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Abstract

It has long been known that Bacillus thuringiensis (Bt) was successfully used for the control of insect pests. In
addition, a research on the ability to produce abundant chitinolytic enzymes (chitinase) of Bt have been done.
Chitinase produced by Bt can be applied in agriculture to control of fungal pathogens. In this study, 452 Bt strains
isolated in the Northeast of Vietnam were screened for chitinase-producing strains, resulting in 107 strains
(making up 23.67%). In 31 strains with the high chitinase activity, 22 strains (accounting for 70.97%) were
selected and screened for genes encoding chitinase protein; they are studied about culture conditions which is
influent to chitinase activity. The factors for chitinase biosynthesis of selected strain were optimized, including:
substrate source as chitin at 0.5% concentration; Carbon source as corn flour; Nitrogen source: soybean meal;
Medium pH at 7 and culture temperature at 28°C. In other hands, five strains releasing toxicity against pathogenic
fungi F. oxysporum and R. solani were screened from 31 strains with antifugal ring diameters in the range 5 -13
mm. These strains will be a source of raw materials for research to develop bioproducts that use to control both
insects and plant diseases in crops.
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1. PAT VAN BE

Ngudn gen vi sinh vat néi chung, ngudn gen
vi khun Bt néi riéng c6 vai trd quan trong trong
chién lwgc phat trién cong nghé sinh hoc. Vi
khuan Bt dwoc rng dung réng réi trong cac linh
vic: néng - 1am nghiép nhw san xuét thubc tr
sau sinh hoc, tao giéng cay tréong bién dbi gen
c6 kha nang khang sau bénh [3]; trong y t& nhw
kiém soat mubi - vecto truyén nhiéu bénh nguy
hiém (sét rét, sét xuat huyét, viem ndo Nhat
Ban, bénh giun chi, bénh sui chan voi); moi
trwong (diét rudi tai cAc trang trai chdn nudi gia
sdc, gia cam)...

Bén canh viéc san sinh protein doc t diét con
tring, trong qua trinh sinh trwdng phat trién vi
khuan Bt con san sinh mét sé chat chuyén hoa
(trong d6 c6 chitinase) va dwoc xem la dbi twong
c6 khd nang sinh chitinase rat phong phu.
Chitinase c¢6 vai trd quan trong trong d&i sdng
cung nhw trong nghién ctu khoa hoc. Hién nay,
chitinase dwoc rng dung chi yéu trong san xuét
chitooligosaccharide, nano-chitin, N-acetyl D-
glucosamine |a nhirng san pham cé gia tri kinh
t& va rng dung cao, an toan déi v&i con nguoi,
moi trwdng va dwoc str dung trong néng nghiép,
thwe phdm va y dwoc. Ngoai ra, chitinase con
dwoc st dung nhw thudc trir sau sinh hoc trong
ndng nghiép nhd kha nang phan hdy cau tric
chitin trong thanh té bao cta ndm gay bénh va
con trung. Chitinase tr Bt cé hiéu qua hon
chitinase tir B. licheniformis trong viéc lam tang ti
I& ndy mam cla hat dau lay nhiém nadm gay bénh
[4]. Cac nha khoa hoc Trung Qubc da phan lap
gen chiA ma héa chitinase ho 18 tr ching B.

thuringiensis YBT-9602, réi gay dot bién gen
ChiW50A, ChiW50A dét bién cé tac déng cong
hwéng dang ké véi cac ché pham bao t& - tinh
thé cta Bt chéng lai 4u tring loai Helicoverpa
armigera (thudc Bo6 canh vay) va Caenorhabditis
elegans (b6 Giun tron) va rc ché sy phat trién
moét sé ndm gay bénh thuc vat [5]. Gen chiA ma
héa endochitinase cta ching B. thuringiensis
subsp. tenebrionis DSM- 2803 da dwoc tao dong
va biéu hién trong E. coli, enzym tai t hop c6 tac
dung lam gidm sy tdng trwdng cla nam
Colletotrichium gloeosporioides — tac nhan gay
bénh than thv & thwc vat [2].

Trong nghién clru nay, chdng téi tién hanh
sang loc, tuyén chon céac chang vikhuan Bt phan
lap & Viét Nam c6 kha nang sinh chitinase cao
nham cung cap ngudn nguyén liéu phuc vu cho
cac nghién cru tao ché pham sinh hoc Bt m&i c6
tdc dung kép trong phong trir sdu - bénh hai cay
trbng hwédng téi xay dwng mét nén ndéng nghiép
sach, bén virng tai Viét Nam.

2. VAT LIEU VA PHQIONG PHAP
2.1 vatliéu

Céc chang vi khuan Bt phan lap & khu vuc
Pong Bac B6 Viét Nam trong bd swu tap Bt Viét
Nam. Hai ching vi nAm gay bénh thwc vat F.
oxysporum va R. solani do B& mon Vi sinh —Hoc
vién Néng nghiép cung cap.

Héa chét: Chitin powder (Sigma), dung dich
Lugol 1%, N-acetyl D-glucosamine(Sigma), cao
nam men (Merk), peptone (Merk)...Thang DNA
chuén (Thermo scientific, kich thwéc 10 kb). Cap
mdi chiF va chiR cé trinh tw sau:

chiF ATAGAATTCATGGCTATGAGGTCTCAAAAA
chiR ATCTCGAGGTTTTCGCTAATGACGGCATT.

2.2 Phaiong phap

2.1.1. Sang loc hoat tinh thiy phéanchitin

Hoat tinh thdy phan chitin dwgc dinh tinh
theo phwong phap khuéch tan trén dia thach.
Dia thach chira co chét chitin huy&n phu 0,5%
dwoc duc 16 dwdng kinh 0,8 cm. Mbi giéng nhd
100ul dich enzym tho réi dé 2-3 tiéng & 4°C dé
enzym khuéch tan vao thach. Sau d6 chuyén
dia vao 0 37°C, trong 14 — 16 gid rdi lay ra
nhudm bang dung dich 1% lugol. Bwdng kinh
vong thay phan dwoc xac dinh bédng D — d (D:
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dwdrng kinh vong ngoai viing khéng bt mau
thudc nhudm, d: dweng kinh 16), thé hién hoat
tinh twong déi cia enzym.

2.1.2. Xac dinh hoat tinh chitinase

Phan &ng gdm 0,5 ml dung dich chitinase va
0,5 ml chitin huyén phi 1%, G & 55°C trong 60
phat. Dirng phan &ng béng cach dun céch thay
hén hop trong 5 phiat. Sau d6, ly tam téc d6
10.000 vong/phat trong 5 phat réi thu dich.
Lwong N-acetyl D-glucosamine dwoc xac dinh
dwa vao dbé thi chuan biéu dién sy twong quan
tuyén tinh gitta ham Ilwong N-acetyl D-
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glucosamine va gia trj OD (Hinh 1). M6t don vij
hoat dd chitinase dwoc xac dinh la lwong
enzyme can thiét dé giai phéng ra 1 pmol N-

acetyl D-glucosamine trong thoi gian 1 phut &
40°CvapH=7.
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Hinh 1. D thi chuan xac dinh ham lgieng N-acetyl D-glucosamine theo phajong phap Miller

2.1.3. Phwong phap PCR nhan gen chiA

PCR nhan doan ma hoéa gen chiA dwoc thwc
hién trong hén hop cac thanh phan gém: 2 pl
dNTPs; 2 pl buffer; 1 pul méi xudi (10 pmol/ul); 1 pl
moi ngwoc (10 pmol/ul); 1 ul glycerol; 1 pl DMSO;
0,3 ul Taq polymerase; 2 ul DNA; 9,7 pl nuwéc cat
da loai ion va kht tring, téng thé tich 20 pl. Qua
trinh PCR dwoc thwe hién theo chu trinh nhiét:
bién tinh: 94°C trong 2 phat, bién tinh 94°C trong
30 giay, gan méi: 60°C trong 30 giay, kéo dai 72°C
trong 1 phat 30 giay, lap lai 30 chu ky tr bwéc 2,
kéo dai & 72°C trong 10 phat va két thic & 4°C.
S& dung cap mdi dac hiéu chiF va chiR cho phan
trng nhéan gen chiA.

2.1.4. Nghién ctu diéu kién nudi cdy ching Bt
sinh téng hop chitinase

Diéu kién nudi cly cac ching Bt sinh téng
hop chitinase (ngudn co chét, ndng dé co chét,
ngudn cac bon va ni to, pH méi trwdng, nhiét
nudi cdy) dwoc khao sat lan lwot qua 6 thi
nghiém. Yéu t6 khdo sat cta thi nghiém truwdc
dwoc dung ngay cho thi nghiém tiép theo.

Ngudn co chét: Méi trwdng MTCS véi pH= 7
& nhidt d6 28°C, bd sung bot chitin (Sigma) da
dwoc thdy phan thanh dang chitin huyén phu,
chitin thé dang vay tr vé tdm, v& cua véi ndng do
1%. Sau 96 gi® nubi, thu dich thé d& xac dinh
hoat tinh.

Néng dé co chét: Méi truong MTCS véi pH=
7 & nhiét d6 28°C, bd sung chitin huyén phu &
cac ndbng do: 0; 0,5; 1 va 1,5. Sau 96 gid nuédi,
thu dich enzym thé dé xac dinh hoat tinh.

Ngudn cac bon: Méi trwéng MTCS, VOi pH=7
¢ nhiét do 28°C, p4 sung chitin huy&n phi ndng

dé 0,5%. Ngudn cac bon: glucose, sacharose va
bot ngd. Sau 96 gid nudi, thu dich thd dé& xac dinh
hoat tinh enzym.

Nguén ni to: Méi trwdng MTCS (glucose dwoc
thay bang bot ngé), véi pH= 7 & nhiét d6 28°C,
bd sung chitin huyén phu néng dd 0,5%. Cao
ndm men dwoc thay thé bang cac ngudn ni to
khéac: bét dau twong, cao thit vauré.

pH méi triromg: Moéi tredng MTCS, v&i nhiét
do6 28°C, bd sung chitin huyén phi 0,5%, pH mbi
trwdng la 6, 7 va 8. Sau 96 gi& nudi, thu dich
enzym tho dé xac dinh hoat tinh

Nhiét d6 nudi cay: Méi truorng MTCS, pH7, bd
sung chitin huyén phu 0,5%, nuéi lac & cac nhiét
do: 20, 28 va 37°C. Dich enzym thé dwoc thu sau
96 gid nudi dé xac dinh hoattinh.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1 Sang loc hoat tinh thay phan chitin cta
cac chung Bt phan lap

Tl 452 chlng vi khuén Bt phan lap & cac dia
phwong thudc khu vuc Déng Béc Bo, tién hanh
sang loc kha nang sinh enzym thldy phan chitin
trén moi trwdng thach cé bd sung chitin. Két qua
thu dwoc 107 chdng c6 khd nang thdy phan
chitin (badng 1). Trong d6, 31 chling cé duwdng
kinh vong thay phan Ién (tv 20 — 30 mm), sb
chiing c6 kha n&ng sinh chitinase chiém ti l&
23,67%:; day se la ngudn nguyén liéu déi dao cho
khai thac va &ng dung san xuét chitinase. Két
quéa nay la phu hop so véi két qua nghién ciru
cla Shivalee [7], dwdong kinh vong thdy phéan
chitin I&n nhét cGa cac chang vi khuan phan lap
tor dat 1a 30 mm.

11
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Bang 1. Két qua sang loc hoat tinh thay phan Tién hanh xac dinh hoat tinh chitinase cta 31
chitin cia cac chung Bt phan lap ching Bt ndi trén va 1 ching Bt c6 dwong kinh
vong phan giai nhd nhat (3 mm: ching HT1.2).
Puwéng kinhvong Két qua khao sat cho thay, chitinase tr chiing Bt
STT thiy phan Sé ching MSSl‘.l s[nh ra la cao nhat (dat 0,54 U£/ml), }iép
(D-d: mm) theo la ching TQ3.3 dat 0,53 U/ml va thap nhat la
- ching HT1.2 phan lap & Hoa Binh v&i hoat tinh
1 0 345 chi dat 0,03 U/ml (hinh2).
2 1-10 42 Trong két qua nay, hoat tinh chitinase cla
3 11 - 19 34 ching Bt MSS1.1 la cao nhét, dat 0,54 U/ml, cao
4 20 - 29 30 hon 2,3 lan so v&i ching Bt dwoc ph‘én lap &
Pakistan (hoat tinh dat 0,23 U/ml) [6]. Diéu d6 cho
5 2 30 1 Y N . p A AL i
= — thay, cac chung vi khuan Bt phan lap & Viét Nam
Tong so6 452 c6 tiém nang Ién trong khai thac chitinase.
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Hinh 2. Sang loc hoat tinh thay phan chitin ciia mét sé chdng Bt (A)
Hoat tinh chitinase clla 13 chdng Bt khac nhau. (B)
(1. MSS1.1; 2. HL2.3; 3. HT1.2; 4. DHG1.1; 5. BC)

3.2 Phén 1ap, sang loc gen chiA kb

DNA hé gen cla 31 ching Bt c6 kha nang
sinh chitinase da dwoc tach chiét va dung lam 1.3
khuén dé khuéch dai doan gen ma hoa protein
ChiA bang phwong phap PCR s dung cdp mbi
dac hiéu chiF va chiR. Két qua cho thdy, da
khuéch dai dwoc 22 doan gen chiA véi kich
thwdc khodng 2 kb tlr 22/31 ching duwoc lya Hinh 3. Két qua sang loc gen chiA t cac
chon (hinh 3). Nhw vay, sé chiing mang gen chiA chdng Bt co kha nang phan giai chitin:
chiém ty 1& t&i 70,97%. Két qua nay lam co sé& M. marker; 1- 8. th& twr cac ching MSSL.1,

. n L g N s TQ3.3, TD8.12, TQLA4.6,

cho cac nghién cwu tiép theo, dong th‘O’I lam MSS7.6, MSS6.4, Bt 1.4, DHG1.1.
phong phu thém cho B& Swu tap nguon gen
chitinase ctia cac chang Bt Viét Nam, phuc vu 3.3 Nghién ctru diéu kién nudi cly ching
cho nghién ctu va irng dung sau nay. Bt sinh téng hep chitinase

0.1
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3.3.1. Nguén co chét

M®éi loai vi sinh vat thich hop véi mét loai co
chét chitin ¢6 ngudn gbc khac nhau, khi st dung
ngudn co chat cam ng thich hop véi ndng do
tdi wu c6 thé khai thac tdi da kha ning sinh téng
hop enzym thay phan chitin ctia méi loai vi sinh
vat. Khi st dung bot chitin lam co chat cdm &ng,
hoat d6 chitinase do 31 chung Bt sinh ra déu dat
m&c dd cao hon so véi khi st dung co chét 1a vd
tém va vo cua (bang 2). Nhw vay, bét chitin la co
chét thich hop cho kha nang sinh chitinase cla
cac chang Bt da Iwa chon.

3.3.2. Néng do co chét

Co chét chitin déng vai trd nhw chat cdm (rng
cho qua trinh sinh tdng hop enzym twong ng.
Khi st* dung co chét chitin vao moi trwong nubi
cdy se tdc dong manh dén sinh trwédng va sinh
tdbng hop chitinase ctia 31 chdng Bt lwa chon.
Két qua thé hién & bang 2 cho th4y, khi khdng c6
mat chitin trong méi trwdng nudi cay, cac ching
vi khudn Bt van sinh tdng hop chitinase nhung
hoat d6 rat thap (< 0,1 U/ml). Khi bd sung chitin
v&i néng do 0,5% thi hoat tinh chitinase sinh ra
cao nhéat (dat 0,52 - 0,70 U/ml).

Bang 2. Hoat d6 chitinase (U/ml) cda 31 ching Bt
khi st* dung ngudn co chat va nong dd co chat khac nhau

o Nguodn co chat Nong dé co chat (%)
KI higu Bot - ,
TT chdng chitin Vo tom Vo cua 0 0,5 1 15
1. DHG13.6 0,54 0,36 0,39 0,01 0,54 0,40 0,40
2. DHG8.3 0,52 0,34 0,42 0,03 0,55 0,42 0,41
3. DHG9.2 0,62 0,40 0,42 0,12 0,62 0,40 0,42
4, DHG10.5 0,61 0,39 0,40 0,03 0,62 0,41 0,40
5. MHY1.6 0,57 0,45 0,46 0,01 0,60 0,49 0,50
6. MHY1.7 0,56 0,41 0,43 0,02 0,59 0,44 0,45
7. MHY1.9 0,64 0,49 0,51 0,09 0,67 0,53 0,52
8. MHY10.2 0,55 0,43 0,44 0,03 0,55 0,45 0,44
9. MHY13.5 0,53 0,41 0,42 0,01 0,52 0,42 0,42
10. | MHY13.6 0,58 0,46 0,49 0,02 0,56 0,51 0,49
11. | MHY13.7 0,57 0,39 0,45 0,02 0,58 0,50 0,51
12. | MHY13.2 0,60 0,48 0,52 0,05 0,60 0,54 0,54
13. | TD3.18 0,57 0,41 0,50 0,01 0,59 0,50 0,50
14. | TD8.12 0,59 0,46 0,55 0,04 0,56 0,55 0,55
15. | HT2.2.6 0,58 0,48 0,48 0,11 0,60 0,49 0,48
16. | HT3.1.2 0,58 0,45 0,49 0,08 0,59 0,52 0,51
17. | HT2.2.2 0,55 0,37 0,48 0,03 0,57 0,50 0,48
18. | HT3.1.8 0,58 0,45 0,47 0,01 0,60 0,48 0,49
19. | HT3.2.5 0,59 0,44 0,50 0,00 0,59 0,52 0,51
20. | 27.6TN 0,62 0,53 0,60 0,05 0,62 0,61 0,60
21. | 11.1 TN 0,56 0,48 0,54 0,02 0,55 0,50 0,50
22. | TQ3.3 0,65 0,48 0,55 0,12 0,68 0,58 0,59
23. | TQL4.6 0,58 0,46 0,51 0,02 0,58 0,51 0,51
24. | Bt1.4 0,60 0,47 0,50 0,02 0,61 0,51 0,50
25. | MSS1.1 0,67 0,47 0,52 0,14 0,70 0,55 0,55
26. | MSS7.6 0,56 0,42 0,56 0,03 0,59 0,56 0,56
27. | MSS6.4 0,60 0,41 0,46 0,01 0,60 0,50 0,46
28. | MSS6.3 0,59 0,50 0,52 0,01 0,61 0,54 0,53
29. | MSS8.3 0,61 0,51 0,53 0,02 0,62 0,53 0,53
30. | RH2.1 0,62 0,43 0,49 0,09 0,64 0,52 0,52
31. | HDC4.7 0,54 0,44 0,50 0,07 0,55 0,50 0,49
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3.3.3. Nguén céc bon

Khi glucose trong méi trwdng co s& dwoc thay
thé bang cac ngudn cac bon khac nhau thi
chitinase sinh ra co6 hoat tinh khac nhau (Bang 3).
Trong méi trwdng st dung bot ngd lam ngudn cac
bon chinh, hoat tinh chitinase dat cao nhat (0,62 -
0,77 U/ml), cao hon so v&i mdi trudng co sé& ban
dau st dung glucose lam ngudn céc bon (hoat tinh
dat 0,52 — 0,67 U/ml). Hoat tinh chitinase sinh ra
th4p nhat (0,34 - 0,52 U/ml) trong mdi trudng co
ngudn céc bon la saccharose. Nhw vay, ngudn cac
bon thich hop nhét cho sinh tdng hop chitinase cta
cac chang lwa chon la bot ngo.

3.3.4. Nguén ni to

Két qua khao sat anh hwéng cta nguén ni to
thé hién & bang 3 cho thay, khi b6t dau twong
dwoc st dung lam nguén ni to thi hoat tinh
chitinase thu dwoc cao nhét, dat t&i 0,62 — 0,79
U/ml. Khi s& dung urea lam ngudn ni to' thi hoat
tinh chitinase thu dwoc thdp nhat hon, chi dat
0,31 - 0,45 U/ml. Trong khi d6, hoat tinh chitinase
cta chang ndm Penicillium sp. M4 dat cao nhét
khi méi trwong duwoc bd sung urea [8]. Nhw vay,
c6 sy khac biét vé nhu cau ni to gitra vi khuan Bt
va nadm Penicillium.

Bang 3. Hoat do chitinase (U/ml) cua 31 chung Bt khistr dung ngudn cac bon
va nguon ni to khacnhau

Ki hia Nguon cac bon Nguon ni to
TT ! ’leu Bot ngd Glucose | Saccharose B6t dau Urea Cao thit
chdng teon
g
1. DHG13.6 0,63 0,55 0,37 0,67 0,35 0,57
2. DHGS8.3 0,62 0,52 0,40 0,65 0,32 0,56
3. DHG9.2 0,72 0,61 0,43 0,73 0,37 0,62
4, DHG10.5 0,70 0,63 0,46 0,73 0,41 0,60
5. MHY1.6 0,68 0,60 0,47 0,70 0,45 0,61
6. MHY1.7 0,67 0,59 0,45 0,69 0,40 0,60
7. MHY1.9 0,74 0,63 0,52 0,77 0,43 0,64
8. MHY10.2 0,63 0,55 0,44 0,68 0,35 0,55
9. MHY13.5 0,60 0,53 0,42 0,62 0,33 0,52
10. MHY13.6 0,65 0,60 0,46 0,66 0,41 0,59
11. MHY13.7 0,68 0,59 0,41 0,69 0,40 0,58
12. MHY13.2 0,70 0,61 0,52 0,70 0,44 0,58
13. TD3.18 0,67 0,59 0,50 0,69 0,40 0,55
14. TD8.12 0,69 0,62 0,45 0,69 0,35 0,53
15. HT2.2.6 0,68 0,59 0,46 0,70 0,39 0,58
16. HT3.1.2 0,71 0,58 0,46 0,71 0,40 0,61
17. HT2.2.2 0,65 0,55 0,45 0,63 0,36 0,50
18. HT3.1.8 0,68 0,60 0,45 0,69 0,37 0,60
19. HT3.2.5 0,69 0,60 0,50 0,68 0,35 0,61
20. 27.6TN 0,72 0,64 0,50 0,70 0,42 0,61
21. 11.1 TN 0,64 0,56 0,47 0,65 0,30 0,60
22. TQ3.3 0,75 0,66 0,51 0,78 0,37 0,69
23. TQL4.6 0,68 0,60 0,45 0,71 0,34 0,63
24, Bt 1.4 0,70 0,61 0,47 0,71 0,31 0,50
25. MSS1.1 0,77 0,69 0,42 0,79 0,35 0,67
26. MSS7.6 0,65 0,56 0,41 0,66 0,36 0,56
27. MSS6.4 0,70 0,58 0,41 0,65 0,40 0,50
28. MSS6.3 0,67 0,59 0,34 0,71 0,42 0,58
29. MSS8.3 0,65 0,61 0,44 0,67 0,43 0,55
30. RH2.1 0,64 0,62 0,39 0,67 0,32 0,52
31. HDC4.7 0,64 0,56 0,40 0,65 0,40 0,51
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3.3.5. pH madi trirong 3.3.6. Nhiét d¢ thich hop

Méi loai vi sinh vat c6 mét pH méi trwdng Khi khdo sat nhiét d6 nudi cdy cac ching vi
thich hop cho sinh tdng hop chitinase. O cac  khudn Bt lya chon & céac khoang nhiét do 20, 28
ma&c pH méi tredng khao sat, hoat tinh chitinase  va 37°C nhan thdy & 28°C chitinase duwoc téng
dat cao nhét tai pH= 7 dat 0,63 - 0,78 U/ml, ¥ pH=6  hop manh nhét, hoat tinh dat 0,62 — 0,79 U/ml),
va pH= 8 thi hoat tinh chitinase khéng cé sy & nhiét dd 37°C thi hoat tinh thu dwoc thap nhét
chénh léch nhiéu (bang 4). Nhw vay, pH méi (0,36 — 0,60 U/ml) (bang 4). Piéu nay hoan toan
trwong thich hop cho cac chang Bt lwa chon sinh  phi hop vi 28°C 1a nhiét d6 thich hop nhéat cho
tdbng hop chitinase 1a 7. Déi v&i vi khudn B.  sinh trwdng va phat trién cta Bt va & 37°C thi sw
subtilis, pH thich hgp cho sinh tdng hop chitinase  hinh thanh bao t& téng 1én.
cung & mirc pH= 7[1].

Bang 4. Hoat d6 chitinase (U/ml) cda 31 chdng Bt
khi dajec nudi ciy & pH va nhiét dd khac nhau

Ki hiéu pH méi tredng Nhiét dé nudi (°C)

TT chiing 6 7 8 20 28 37

1. DHG13.6 0,53 0,65 0,55 0,54 0,66 0,37
2. DHGS8.3 0,51 0,66 0,53 0,54 0,68 0,36
3. DHG9.2 0,49 0,74 0,54 0,52 0,74 0,43
4. DHG10.5 0,55 0,74 0,61 0,60 0,73 0,51
5. MHY1.6 0,52 0,68 0,55 0,55 0,69 0,50
6. MHY1.7 0,53 0,71 0,58 0,60 0,71 0,48
7. MHY1.9 0,59 0,78 0,62 0,66 0,79 0,54
8. MHY10.2 0,50 0,66 0,54 0,55 0,67 0,45
9. MHY13.5 0,46 0,63 0,45 0,47 0,63 0,42
10. | MHY13.6 0,48 0,64 0,48 0,49 0,66 0,37
11. MHY13.7 0,52 0,65 0,57 0,56 0,64 0,47
12. MHY13.2 0,54 0,72 0,58 0,60 0,72 0,44
13. | TD3.18 0,56 0,67 0,60 0,62 0,68 0,55
14. TD8.12 0,50 0,71 0,55 0,58 0,70 0,43
15. | HT2.2.6 0,48 0,67 0,56 0,56 0,65 0,48
16. HT3.1.2 0,49 0,72 0,55 0,54 0,71 0,42
17. HT2.2.2 0,50 0,65 0,52 0,51 0,65 0,46
18. HT3.1.8 0,47 0,65 0,54 0,54 0,66 0,45
19. HT3.2.5 0,52 0,67 0,55 0,57 0,67 0,50
20. 27.6TN 0,53 0,73 0,52 0,53 0,71 0,47
21. 11.1 TN 0,51 0,64 0,51 0,52 0,64 0,50
22. TQ3.3 0,64 0,78 0,67 0,66 0,79 0,60
23. | TQL4.6 0,54 0,72 0,55 0,58 0,70 0,50
24. Bt 1.4 0,51 0,73 0,54 0,54 0,74 0,45
25. MSS1.1 0,59 0,78 0,62 0,64 0,78 0,57
26. | MSS7.6 0,52 0,68 0,55 0,56 0,67 0,46
27. MSS6.4 0,53 0,66 0,56 0,54 0,67 0,47
28. MSS6.3 0,58 0,74 0,63 0,64 0,75 0,57
29. | MSS8.3 0,49 0,69 0,54 0,52 0,68 0,48
30. | RH2.1 0,57 0,66 0,59 0,60 0,69 0,53
31. | HDC4.7 0,50 0,64 0,55 0,59 0,62 0,51
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Nhw vay, mdi trwdng thich hgp cho Ién men
sinh tdng hop chitinase cGa cac ching Bt nghién
clu co ty 1& thanh phan (g/L) nhw sau: bot ngé la
10; K2HPO4 = 1; KH2PO4 =1, bdt dau twong =10;
NaCl =2; MgSO4 =0,5; CaCl2 =1; MnS04=0,01;
ZnS04=0,01; FeS0O4 =0,01; bb sung chitin huyén
phu 0,5% v&i pH= 7 va nhiét d6 nudi nhan 28°C.

3.4 Kha nang khang ndm gay bénh thuc vat

Tl 31 chdng cé duwong kinh vong thay phan
chitin I&n (20- 30 mm), tién hanh thi hoat tinh
khang ndm F. oxysporum va R. solani. Két qua,
xac dinh dwoc 5 ching cé kha ndng khang nam,
trong d6 1 chang khang ca 2 loai ndm (ching
MSS1.1), 4 ching chi khang 1 loai nAm (TD8.12,

TQ3.3, MSS6.3 va MHY1.9) (bang 5, hinh 4).
Trong d6, ching Bt MSS1.1 c6 dwdng kinh vong
rc ché dbi v&i 2 loai nAm F. oxysporum va R.
solani 1an lwot 1a 13 va 8 mm.

Viéc phat hién ra kha nang khang ndm ctia mot
sb chiing Bt rat co y nghia trong viéc mé ra trién
vong phat trién Bt thanh mét loai thubc trlr sau
sinh hoc c6 tac dung bao vé kép (Dual control),
vlra trir siu vira chdng bénh cho cay tréng. O Viét
Nam, day la nghién ctru dau tién vé tac dung kép
cla vi khuan Bt trong bao vé thuc vat. Trén thé
gi&i, ngoai cac két qua nghién cu vé vi khuan Bt
diét con trung tlr nhiéu nam vé trwéc, gan day da
c6 cong bé vé tac dung khang ndm gay bénh thuc
vat cla chitinase twr Bt[2].

Bang 5. Hoat tinh khang ndm cla céc chang Bt sinh chitinase

STT Ki hiéu chiing Fusarl(uDrrjd(;gnsqporum Rhlzc()IcD:t_(()jr)]:ﬁns]olanl

1. MSS1.1 13 8

2. TD8.12 8 -

3. TQ3.3 5 -

4, MSS6.3 - 7

5. MHY1.9 5 -

6. 4D4 (ching chuén) 12 -

Hinh 4. Anh khang ndm F. oxysporum (A) va R. solani (B) ctia cac ching Bt
4. KET LUAN thc dung kép trong phong trir s&u - bénh hai

T 452 chdng Bt phan lap & Viét Nam da
sang loc dwoc 5 ching cé kha nang sinh téng
hop chitinase cao va cé kha ndng &c ché sinh
trwdng cda 2 loai nAm gay bénh thuc vat la
Fusarium oxysporum va Rhizoctonia solani,
mé& ra hwédng nghién cu tao ché phadm Bt cé
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cay tréng.

L&i cam on: Céng trinh dwoc hoan thanh véi
sw tror gilp kinh phi cia dé tai cdp Vién Cong
nghé sinh hoc: “Tao b6 swu tap cac chdng vi
khudn Bacillus thuringiensis c6 kha ndng sinh
chitinase khu vwec Béng Bac Bg Viét Nam”, ma
s6 CS18-14.
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