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(21) 1-2020-04952

(57) Sang ché dé cap dén phuong phap lam giam tinh trang nhidm nam & cay tréng
bang céch sir dung cho hat gidng, hodc cho dat trong cay, ché pham chira nguon
protein duoc cay voi luong tir 5x107 cfu dén 5x10° cfu chang Bacillus

amyloliquefaciens cho m&i gam ngudn protein nay.

Tac dung cua moi trudmg 1én men TSB tir cac chuang vi khudn
khac nhau doi1 vai sy nay mam bao tir vo tinh Fusarium
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Déi chimg (-) chua duge xir 1y vii chimg vi khudn hode mai rrémg nay mim bit ki
D chimg (+) duge xir 1§ bing mai truimg nay mém

Céc trimg hop it 15 véi ching D duyre xir 19 vii canh thang vi khuin vi mi
trrimg ndy méim cia bao tr v tinh

Céc ot duge danh diu * 14 giam cd v nghia thong ké so vdi ddi chimg (+) & p nho
hon hofic biing 0,05

FIG. 1
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Linh vuc ky thuit dwoc dé cap
Séang ché dé cap dén phuong phép va ché phdm dé 1am giam hoic loai bo tinh
trang nhiém nim cua cdy trong dang phét tridn va/hoic da thu hoach bang cach st dung

vi khuén khong gy bénh.

Tinh trang k¥ thut ctia sang ché

Cac thanh vién cta loai Bacillus da dugc béo céo 12 hitu ich dé phong nglra tinh
trang nhiém bénh va/hodc thic dAy su phat trién cia cay trong. Vi du, chung Bacillus
pumilus QST2808, ching Bacillus pumilus GB34, ching Bacillus Substilis QST713,
chung Bacillus Subtilis GB03, nhidu ching khic nhau cta Bacillus thuringiensis va
Bacillus firmus, va ching Bacillus amyloliquefaciens FZBA42 da dugc su dung trong cac
san pham kiém sodt sinh hoc da c6 trén thi truong.

Mioc dit cée thubc diét ndm sinh hoc, khong gdy bénh, ty nhién da biét da dat
dugc mot s6 thanh coéng vé mit thuong mai, van ¢6 nhu cau vé thudc diét ndm sinh hoc

hiéu qua cao va an toan.

Bén chit k§ thuat ciia sang ché

Séang ché dé cap dén ché phém diét nAm sinh hoc an toan (khong doc, khong gay
bénh) chira ngudn protein dugc cdy véi luong tir 5x107 cfu dén 5x10° cfu ching Bacillus
amyloliquefacias cho mdi gam cla ngudn protein nay. Su két hop cla ngudn protein va
chung diét vi sinh vat 1a Bacillus amyloliquefacies da dugc phat hién ra 1a lam giam
va/hodc e ché bénh nhiém nAm & cy trong hitu hiéu hon so véi timg thanh phan don

16, tao ra su cai thién hiép dong va bat ngo.

Mo ta van tat cac hinh vé
Fig. 1 1a do thi ¢t thé hign téc dung Uc ché cta dich chay ra tir moi truong lén
men tr cac ching vi khuan khac nhau ddi véi sw ndy mam bao t vo tinh Fusarium

oxysporum.

vi11



43876

Fig. 2 1a d6 thi cot thé hién tac dung Grc ché ctia dich chay ra tir méi trudong lén
men tr cac chung vi khuin khac nhau dbi véi sb lugng bao tir vo tinh Fusarium
oXySporum.

Fig. 3 1a d6 thi cot thé hién tac dung tc ché cia viéc bd sung ché phdm chira
ngudn protein duge cly véi ching Bacillus amyloliquefaciens vao dat trong cAy.

Fig. 4 1a dd thi cot thé hién 13 viéc bd sung mot minh ching Bacillus
amyloliquefaciens, ma khdong cd ngudn protein, vao d4t trong cay khong (rc ché higu qua
Fusarium oxysporum.

Fig. 5 1a dd thi cot thé hién 1a bot dau twong duge cdy v6i ching

Bacillus amyloliquefaciens 1a hitu hiéu hon nhiéu so v§i mot minh bot dau tuong

trong viéc (tc ché Fusarium oxysporum trong dat.

M5 ta chi tiét sang ché

Dua trén cac thir nghiém, trong d6 cac loai Bacillus khac nhau dugc sang loc vé
kha ning cta chung trong vi¢c thic day su sinh trudng cla cdy hung tdy da duge xir ly
béng nguén protein dugc chon tir khd dau hat bong, bot dau tuong va bot 1ong vii da
thay phan, dd xdc dinh duoc 1a sy sinh truéng twong Ung v6i kho dau hat bong va bot
dau tuong 1a rit kém bét ké loai Bacillus va luong Bacillus duge st dung. Cling xac dinh
duoc 12 sy sinh trudng twong tmg v6i bot 1ong vii da thuy phan 1 t6t bét ké lugng hodc
loai Bacillus dugc st dung. Didu nay goi y cho tac gia sang ché 1a bot dau tuong va khd
dau hat bong dang dugc sit dung boi vi khuin va dugc dua vao khdi vi khudn nay. Vi
khudn chiu trach nhiém vé viéc chuyén hoa céc ngudn protein c6 thé 1a vi khuan tu
nhién, vi khuin duogc bd sung vao (vi khudn cdy vao ngudn protein), hodc két hop cuia
ca vi khuén cdy va vi khuan tu nhién. Didu ndy goi y tac gia sang ché 12 mot s6 ngudn
protein, nhu bot dau tuong va kho dau hat bong, c6 thé duoc st dung dé hd tro cho su
sinh trudng cua sinh vat kiém soat sinh hoc, nhu vi khuén diét ndm.

Dua trén cac thir nghiém riéng, trong d6 cic chung Bacillus khéc nhau dugc sang
loc vé kha ning cua chung trong viée trc ché sy nay mam ctia bao tr v tinh trong nude
va kha nédng cta chﬁng trong viéc dung gidi bao tir vo tinh trong nude, da xac dinh duogc
1a dich thu dugc tir moi truong canh thang ddu tuong trypsin (TSB) duogc st dung dé
nudi cdy nhidu chiing Bacillus khac nhau dugc thir nghiém thuong chtra cac chat duoc

tiét ra c6 kha ning tc ché sy ndy mam ctia bao tir vo tinh tir Fusarium oxysporum. Tuy
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nhién, nhu dugc thé hién trong Fig. 1, ¢c6 mot s6 ngoai 1&, nhu chung B. pumilus BP,
khong e ché dang ké Fusarium oxysporum. Ngoai ra, nhu duoc thé hién trong Fig. 1,
cac chiing B. amyloliquefaciens OBT 730 (dugc luu trit voi s6 truy cap ATCC 1a PTA-
124660), va OBT 712 (dugc luu trit v6i s6 truy cap ATCC la PTA-122189) 1a dic biét
hiru hiéu trong viéc rc ché su nay mam cta bao tir vo tinh Fusarium.

Fig. 2 thé hién 1a kha ning cta céc dich thu dugc tir cdc chung OBT 730 va OBT
712 trong viéc dung gidi bao t& vo tinh Fusarium oxysporum 1a dac biét tt, voi hon
70% bao tir vo tinh bién mat. Trong s céc bao tir vo tinh con lai, ty 1€ phﬁn tram nay
mam ddi vé6i cac dich thu duge tir cac ching OBT 730 va OBT 712 la thip hon nhiéu
so voi dugce quan sat thdy khi cic bao t vo tinh duge xir Iy véi dich thu dugc tir cac
mdi trudng nudi cdy khac.

Chung OBT 712 la ching gbc dugc béan trong hau hét cac san phim dua trén
Bacillus dugc ban bdi Osprey Biotechnics, Sarasota, Florida, va chiing OBT 730 duoc
phan 14p boi Osprey Biotechnics tir mau dt.

Chung OBT 712 dugc chon dé phén tich thém. Cu thé 13, cac thtr nghiém dugc
thue hién dé xac dinh kha ning ctia chung OBT 712 trong viéc lam giam ndéng dd bao
tir vO tinh Fusarium trong dit, ca c6 va khong c6 bot dau twong. Bot dau twong dugce
cdy v6i 5x108 cfu ching B. amyloliquefaciens OBT 712 cho mdi gam bot dau tuong.
Bot dau tuong da céy duoc bd sung vao dét v6i luong 1a khong, 0,33%, 1% va 5%, va
bao ti vo tinh Fusarium oxysporum dugc bd sung véi lugng 5x10° bao tir vo tinh cho
mdi gam dét. Viéc bd sung bot dau twong da ciy B. amyloliquefaciens lam giam ding
ké Fusarium ma c6 thé thu dugc tir d4t, nhu duoc thé hién trong Fig. 3.

T4c gia sang ché da thyc hién mot s6 nghién ctru khac dé x4c dinh 1a ching OBT
712 ¢c6 thé 1am giam s6 lwong Fusarium khi khong c6 bot dau tuong hay khong va tac
dung trén Fusarium c6 phai 1a do mot minh bt dau tuong hay khong hodc ¢c6 can vi
khuén nay hay khong. Bot ddu twong mot phan trim dugc chy v6i 5x108 cfu chung OBT
712 cho mdi gam bdt dau twong s& cung cap 5x10° cfu ching OBT 712 cho mdi gam
dAt. Ndng d6 nay ciing nhu 5x10° cfu ching OBT 712 cho mdi gam dat déu khong téc
dong déng ké dén Fusarium (Fig. 4). Tuy nhién, khi so sanh véi mot minh bot dau tuong,
bot dau tuong cong chung OBT 712 1am gidm luong thu hdi Fusarium xap xi 80% (Fig.
5).
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Tir c4c thir nghiém trén day, tac gia sang ché da két luan 1a ché phim cai tao dat
chira bt dau twong duoc ciy v6i Bacillus amyloliquefaciem ¢6 thé duge sir dung dé lam
giam tinh trang nhiém Fusarium & cay trdng. Bot dau twong cd uu diém so v6i cac ngudn
nito khac da dugce thit nghiém. Luong dau twong can thiét dé quan sét thdy tac dung co
loi d6i voi su thu hdi Fusarium 1a thap hon nhiéu so vé6i cac ngudn cung cAp nito hitu
co khac. O bdt dau tuong 0,5%, ham lugng nito cla hdn hop gia thé hitu co 13 xép Xi
375 ppm. Thong thuong, s€ mong muén ndng d6 nito ndm trong khoang 100-200 ppm,
nhung mic du B. amyloliquefaciens phat tridn trén co chat nay va dong héa nito, co thé
hiéu ring nito tu do sé& 12 thap hon nhiéu so v6i 200 ppm va céc tac dung bét loi cho cay
s& khong dugce quan sat thiy.

Theo céach khéc, chinh canh thang 1én men ¢ thé tao ra san phdm chdng nim
thich hop. C6 thé sir dung thi nghiém thong thuong dé xc dinh ty 1¢ phin trim nguyén
lidu ¢6 thé duge st dung lam chét diét nAm. Céc san phérn duoc tiét rama c6 thé c6 hoat
tinh chong nim ctia cac ching B. amyloliquefaciens 1a céc lipopeptit. Vi du nhu iturin,
surfactin, va fengycin. Gen ma hoa cic enzym cAn thiét dé tdng hop cac hop chét nay
c6 trong bd gen cua ching OBT 712. Céc peptit nay d3 duoc chi ra la gdy tan méu va
do d6 khong dugc thuong mai hoa.

Céc ché pham (cac ngudn protein dugc ciy va dich thu dugc tir mdi truong nudi
cdy) dugc boc 10 & day co thé dugc sir dung dé e ché bénh nhidm nim & cay bang cach
stt dung cac ché phim nay cho cay, cho hat ma s& phat trién thanh cay, hodc cho dat
trdng cay. Nong do dAt thuong dé cap dén cac ndng do trong dAt ma tiép xtic v6i 1€ cla
cdy. Viéc st dung cho hat dé cap dén viéc dua ché phém da mo ta vao vo hat. “Dich thu
duoc” d& cap dén chét 1ong di loc thu dugce tir moi trudong ma trong d6 vi khuan da md
ta dugc nudi céy.

Céac phuong 4n duge md ta duge vu tién hon va/hodc dugc minh hoa, nhung
khong lam gidi han. Nhi2u bién déi khac nhau dugc xem 1a nim trong pham vi va giéi

han ctia cac diém yéu cau bao ho kem theo.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phap lam gidm tinh trang nhiém nim & cdy tréng, bao gbm budce st dung cho
hat giéng, hodc cho dat tré)ng cay, ché phém chtra nguén protein dugc chon tir bot déu
twong hodc kho diu hat bong va tir 5x107 cfu dén 5x10° cfu chung Bacillus

amyloliquefaciens cho moi gam clia nguon protein nay.

2. Phuong phép theo diém 1, trong do6 ché pham nay dugc bd sung vao dat trdng cAy,
sao cho ché pham nay c6 mat trong d4t v6i luong tir khoang 0,33% dén khoang 5% khdi

luong cua dit.

3. Phuong phap theo didm 1, trong d6 ching Bacillus amyloliquefaciens ¢ cac dac diém
nhan dién ctia chung vi khudn dugc ky hiéu 1a OBT 712, duge luu trir v6i sb truy cap

ATCC la PTA-122189.

4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ching Bacillus amyloliquefaciens c6 cac dac diém
nhén dién cua chiing vi khuén duge ky hiéu 1a OBT 730, duge luu trit v6i sd truy cap

ATCC 1a PTA-124660.

5. Phuong phap theo diém 1, trong do céy trong nay bi nhiém ching Fusarium

OXYSpOrum.

6. Phuong phap 1am giam tinh trang nhiém ndm & cdy trong, bao gdm buéde st dung cho
cdy trong, hodc cho dAt trong cay, dich thu dugc tir ching Bacillus amyloliquefaciens
duogc nudi trong mdi truong nudi cy, chang Bacillus amyloliquefaciens nay c6 cac dac
diém nhan dién cta ching vi khuén dugc ky hiéu 1a OBT 712, dugce luu trit véi sb truy
cap ATCC la PTA-122189, trong d6 moi truong nudi cdy 1a canh thang ddu tuong
trypsin.

7. Phuong phap 1am giam tinh trang nhiém nim & cdy trong, bao gbdm bude st dung cho
hat giéng, hodc cho dat trong cay, ché pham chtra bot dau tuong dugc chy chiing Bacillus

amyloliquefaciens c¢6 cac dgc diem nhan dién ctia ching vi khuan dugc ky hi¢u la OBT
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712, duoc luu trit véi sb truy cap ATCC 1a PTA-122189 véi lugng tir 5x107 cfu dén

5x10° cfu ching Bacillus amyloliquefaciens cho mbi gam ctia bot ddu twong.

8. Phuong phép 1am giam tinh trang nhiém nim & cay trong, bao gdm cac bude:

tao ra ché phém chtra nguén protein dugc chon tir bot ddu twong hodc kho dau
hat bong va tir 5x107 cfu dén 5x10° cfu ching Bacillus amyloliquefaciens cho mdi gam
clia ngudn protein nay; va

sir dung ché pham nay cho hat gidng hoic cho dit.

9. Phuong phéap theo diém 8, trong d6 ché phim nay duoc st dung cho hat gidng.

10. Phuong phap theo diém 9, trong d6 ché phim nay chira bot dau twong va ching
Bacillus amyloliquefaciens c6 cac dac diém nhan dién cua ching vi khuin dugc ky higu
12 OBT 712, duoc luu trit voi s6 truy cdp ATCC 1a PTA-122189 v6i lugng tir 5x107 cfu

dén 5x10° cfu ching Bacillus amyloliquefaciens cho mdi gam ctia bt ddu tuong.
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Téc dung ctia moi truong 1én men TSB tir cic ching vi khuén
khac nhau d6i véi sy ndy mam bao tir vo tinh Fusarium
% Nay mam
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Dbi ching (-) chua dugc xu ly v6i chiing vi khuan hodc mdi trudng nay mam bat ky
Déi chiing (+) duge xu ly bing mdi trudng nay mam

Xt ly v6i chung ID duge xur ly véi canh thang vi khudn va mdi trudng nay mam cua
bao tr vo tinh

Céc cdt duge danh diu * 1 gidm c6 y nghia théng ké so véi d6i chimg (+) & p nho
hon hodc bang 0,05

FIG. 1
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Téc dung ctia mdi trudng 1én men TSB tir cac chung vi khuan
khac nhau doi véi so luwong bao tir vo tinh Fusarium
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Déi chung (-) chua dugce xt ly véi chiing vi khuan hodc mdi trudng nay mam bat ky
Déi ching (+) dugce xtt Iy bing moi trudng nay mam

Xir ly véi ching ID duoc xt Iy voi canh thang vi khuAn va méi trudng nidy mam cua
bao tu vo tinh

Céc cot duge danh diu * 1a giam c6 y nghia thong ké so véi doi ching (-) & p nho
hon hozc bang 0,05

FIG. 2
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Tac dung cia bt ddu tuong va Bacillus
amyloliquefaciens dbi v6i Fusarium trong dat
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Tac dung ctia B. amyloliquefaciens ma khong c6 chét

bd sung hitu co ddi véi Fusarium trong dat
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Tac dung cua B. amylohquefamens d6i v6i Fusarium

duoc thu hoi tir dat
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