<211> 20
<212> ADN
<213> boan
<220>
<223> Nhéan

<220>
<400> 3

méi

tao

TCCTCCGCTTATTGATATGC

Trichoderma konilangbra DL3

GGCGTAGAGA
TTTGTAGAGG
GGGTGAGAGC
TAGTTTGGGA
GAGACCGATA
AAATAGTACG
CATCCGGGGT
GGAAAAAGGC
TGCGGTGGAC
GTCTGGAAAA

AGCGGCAACA
ATGCTTTTGG
CCCGTCTGGC
ATGCTGCTCA
GCGCACAAGT
TGAAATTGTT
TCTCCCCGGT
TTCGGGAACG
TGAGGACCGC
CACGGACCA

GCTCAAATTT
CAAGGCGCCG
TGGCCGCCGA
AAATGGGAGG
AGAGTGATCG
GAAAGGGAAG
GCACTTCGCC
TGGCTCCCCT
GCATCTGCAA

GAAATCCGGC
CCCGAGTTCC
GCCTCTGTAA
TATATGTCTT
AAAGATGAAA
CGCTTGTGAC
GCGTCCAGGC
GGGAGTGTTA
GGATGCTGGC

60
120
180
240
300
360
420
480
540
579





