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(57) Séng ché d& cap dén phuong phép cdy vi khuén cb dinh nito vao ciy nhu
Gluconacetobacter diazotrophicus, phirong phép nay bao gdm st dung vi khuén c¢6
dinh nito cho vét thuong cta ciy dang sinh trudng, vi du cho ¢6 mdi cit. Céy theo
céch nay dan dén c4c dic tinh sinh truéng dugc ting cudng bao gbm mau xanh cia
co duge tang 1én. Ngoai ra, sang ché con dé cdp dén ché phim néng dung chira
Gluconacetobacter diazotrophicus thich hgp dé sit dung trong phuong phép, cing
véi céac kit tao ra ching.
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Linh virc k¥ thuat dwgc dé cap

Séang ché d& cép dén phuong phép cdy vi khuén co dinh nito vao cdy va cac

ché phim va bo kit thich hgp dé sir dung trong phuong phép nay.
Tinh trang ky thuit cia siang ché

Vi khuan cb dinh nito Gluconacetobacter diazotrophicus, truéc déy déa duge
biét dén 1a Acetobacter diazotrophicus (Gillis, M. et al. Int. J. Syst. Bacterid.
39:361— 364; 1989), dugc phan lap diu tién tr trong ré va thin cly mia
(Cavalcante, V. A., et al. (1988) Plant Soil Vol. 108, p. 23-31). Théng qua viéc két
hop SN, ¢4 chimg minh ring G. diazotrophicus ¢ dinh nito bén trong ciy mia
(Sevilla, M. et al. Mol. Plant Microbe Interact. 14:358-366; 2001; Boddey, R. M.
et al. Plant Soil 252: 139-149; 2003) va né c6 kha ning tiét ra ghn mot nira s nito
dugc ¢b dinh & dang cd thé kha dung cho cdy (Cojho, E. H et al. Fed. Eur.
Microbiol. Soc. Microbiol. Lett. 106:341-346; 1993). Vi khuén nay s& x4m nhdp
vao gifra cac té bao cia md phan sinh cla ré cdy mia va tai cac diém xuét hién ré
phy, ching hinh thanh khuén lac gifta cac té bao, va ca trong md gb, ma khong tao
ndt sin (James, E. K. et al. J. Exp. Bot. 52:747-760; 2001). Sy hinh thanh khuén
lac ctia Gd trong té bao c6 thé xay ra trong cac diéu kién cho phép ¢b dinh nito ndi
cOng sinh khong nét sin da duge chimg minh (EP-B-1422997 va Cocking, E.C., et
al. (2006) In Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant Vol. 42, No. 1, p
74-82). Cu thé, vi khuin nay duogc st dung cho méi trudng sinh truong cia cdy khi
cdy ndy sinh trudng tir khi nay mam hoic trong vong 7 ngay sau do.

WO2011/144741 goi ¥ ring céc vi khudn nhu Gd, ¢6 thé duge ciy vao than
chy mia d& ting cudng mirc d9 ¢b dinh nito. RS rang 1a ky thudt nay khong phai 1a
k§ thuét c6 thé duge 4p dung trong hoat dong ndng nghiép quy mo 16m bt ky.

Céc tac gid séng ché da phat hién ra ring cc cdy dang sinh trudng c6 thé

dugc céy vi khuén ¢ dinh nito mot cach thanh cong.

Ban chit k§ thuat ciia sing ché
-1-
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Sang ché d& xuét phuong phép cdy vi khuin ¢b dinh nito vao cay, phuong
phép nay bao gbm buéc dua vi khuén cb dinh nito vao vét thuong cia cdy dang
sinh truéng.

b3 phat hién thdy rang khi dua vao vét thuong cua cay, cu thé 13 16n bé mat
ctia vét thuong trong mo cly, thi tdc do sinh truéng cia cdy sau d6 dugc ting
cudng. Vi dy, sinh khdi hoic ning suét co thé téng 1én va/hoic, sb lugng hoa ¢6
thé tang. Didu ndy c6 thé 1a do sy hinh thanh khuén lac cia vi khudn cb dinh nito
trong md cay theo cach thirc trong tu véi cach thirc dugc md ta nhu trong EP- B-
1422997 ching han, mic du thyuc té ring diéu nay c6 thé xay ra khi dugc 4p dung
theo cach thitc ndy 12 ddng ngac nhién. Viéc vi khudn cb dinh nito hinh thanh
khuén lac bén trong md cdy c6 thé cung cp ngudn nito ndi bao lam ting kha ndng
sinh trudng clia cdy. Do d6 phuong phép theo sang ché dua ra bién phap hiru ich
dé sir dung phuong phép xit ly ting cudng kha ning sinh trudng cta ciy cho céy
dang sinh trudng.

Vi khuin 6 dinh nito nén 12 loai vi khuan thich hgp ma c6 thé dugc dinh v
ndi bao bén trong té bao thuc vét. Theo mét phuong an cu thé, day 1a vi khuén cb
dinh nito cdng sinh hinh thanh khudn lac ndi bao Gluconacetobacter
diazotrophicus (Gd), vi du, ching Gluconacetobacter diazotrophicus IMI 504998
(truée day 12 IMI 501986) hodc IMI 504958 (trude day 1a IMI 504853), ca hai déu
dwoc ndp luu tai CABI (Anh) 14n luot vao ngay 21 thang 9 nam 2012 va ngay 22
thang 5 nam 2015. Céc ching vi khuin nay 12 méi va hinh thanh nén mot khia
canh khéac cua sing ché. Theo cach khac, vi khuln ¢b dinh nito c6 thé 1a loai
Herbaspirillum. Céc vi khudn nito c¢b dinh khac bao gbm Azotobacter,

Beijerinckia, Clostridium, Rhizobium, Klebsiella va Spirillum lipoferum.
Mo ta vén tit cdc hinh vé

Séng ché s& duoc mé ta cu thé bing cach vi du c6 dya trén cac hinh v& di
kém, trong do:

Fig.1 1a bidu dd thé hién trong lurgng kho trung binh (g) cla co cit khong

duoc cay va co cat dugce cay;
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Fig.2 12 biéu db thé hién trong lugng khd phin nim trén mat dét cta cb cit
dugc cly da xir Iy bing Gd va sucroza, Tween va/hodc gdm Arabic hodc hén hop

cua ching;

Fig.3 thé hién mét vi du v& quy trinh chufn bj nhan gidng ché sinh dudng,
trong d6 Fig.3A minh hoa viéc loai bd phén cit va Fig.3B thé hién theo dang so dd

v& céc phén cit nhé ciia mdi phén cét dugc 14y dé phan 1ap ADN;

Fig.4 thé hién hinh anh vé gel clia san phim PCR thu dugc tir céc miu clia
cdy che da dugce cly Gd; tAt ca cac vach & cdy déi ching dugc giai trinh ty va dugc
x4c nhén 14 lién két khong dic hiéu. Céc vach da duge giéi trinh tur tir cdy duge cy

dugc xac nhan 13 Gluconacetobacter diazotrophicus;

Fig.5 14 biéu @6 thé hién tic dung cua céc cach xir Iy khac nhau dén sinh
khoi cia cé cét;

Fig.6 thé hién cac ket qua clia thir nghiém xac dinh tac dung cia Gd dén sb

lugng hoa cua co; va

Fig.7 12 biéu dd thé hién két qua cia cac cach xir ly bang cac ché phim khac

nhau 1én sinh khoi cia cd cat.

Tuy nhién, ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& biét 5 ring
khong can phai c6 phin mb ta chi tiét cu thé dé thuc hanh séng ché. Phan mb ta
duéi day vé cac phuong 4n cu thé clia sang ché dugc trinh bay véi myc dich minh
hoa va mo ta. Ching khong c6 dy dinh nhim néu toan dién hodc 1am giéi han sang
ché & cc hinh thite chinh xéc dugc boc 16. RS rang 13, c6 thé c6 nhidu cai bién va
bién thé dua theo céc kién thirc néu trén. Cac phuong an dugc thé hién va moé ta aé
giai thich tt nhit cho cac nguyén tic cla sang ché va cac umg dung thuc té ctia no,
dé tir 36 cho phép ngudi coé hidu biét trung binh trong linh vyc nay st dung sang
ché t4t nhét va nhidu phuong 4n khéc nhau véi céc cai bién da dang dugc bién ddi

pht hop véi céch st dung cu thé duoc du liéu.

Mb ta chi tiét sang ché
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Theo mdt phuong an cu thé, cac vi khudn cb dinh nito dugc st dung cung
nhau hodc két hop véi ching Terribacillus, nhu duge md ta trong don sang ché
qubc té dang xét nghiém hudng quyén uu tién tir don séng ché Anh sé 1400840.3.
Céc tac gia sang ché da phat hién ra ring ching ndy c thé.tﬁng cudng hoat tinh
cia vi khudn cb dinh nito. Cac ching Terribacillus thich hop bao gdm
Terribacillus saccharophilus, Terribacillus halophilus, Terribacillus goriensis
hoic Terribacillus aidingensis nhung ddc biét 13 ching Terribacillus
saccharophilus. Terribacillus Terribacillus dugc sit dung mot minh hodc trong hdn
hop véi vi khuén cb dinh nito néu trén. Terribacillus c6 thé ndm trong hdn hop
tron k¥ v6i vi khuén ¢ dinh nito, (va trén thyc t& thi, IMI501986 (bdy gitr 1a IMI
504998) d4 dugc phén loai 1a dang két hop ctia Gd va Terribacillus,) hodc né cd

thé dugc sir dung & dang nudi chy df‘)ng thdi, hodc nubi chy két hop.

vt thuong trén cay c6 thé 13 két qua ciia tn thuong ngau nhién hodc tu
nhién, nho d6 tinh kha dyng cua nito bd sung cé thé tao diéu kién thudn loi cho
viéc stra chira sinh trréng. Tuy nhién, theo mot phuong 4n cu thé, vét thuong nay
1a két qua cla tén thuong do cac hoat dong nhu xén (co sin vudn), cit (cé i chua
va co khd), tao chdi méi (cdy chubi, ciy dua, ciy mia, ciy lua mién, cdy laa gao,
cdy dau thiéu, cdy bong, cdy chubi soi, cay gai), cit tia (cdy #n qua, cdy nho), do
gia stic #n hogc do thu hoach. Céc hoat dong khac, vi du nhur bira, trong d6 cay cb
thé bi tén thuong mot cach vd y hodc khong hoan toan, ¢ thé khong thich hop
trong mot sb trudng hop. Cy thé, vét thuong ndy sé dugc phat hién & phin “nidm

trén mat dat” cia cdy, nhu 14 hodc thén.

Do d6, phuong phéap theo sang ché c6 thé con bao gdbm budc ban dhu 1a gay
ra “tén thuong” trén cdy, cu thé 1a b%mg cach xén, cét, tao chdi méi, cét tia hoac
bang cach thu hoach. Vi khuén cb dinh nito duge ding mot cach thich hgp trong
khoang thoi gian tuong dé6i ngén dé tién hanh cac hoat dong nay, vi du, trong vong
48 gidy, vi dy, trong vong 24 gio, nhu trong vong 10 git va thich hop 1a trong vong

tir 1 dén 2 git sau khi tdn thuong dugce tao ra trén cay.

Viée phan phéi vi khuén dugc thuc hién bing cach dua dang phéi trdn thich

hop 1én viing bi ton thwong, cu thé 13, 1én bé mit cia vét thuong, & dang ché phim.
4.
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Ché phim nay c6 thd & dang chét léng, gel, bot nhdo ma cb thé dugc sir dung truc
tiép hodc & dang dugc pha losng, hojc né c6 thé & dang ché phim dang rin nhu
ché phém dang bdt hodc hat ma s€ dugc hoa tan trong chét 16ng nhu nudc trude
khi sir dung. Déi véi cac ché phém dang rén, vi khuén ndy thudng duogc sit dung &
dang da sy khd, vi dy, & dang dong khd, ma cb thé hoan nguyén khi thém nuéc
va0. Vi khudn nay c6 thé dugc bao vi nang béng céch sir dung céc phuong phép da
biét trong linh vuc lién quan theo ¥ mubdn, dé duy tri kha ning séng va tinh én dinh

cao ciia vi khuan.

Theo mot phuong 4n cy thé, ché phim nay & dang thich hop dé phun Ién cay

< A~ A
va du u

abs

c dé pha losing ma co thé & dang long hodc rén, ddc
biét 1a & dang 16ng, hodc nd o thé chira ch€ phdm loging chira nudc ma c6 the duge
phun true tiép. Theo mdt cach khac, ché pham nay ¢6 thé 13 ché pham trong d6 bé

mit vét thuong cita cdy c6 thé duge ngém vao bang cach nhing chéng han.

Luong vi khuan cb dinh nito dugc st dung trong trudng hop cu thé bét ky
s& thay dbi tity thudc vao céc yéu té nhu loai hat gidng duge xu 1y, ching vi khudn
c¢b dinh nito cu thé dugc st dung, mirc d9 ting cudng nay mim cn thiét va
phuong phép st dung, cling nhu hiu qua cAn thiét. Tuy nhién, thuong thi s& sur
dung dung dich chira tir 1 dén 1x107 vi khuén trong mbi mililit ché phim, vi dy, t¥
10 dén 10° vi khuén trong m&i mililit ché phdm, vi du, tir 50 dén 200 vi khuén
trong m&i mililit ché phim nhu 100 vi khuén trong mdi mililit ché phim dugc sir
dung 1én céc vét thuong cia cdy. Co thé thu dugc dung dich nay bang cich nudi
céy vi khuén dén mirc d§ d& phat hién, vi dy, bing cach kiém tra mét dd quang hoc
va sau d6 pha lodng dung dich nay theo do.

Céc tac gid sang ché da phat hién thiy rang, vi dy, d6i v6i mot sb vi khuin
nht dinh, céc tac dong dén tinh chit nhu sinh khéi, s& bi anh huong béi lugng vi
khuén duoc sir dung theo céch phu thude vao lidu. Diéu ndy c6 nghia 12 nhiéu liéu
Kkhac nhau ¢6 thé duoc st dung tity thude vao muc dich xir ly. Trong truomg hop 1a
¢ ching han, c6 thé cin phai t6i da hoa sinh kh&i trén ddng co, trong khi d6 ddi

véi b san vuon hodc bai cd, thi toc d sinh truong cham c6 thé duge uu tién.

-5
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Trong céc trudng hop ndy, luong vi khuin duge st dung s& duge chon dé thu dugc

lugng sinh khoi toi vu d6i v6i céc loai c6 muc tidu, nhu duge minh hoa dudi day.

Theo m6t phuong 4n cu thé, ché phim nay con chira chét dinh dudng cho vi
khudn cb dinh nito, vi dy, ché phim nay c6 thé chira sucroza v6i lugng 3% trong

luong/thé tich nhu duge md ta trong EP-B-1422997.

Vi khudn ¢é dinh nito c6 thé 13 thanh phin c6 hoat tinh duy nht cta ché
phim hoic né c¢6 thé duge két hop v6i cdc thanh phin ¢4 hoat tinh nong héa bd
sung nhu thubc trir sau, thubc diét ndm hodc chét didu hda sinh trudng thue vat khi
cén.

Ché phém 6 thé con chira chit phu gia hojc ta dugc nhu chét lam dic, chét
phén tan, chét pha lodng, chit gt 4m, chét mang dang rén v.v. nhu d3 biét trong

linh vuc lién quan.

Theo mét phuong an cu thé, ché phim con chira polysacarit hodc chét hoat

dong bé mit nong dung hodc hdn hgp clia chung.

Theo mét phuong an cu thé, ché phim con chia chit hoat dong bé mit nong
dung. Su c6 mit cua chét hoat dong bé mit dam bao rang ché phim niy c6 thé
chay tuong déi ty do trén toan b bé mit cla vét thuong dé tao diéu kién cho vi

khuan c6 dinh nito xdm nhép vao.

Céc chit hoat dong bé miit hodic cdc chét téy rira thich hop bao gém cac chét

tay rira khong ion nhu cac chit c6 tén thuong mai 14 ‘Tween’®, vi dy, Tween 80.

Tween 80 13 chét tiy rira khong ion; 70% thanh phan 12 axit béo axit oleic
va phz“m con lai 12 hdn hop cia axit linoleic, axit palmitic va axit stearic. DO pH cua
dung dich 1% la nam trong khoang tir 5,5 dén 7,2. Cac chét nhii héa va chét phan
tan duoc sir dung rong réi trong san phim y t€ va thuc phim. N6 c6 it hodc khong
¢6 hoat tinh nhu chét khéng khudn (Dawson et al. (1986) Data for Biochemical
Research, 3rd ed., Oxford University Press (New York, NY: 1986), p. 289).

Lugng chét hoat dong bé mit duge sir dung lén vét thuong cha cdy nén da

d8 tao ra hiéu qua ting cudng su sinh trudng cia ciy khi két hop v6i vi khuan ¢6

-6-
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dinh nito (va tity y v6i ca polysacarit nhu dugc md ta thém duéi day). Luong nay
s€ thay dbi thy thuge vao nhiéu yéu t4 khac nhau nhu chét hoat ong bé mit cu thé,
loai cay dugce xUr ly, ban chit ctia vét thuong, ching vi khudn ¢ dinh nito cu thé
‘dugc st dung va phuong phap sir dung. Tuy nhién, thong thuong, ché phim chita
tir 0,0005 dén 10% thé tich/thé tich, nhu ir 0,0005 dén 0,5% the tich/thé tich, vi du
£ir 0,0005 dén 1% thé tich/thé tich, bao gdm tir 0,0005 dén 0,2% thé tich/thé tich, vi
du tir 0,0005 dén 0,15% thé tich/thé tich nhu khoang 0,1% thé tich/thé tich.

Theo mot phuong 4an khac, ché phim nay chira polysacarit. Polysacarit thich
hop dé sir dung trong ché phim nay bao gbm polysacarit hydrocoloit ¢6 ngudn gbe

tir thuc vat, dong vat hodc vi sinh vat.

Cu thé, ching bao gdm céc polysacarit dich tiét gobm nhu goém Arabic, gom
gati, gbébm karaya va g0m tragacan, céic din xudt xenluloza nhu
carboxymetylxenluloza, metylxenluloza, hydroxypropyl xenluloza, hydroxypropyl
metylxenluloza hodc xenluloza vi tinh thé, tinh bt va cac din xuét bao gém, vi du,
tinh bdt ngd, tinh bot sén, tinh bot khoai tdy, tinh bot gao, tinh bot laa my, va cac
dang bién dbi cua chung nhu tinh bdt tién geltatin hoa, tinh bot oxy héa, tinh bt
etyl hoa, dextrin tinh bt hodc maltodextrin, pectin, polysacarit ¢6 ngudn gbe tir
rong bién nhu aga, alginat, carrageenan, va fucellaran, cdc gom tir hat nhu goém
guar va gébm déu locust, polysacarit ¢6 ngudn gdc tir dang 1én men béng vi sinh vét
nhu gbém xanthan va gém gellan, va polysacarit chira nito nhu chltosan, hozc hdn

hgp cuia ching.

Theo mot phuong an cy thé, polysacarit 1 polysacarit dich tiét gom nhu
goébm Arabic, gom gati, gbm karaya hodic gém tragacan. Mot vi du cu thé vé

polysacarit 12 gdm Arabic.

Gom Arabica 13 gdbm tu nhién dugc gom duéi dang dich tiét tir cac loai cly
keo khac nhau (Fang et al. 2010 (2010) Biomolecules: 11, 1398-1405); phirc hé
polysacarit ¢6 pham vi img dung rdng rdi trong nhiéu linh vuc cong nghiép bao
gbm som, keo, dugc pham vt liéu dét va thuc pham Gom Arabic tir cay keo dugc

cho 14 polyme phén nhanh cia galactoza, thamnoza, arabinoza, va axit glucuronic

-
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nhu cac mudi canxi, magie, va kali v6i phén tir lugng bing khoang 250000. N6 d&
cho thiy 12 (Badar, K.V. et al. (2011) Recent Research in Science and Technology
3 (5) 6-7) c6 tc dung dén sy ndy mém cia hat khi hat cia mot sb loai cdy nhét
dinh duoc ngim trong dung dich 1% cua gém arabica trong 24 gio truéc khi nay
mam. Hon nita, WO02/058466 d3 bdo cdo ring mot sb ché phim nhat dinh chia
h&n hop cita polysacarit vi peptit ¢6 thé 1am ting ning suét cay trong.

Luong polysacarit duge sir dung 18n vét thuong clia cdy nén du dé tao ra
hiéu qué ting cudng cb dinh nito khi két hop véi vi khuén cb dinh nito va thy y véi
ca chit hoat dong bé mit. Lugng ndy s& thay dbi tiry thude vao nhidu yéu t6 khac

Ch»e

dugc st dun loai ciy duge xir 1v ban chét cha vgt

nhau nhur polysacarit cu thé dung, loai c2

thuong, ching vi khu4n cb dinh nito cu thé duoc st dung va phuong phép st dung.
Tuy nhién, thudng thi s& sir dung ché phim chira polysacarit v6i lugng nim trong
khoang tir 0,1 dén 1% trong hrong/trong luong, vi duy, tir 0,1 dén 0,5% trong

lwong/trong lurgng nhur khodng 0,3% trong luong/trong luong.

Theo mdt phuong 4n, ché pham chira ca polysacarit va chit hoat dong bé
mit ndng dung. Trong mot s6 trudng hop, cac thanh phan nay d& dugc thdy ring
lam ting cudng higu qua cla vi khuan cb dinh nito, va dudng nhu hoat dong hiép
ddng cung nhau dé tao ra do tang cuong déang k& hon. Céc cdy dugc xt ly bang ché
phdm chira c4c thanh phén nay c6 thé thé hién mirc do sinh trudng ting 1én nhu

dwgc chimg minh béi sy gia ting trong luong kho cua céc cdy duge xu ly do.

Céc ché phém méi chira cic thanh phé“m néu trén tao nén mot khia canh khac
ctia séng ché. Do d6, theo mot khia canh khdc, sing ché @& xuit ché pham nong
dung chira vi khuin c¢b dinh nito, cu thé 12 Gluconacetobacter diazotrophicus, va

polysacarit, chét hoat dong bé mit hodc hén hgp cia ching.

Vi khuin cé dinh nitc nhu dugc mod ta & trén, va cu thé 1a
Gluconacetobacter diazotrophicus c6 mit voi lugng thich hgp duge mo ta & trén.
Tuong tu, polysacarit 1a polysacarit nhu duge md ta & trén, nhu polysacarit dich
tiét gébm, vi dy, gdm Arabic, va polysacarit c6 trong ché pham véi luong nhu duge

md ta & trén, vi du nhu & ndng d6 nim trong khoang tir 0,1 dén 1% trong
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lugng/trong lugng polysacarit. Hon nira, chét hoat dong bé mit thich hop 1a chét
hoat dong bé mat nhu duge md ta & trén nhu chét thy rira khong ion, vi dy, chét
hoat dong bé mit c6 70% la axit béo axit oleic va phan con lai 12 hdn hop cta axit

linoleic, axit palmitic va axit stearic.

Theo mot phuong 4n cu thé, ché phdm nay chira chat hoat déng bé mit véi
lrgng niim trong khoang tir 0,0005 dén 10% thé tich/thé tich, vi du, chét hoat dong
b’ mit v6i lugng nim trong khoang tir tir 0,0005 dén 0,2% thé tich/thé tich.

Theo mét khia canh khéc nita, sing ché dé xudt bd kit didu ché ché phim
néng dyng chira vi khuin cé dinh nito. Trong céc bd kit nay, vi khun ¢6 dinh nito,
va cu thé 13 Gluconacetobacter diazotrophicus, ¢0 thé dugc gitt tach biét vdi cac
thanh phén khéc cua ché phém, vi du, trong céc vét chira riéng biét, hojc trong goi
hodc vét chira ¢6 hai phin. Vi khuén c6 dinh nito ndy c6 thé dugc lam dong kho.
Céc thanh phan khéc c6 thé 12 & dang cb dic, dé d& bao quan hodc van chuyén, sén
sang dé pha loéing v6i nude ching han, tai thoi diém sir dung. Dang c6 ddc nay vé
mit ban chét s& chira cic thanh phan gidng véi ché phdm duogc liét ké & trén,
nhung thudng 14 v6i ham lugng cao hon. Do d6, vi du, dang cb déc ndy cd thé
chtra polysacarit v&i lugng ndm trong khoang tir 1 dén 10% trong Iucmg/trong
luong, vi dy, tir 1 dén 5% trong lugng/trong lugng nhu khoang 3% trong
lugng/trong lugng, va pha lodng 10 13n sé& tao ra ché phdm thich hop dé sir dung
trong, vi du, phwong phép theo sang ché. Tuong tu, chét hoat ddong bé mit co thé
c6 mit voi lugng nam trong khoang tir 0,005 dén 2% thé tich/thé tich trong dang
¢6 dic. Céc thanh phén khéc, nhu vi dy, chit dinh dudng cho vi khuén cb dinh nito
c6 mit mot cach thich hop trong dang c6 déc véi ndng do cén thiét.

B6 kit kiéu nay c6 thé duge sir dung d€ tao ra ché phém theo sang ché, ma
c6 thé duoc sit dung truc tiép. Cu thé, dang co ddc bat ky s& dugc pha loang véi
nuée dén thé tich thich hop, sau d6 vi khuén cb dinh nito s& duoc thém vao0.

Sang ché cho phép vi khuin cb dinh nito ndi bao dugc sir dung va duge
phéan phéi cho mdt pham vi cay trong rong. Cu thé, ching c6 thé 13 cay lau nam,

cdy hai nim, hofc cady mét ndm khong rung 14 bao gébm nhung khong gidi han &
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cly 4n qua va cdy bui (vi dy, cdy viét quét, ciy mam x6i va céy che), cly nho, ciy
ding lam thirc &n gia stc (cdy linh lang va & dé 1 chua, d& khé hodc dé gia stc &n
ngay) co sin vudn va ciy hang rao, cay 1am nghiép, cy trong trot va thao mée (vi

dy, cy he, cy ming tay, cdy ca tim).

Gd trudc day d3 dugce bdo cao ring c6 thé cai thién viéc san xuét ciia ciy
trdng gidu sucroza nhu cu cai duong hodc mié (W02010/022517). Tuy nhién, cac
tac gid sang ché da phat hién ra rang, khi st dung cach xir 1y theo sang ché, thiy
dugc sy cai thin & ca cay trdng khong gidu sucroza va ching tao nén mot phuong

4n cu thé cla sang che.

Theo mot phuong an cu thé, phuong phép va ché p'hézim theo sang ché dugc
4p dung cho c6 nhu c6 sén virdm, bii cé hodc dbng cd, ngay sau khi cit hoiic mot
14t sau khi cét. Cach xt Iy ndy gitip tang cudng tdc do sinh trudng cta co voi bing
ching 1a sy gia ting trong lugng khd ¢ c6 dugc céy,so véi ¢ khong duge cly. Vi
khuan cb dinh nito ¢6 kha ning x4m nhép vao cd qua vét thuong do qué trinh cét,
va hinh thanh khuin lac trong té bao cdy co6, dem lai cac dic tinh sinh truéng tdng

cuong.

Hon nita, sy hinh thanh khudn lac boi Gd dugc thdy ring c6 thé lam ting
mure diép luc trong cdy va ddc bét 1a trong céc loai c6 nhu ¢o ddng cd, o san vudn
hodc cd bii ¢d. Do sy gia ting diép luc khong chi lién quan dén ham luong nito ma
con lién quan dén ca mitc d6 xanh tuoi cua cdy, nén tinh chét nay rat dugc mong

doi trong cac Uimg dung nhu ¢ san vurom trong d6 mic d6 xanh tuoi cao s€ o loi.
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Vi du thue hién sang ché
Vidul

Ap dung 1én co cit

Phuong phép

Nuéi cdy G. diazotrophicus:

G. diazotrophicus ching EVII 501986 (hién tai 1a IMI 50998) véi plasmit
pRGS561 biéu hién GUS, dugc nudi cly trén méi truong ATGUS, can c6 [aga
0,8% (trong luong/thé tich), chiét xuét tir ndm men (2,7g I'Y), glucoza (2,7g I'"),
manitol (1,8g 1), dung dich dém MES (4,4g Y, KHPOs (4,8g '), va
KH,P0s (0,65g '), d6 pH = 6,5]. Su biéu hién cia gen b-glucuronidaza (gusA)
duoc thir nghiém bing cich dan trén moi truong ATGUS chira X-Glue (mubi
xyclohexylamoni cia axit 5-brom-4-clo-3-indolyl-beta-D-glucuronic) & lugng
50mg I''; sur hinh thanh céc khudn lac mau xanh duong ddm chi bao sy biéu hién
cua gen gusA.

Quy trinh chy:

Huyén phu chira nuéc cua G. diazotrophicus dugc tao ra voi mét do quang
hoc & buée séng 600nm 12 1,1, 10? don vi hinh thanh khuén lac (CFU) trong mdi
mililit. 6 hrong CFU duge x4c dinh bing cach pha lodng theo day, dan trén mdi
truong ATGUS (véi khang sinh thich hop) va dém cac khudn lac vi khuédn sau 4
ngay cly trong dia Petri (28°C, t61). Huyén phi ndy dugc pha loang dén 10 d@é tao
ra dung dich chira khoang 100 vi khuan trong m&i ml sin sang dé phun nhu dugc
md ta dudi day.

Trong lugng ti€u chudn cta 0,5g hat gidng Cassiopeia gibng 6 Lolium
perenne dugc gieo trong khay cdy giéng chira phan tron John Innes s6 1 va phu

mot it phéan tron.

Céc khay riéng 1& dugc dat trong khay 16n hon va dugc cung cép du nudce
trong phong sinh truéng & chu ky 21°C/15°C ngay/dém 16/8 gio trong 20 ngay.
Sau d96, cé dugc cht véi dd cao 12 2cm tinh tir mat dht b?ang cach sir dung kéo (céac
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méAu ngin dugc loai bo) va céc hon hop xir 1y sau dugc sir dung ¢6 s dung may

phun suong gia dung cam tay:
Thir nghiém 1. Hén hop xir Iy
Nude dbi chimg + sucroza 3%
Gd + nuéc + sucroza 3%
Thir nghiém 2: Hon hop xir 1y
Gd + nuéce
Gd + nudc + sucroza 3%
Gd + nuéc + Tween 0,1%
Gd + nudc + Go6m Arabic 0,3%
Gd + nudc + sucroza 3% + Tween 0,1%
Gd + nuéc + sucroza 3% + Gom Arabic 0,3%
Gd + nudc + sucroza 3% + Tween 0,1% + GOm Arabic 0,3%
Trong lugng kho cla cdy gibng da nay mam

Cay gibng dugc loai ra khéi aga bang kep va toan b lugng aga con lai duge
rira khoi . MBi cdy gibng dugc dit trong tii gidy va dugc dat 16 80°C trong 48
gid va sau 46 duge cén.

Cac két qua tir thir nghiém 1 va thir nghiém 2 duoc thé hién 13n lugt trén
Fig.1 va Fig.2.

Cac két qua trén Fig.1 cho thy trong lugng khé trung binh cua c6 tang lén
dang ké (0,09676g trong bidu d6 khong dugc ciy va 0,1276g trong bidu db duge
chy). Cac trong lugng khéd nay chénh léch déng ké v6i P<0,01. Do d0, viée cay
theo phurong phép nay rd rang din dén su tang cudng sinh truéng dang ké.

Céc két qua nay dugc thé hién trén Fig2 cho thdy chénh léch dang ké
(P<0,001) gitra Gd/S/T /GA va trong lugng kho cao nhét tiép d6 (Gd/T) va Gd/S/T,
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chimg minh tac dung hiép ddng ciia hdn hop ba thanh phén. Gd va Gd/S khong c6
chénh l&ch dang ké véi P=0,05.

Vidu?2

Sy hinh thanh khuin lac & cdy ché (Camellia sinensis) béi Gluconacetobacter

diazotrophicus (Azoticus)
Sinh san sinh dudng tir than cit

Bién phap chuin d& nhan gibng sinh dudng cho cic dong vo tinh cla cdy
che 13 ct 14 don. Tir than 16n hon gém khoang bbn dén sau mat va mot ngon chdi,
céac ghr:’in than va 14 dugc chon dya trén tinh trang ctia mé (nghia 14 khong c6 sdu
va bénh). Phin dwgc chon dé cit nam gilra phin gb d6 va xanh 14 cdy nhu dugc
khuyén nghi trong tai liéu Yamasaki et al. Soil and Crop Management, (2008)
SCM-23). Céc chdi méi truéng thanh chira phan v mau dé nhat lién k& véi 14
trudng thanh véi céc chdi néch dang nay tich cuc dugc thiy 1 tao ré thanh cong
nhét.

Tir céac phf‘m dugc wu tién, mau duogc chon bao g&“)rn ph{“m than 3-5cm va mét
14 khoe manh. M3i phan than dugc cit bang cach st dung k¥ thuat cét chéo (1)
khoang 0,5cm phia trén 14 (2) va mot lan ct chéo nira phia du6i 4 quanh abt (3)
tranh chén ép hodc lam giép vi tri vét throng (xem Fig.3A.)

Chan ciia mdi than cit ciia cdy ché dugc nhing vao dung dich axit indol
butyric 1% va dugc dit vao cac binh riéng biét; phin cht nay duge trong voi phén
than thing hoi nghiéng sao cho 14 khdng cham dét. Mdi binh chira cat va hén hop
ct John Innes s 1 véi ty 1€ 4:1, dugc bdo hoa boi nwée. Mt trén cla mdi phén cat
duge ap dung 20pl nudc, hodic 20pl Gd vai 2,5 x 10°cfu/ml trong nuée, va 4o Am
ctia m3i mau duoc duy tri bing céch phii tim nhya 1én méi binh va phun nude nhe

nhang.

Sau 3 thang sinh trudng, va dé x4c nhan su hinh thanh khuén lac thanh cong
ciia Gd & than cét, than cét khong duoc ciy va than cét duge cdy dugc 14y ra tir céc

binh. M&i phin cit dugc chia thanh céc phan 12 (2) dinh chdi, gdm ca vi trf cy (4)
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trén Fig.3B, (b) phin mit (5) trén Fig.3B, va (C) phén thén dudi gbm mo ré bit ky
(6) trén Fig.3B. Cac phin nay sau d6 dugc chp ddng nhanh trong nito 1éng.

Quy trinh phan 14p ADN tu mdi phin cit (nghia 12 4, 5 va 6 trén Fig.3B)
duoc tién hanh bang cach st dung chét phan ng TRIzol theo quy trinh clia nha
san xut va PCR dugc tién hanh. Phan Gmg PCR dugc tién hanh 14 phan tng hai
buédc nhu duge md ta bai Tian et. al, (2009); bude dau tién sir dung GDI-25F (5°-T

AGTGGCGGACGGGTGAGTAACG-3") va GDI-923R (5-
CCTTGCGGGAAACAGCCATCTC-3") ma khuéch dai san phdm 899bp chira don
vi siéu sao chép cua cac doan mdi GDI139F
(5 TGAGTAACGCGTAGGGATCTG-3’) va GDI916R G-

GGAAACAGCCATCTCTGACTG-37), doan mdi GDI916R dugc thiét ké dya trén
thong tin trinh tir 16S rADN c6 sin trong co s& dit liéu cia Ngin hang Gen. Sau
budc bién tinh ban diu & nhiét do 95°C trong 3 phut, profin nhiét do sau duogc thyc
hién 32 14n; bién tinh trong 20 gidly & nhiét 46 95°C, U trong 45 gidy & nhiét do
55°C, va kéo dai trong 20 gidy & nhiét do 72°C, véi budc kéo dai cudi cing 1a
trong 5 phut & nhiét 6 72°C. Sau d6, mot microlit san phdm PCR nay dugc 13y va
dung 1am miu cho budc thir hai cua phan tng PCR c¢6 st dung GDI39F va
GDI916R. Su bién ddi thong sé trong 1in hai bao gdm tang nhiét d6 0 dén 62°C
trong 15 gidy, va tang sb luong chu ky 1én 39. San phim khuéch dai PCR duogc
phén tich trén gel agaroza 1% da nhudm ethidi bromua ciing nhu duge giai trinh tir
& xac nhan danh tinh ciia san phdm (Fig.4.).

Péng ngac nhién ring, AzGd khong dugc phat hién & phan 4 ciia phan cit
cly ché goi y rang AzGd di chuyén huéng gbe tir vi tri vét thuong sau khi cy,
dugc phét hién 13n luot & phén 5 va phén 6.

Céc két qua giai trinh ty va BLAST sau d6 xé4c nhén ring c4c vach nhin
thiy & phin 1 ciia cay dbi chimg 13 két qua cta lién két khong ddc hidu cia bo
doan mdi da st dung, v6i vach 4 nhin thdy & phé‘m 2va phf“m 3 ctia mod dugc ciy
dugc nhan dién 12 Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5 (& 46 nhén dién 100%,
d6 bao phi trinh tyr truy véin 86% va gia tri E 1a 7e-04). Cac két qua nay goi ¥ réng

AzGd di c6 sb ban sao thip trong mo duge chy vin thanh cong hinh thanh khuén
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lac Camellia sinensis sau khi cy vi tri vét thwong. Day c6 thé 13 vi dy dAu tién vé
su hinh thanh khuén lac b&i Gd & cdy 14u ndm.
Vidu3
Nghién ciru v& tac dung ciia hdn hop xit Iy dén sinh khéi co

Cé dugce tréng trong budng sinh trudng cdy (Fitotron®) (23°C/15°C ¢ 40
4m 65%) trong cac khay hat sir dung phéan tron John Innes sé 1, trong 2 tuin. Sau
d6 né dugc cit v6i dd cao 8cm va dugc phun ngay véi 10ml hdn hop xir Iy nhur
dugc thiét lap dudi day béng cach st dung mdy phun gia dung.
Hon hop xtt Iy
1. Nuée
2. Sucroza 3% + Tween 0,1% + Gom Arabic 0,3%
3. Nuée + Gd (2,5x10° cfu/ml)
4. Nude + sucroza 3% + Tween 0,1% + Gom Arabic 0,3% + Gd (2,5x10° cfu/ml)
5. Nuéc + sucroza 3% + Tween 0,1% + Gom Arabic 0,3% + Gd (2,5x10* cfu/ml)
6. Nude + sucroza 3% + Tween 0,1% + GOm Arabic 0,3% + Gd (2,5x10° cfu/ml)
7. Nude + sucroza 3% + Tween 0,1% + Gom Arabic 0,3% + Gd (2,5x10° cfu/ml)
8. Nude + sucroza 3% + Tween 0,1% + Gom Arabic 0,3% + Gd (2,5x107 cfu/ml)

Cé dugc dua lai Fitotron thém 2 tudn trong cac diéu kién sinh truong tuong
tu. 5 cay, dugc chon nglu nhién, dugc cht & mit dat dé tao ra mét mlu va duge
can. Cong doan nay dugc lap lai thém nim 13n dé tao ra tong sb sdu mau cho mbi

cachxtrly.
Nhitng mAu nay dugc lam khé trong 10 trong 48 gidy va dugc can.

Céc két qua duge thé hién trén Fig.5. Céc két qua nay cho thdy ring, mién 13
c¢6 mot it sucroza dé hd tro su sinh trudng cia Gd, thi sinh khdi cia cd ting lén
cling voi viéc bd sung Gd tuy thudc vao ché phém. Hon nira, sy ting 1én nay phu

thudc vao liéu, trong d6 sy sinh trudng tbi wu quan sat dugc & 2,5x10% cfu/ml. Do

-15-

15/22



52910

6, néu c6 dugc xir 1y 14 co ddng co trong d6 viée t61 da hoa sinh khéi 12 c6 loi, thi
lidu nay c6 thé 13 ¢6 lgi. Tuy nhién, néu 6 duogc xir Iy 13 ¢d san vuon hodc co bai
¢, thi sinh khéi thip hon véi d6 tuoi xanh téng cuong c6 thé 13 ¢6 1¢i & chd nd ¢6
thé cai thién vé bé ngoai ma khoéng lam ting nhu chu phai cit hogic xén thém nita.
Trong trudmg hop nay, lidu it hon hodc nhidu hon 2,5x108 cfw/ml c6 thé dugc sit
dung.

Vidu4

Thr nghiém thyc té

Ché phém chita nudc + sucroza 3% + Tween 0,1% + gdém Arabic 0,3% +
Gd (2,5x10° cfw/ml) dugc sit dung cho mdt manh cb cit 1m? (thiét lap bai co
Lolium perenne) so v6i manh ¢ cit 1m? khong duge cly chi dugc xir ly v6i nuée
(dbi chimg).

Ché phim va nuéc duge sit dung, trong vong 30 phut, 1én c6 mdi dugc cit,
bang cach st dung méy phun suong gia dung dé chay tran. Manh dbi chimg duge
céch ly véi manh duge xir ly bing man nhya. Viéc sit dung nay duoc thuc hién vao
budi chidu mudn khi ding gio.

Céc manh 1m? duge 14y miu con béng céch sir dung phin tu ddy 20cm
vubng bing céch dém sé luong hoa hinh thanh hoan toan va no hoan toan.

Céc két qua tir mdi 20cm vudng trong mdi manh dugc tinh trung binh va
cac két qua nay duoc thé hién trén Fig.6. RS rang la viéc xir 1y Gd, &p dung theo
céch ndy, c6 anh hudng déng ké dén sy phat trién hoa.

Vidus
So sanh c4c thanh phén cta ché phérn

Phuong phap trong vi du 3 dugc lap lai bang cach str dung cac ché pham

khac nhau chira cic thanh phin riéng 1€ clia ché phim dugc sk dung trong thir

nghiém do. Cu thé 13, cac ché phém duogc st dung trong thir nghiém nay nhu sau:
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H3n hop xir Iy

1. Nuéc

2. Nuée + Gd (2,5x10° cfu/mli)

3. Nudc + sucroza 3% + Tween 0,1% + Gom Arabic 0,3% + Gd (2,5x10° cfu/ml)
4. Gom Arabic 0,3% + Gd (2,5x10° cfuw/ml)

5. Sucroza 3% + Gd (2,5x10° cfu/ml)

6. Tween 0,1% + Gd (2,5x10° cfu/ml)

Co AberGlyn dugce trdng trong 2 tuln trong d4t John Innes s6 1 trong budng
sinh truéng ciia cdy (Fitotron®) trong didu kién 23/15°C, d6 Am 80%. C6 durge cat
t&1 46 cao 8cm v6i kéo, cac phin cét dugc loai b6 va cé durge phun ngay véi 10ml
hdn hop x1t 1y bing cach sir dung may phun gia dung. C6 dugc dua lai budng sinh

truéng cia cdy thém hai tudn nira.

Nam cay dugce chon ngAu nhién tir khay va gom chung d¢€ tao ra mot miu va
duge can. Cong doan nay duge 1dp lai thém nam lan dé tong so sau mau duge lay

cho mdi xtr ly. Cé dugce 1am kho trong 48 gid & nhiét 4o 80°C va sau do duoc can.

Chc két qua duge thé hién trén Fig.7. Thir nghiém nay cho thdy ring thanh
phén dugc st dung c6 anh hudng dén sy sinh trudng cua cd. Trong vi du nay, chét
hoat dong bé mat 1am ting trong lugng kho nhiéu nhét. Gom Arabic thé hién su cai
thién cén bién chi cao hon so vdi dbi ching, c6 thé do thyc té 1a chét hoat dong bé
mit ndy c6 thé cin dé hd trg Gd lan rong trén cdy va gilp chét 16ng di vao vét
thiwong cia cd (mic du trong trudng hop nay, hdn hop nay khong thé hién muc cai
thién nhu mong dogi). Mot 13n nira hdn hop xi ly nuéc + Gd tuong ty vdi dbi
chimg vi thé chi ra ring Gd cin bd sung it nhét 13 mot s6 thanh phan trong cac

thanh phan ndy @& hinh thanh khuén lac & vét thuong.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phéap bao gbm viéc phén phéi cho cay hodc hat gidng ché phdm chira
Gluconacetobacter diazotrophicus, polysacarit, va chét tiy rira khong ion.

2. Cay hodc hat gidng chira ché phidm chita Gluconacetobacter diazotrophicus,
polysacarit, va chét tiy rira khong ion.

3. Phuong phép theo diém 1, trong do Gluconacetobacter dzazotrophzcus 1a chiing
duogc ndp luu tai CABI & Anh véi s6 tiép can IMI 504958 hodc s6 tiép can IMI
504998, hoic bién thé ¢b dinh nito ctia ching nay.

4, Cay hogc hat gidng theo diém 2, trong do Gluconacetobacter dzazotrophzcu s l1a

ching dugc np huu tai u\.m & Anh véi sb tiép can IMI 504958 hodc s

IMI 504998, ho#ic bién thé cb dinh nito ciia ching nay.
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5. Ché phim hoic kit chita Gluconacetobacter diazotrophicus, polysacarit, va chét
tdy rira khong ion, trong do Gluconacetobacter dzazotrophzcus 1a ching duge ndp
Iru tai CABI & Anh véi sé tiép can IMI 504958 hodc s tiép can IMI 504998, hoic
bién thé ¢b dinh nito cla ching nay.

6. Dung dich phun cho céy chita Gluconacetobacter diazotrophicus, polysacarit, va
chét thy rira khong ion.

-18-

18/22



19/22

52910

1/4

Fig. 1

i Gd

t dit clia cd cit dwoe xiv Iy voi

trén ma

in

h

Geolap

g lrong khd

3

Tron

eaaanasssaesiaany

0.14 -

(6) oyy Budny Budy y

o
i

<

.08 -

0

W
<
o

¥ 4

04

o
<
<

£0

1 Sunag

H
H
H
H
H
H

0

ay

A

Puoc ¢

ay

z

duge ¢

Khong

Fig. 2

t dwere cay

S

ta co cd

3 |
% |
wo ‘
o : i
N B i
(@ i i
& } |
| ~B H i
K] : H i
- i {
L :
m i
-] . t

] §

L ©

Le

| M
L
P e ;
o
=

)

=

e H
A i
i
oy Bubday Buday yurg Buna g,




52910 20/22

2/4

Fig. 3

4 e}
“"“"“§

N

— f‘

5 el
L

6

R

o .

AzGd Cay
aune chy




21/22

52910
3/4
Fig. 5
Trc;vng lwong khd trung binh
od

R

138 Pl 5 o2 o) o o
G G wm wm
o o e o w0 <

Broyy Buday budi |

y

2
A

X by
t dwoc ca

2

2

>

Fig. 6
g Co Ca

yng hoa ctl

z

S6 lwon

o 6 & ol g

eoy Buday gs yuig Buna

Puoc chy

Béi chirmg




52910

22/22

a/4

Fig. 7
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