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1. DAN NHAP

Bénh d6m 14 trén nhém rau ho thap tu véi triéu chimg bénh dién hinh 13 ddm xanh giot
dau, sing nudc, hoi 16m so voi bé mat 14 do vi khuan Xanhthomonas sp. gay ra. Bénh 1a mot
trong nhirng nguyén nhan lam giam ning suat va chat lwong san pham dang ké, dat biét trong gial
doan mua mua. Thudc hoa hoc thudng duge sir dung trong phong trir bénh do co hiéu qua cip
tinh cao nhung c¢6 nhiéu rii ro cho strc khoe con nguoi, suy thoai méi tuong sinh thai, hinh thanh
tinh khang cua cac tac nhan gay bénh va de lai ton du trong san pham Str dung cdc vi sinh vat
d6i khang trong viéc phong trir c6 nhleu trién vong, dap tmg voi yéUu cau san xuét rau an toan va
hudng dén mot nén nong nghiép phét trién bén viing.

Trong céc vi sinh vat dbi khang, vi khuan Bacillus dugc chimg minh c6 kha ning ddi
khang v6i nhiéu loai ndm nhu: Rhizoctonia, Sclerotinia, Fusarium, pythium va Phytopthora va
mot s6 vi khudn khac nhd vao kha ning sinh ra cic chat khang sinh nhu: Bacillus cereus sinh ra
khang sinh cerexin va Zwittermicin; B. circulans sinh Circulin; B. licheniformis sinh ra
bacitracin; riéng B. subtilis co kha nang sinh ra 4 loai khang sinh poymicin, difficidin, subtilin va
mycobacilin.

Muc tiéu: Chon loc nhirng dong vi khuan Bacillus spp. d6i khang manh v&i vi khuén
Xanhthomonas tmg dung trong phong trir bénh dém 14 vi khuan trén cay rau ho thap tu.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1 Phan Lap Vi Khuin Bacillus Trén Mét S6 Cay Rau & Mgt S6 Vung Rau Tai Tp.HCM

Trén vuon chon cay phat trién t6t nhat khong bi bénh, thu mﬁu r& va dat vung ré. Lay 1
gram ré va dat nghlen nho cho thém vao 10ml nudce cat. Lic mau véi tde do 150 vong/phut trong
30 phat. Bé lang trong 5 phut, lay phan dung dich trong va xir ly nhiét & 80°C trong 30 pht. Cay
trang trén moi truong NA (Nutrient broth 8g, Agar 20g, nudc cat 1L), u dia & 30°C trong 48 gio.
Chon khuan lac phat trién manh, cy riéng ra 1 dia khac. Cac khuan lac duoc tao thuan va cdy dbi
khang véi vi khuan gy bénh

Ky hiéu mau: Chit cai viét hoa nhu B cho biét dong Bacillus, chix c4i dau tién cia tén cay ky
chu cho biét nguon goc vi khuan dugc phan 1ap va so thir tu theo sau chi vi tri mau trong bd mau luu
trit. Vi du BCN16 cho biét dong Bacillus dugc phan Iap trén cly cii ngot & vi tri 16 trong bd mau.

2.2 Chon Loc Va Panh Gia Tinh DP6i Khang Ciia Cac Dong Vi Khuin Bacillus

Str dung phuong phap nuéi cAy trén dia petri, cung diéu kién gidng nhau giita dong vi
khuan danh gia d6i khang va tac nhan gay hai. Trén dia petri trang déu dung dich vi khuan gay
bénh, sau d6 nho 1 giot dung dich vi khuan BaCIIIUS Ién trén tai 5 diém cua dia petri (theo hinh 1).
MGi dong test dbi khang duoc 1ap lai 3 1dn, mdi 1an 1 dia petri. Dat dia ¢ 30°C, sau 48 gid quan
sat va danh gia kha ning di khang dwa vao vong d6i khang ma vi khuan Bacillus sinh ra trén
mbi trudng. Vong ddi khang 1a khoang cach giita ria ciia khuan lac vi khuan Bacillus va ria khuan



lac vi khuan gy bénh. Dya vao kich thude vOng d6i khang ta chia mirc d6 khang theo cac cép
sau:  Khong doi khang (-): 0Omm; Doi khang yeu (+): >0 - <2mm;
Dboi khang trung binh (++): 2-<4mm; Doi khang manh (+++): >=4mm

2.3 Panh Gia Pgc Tinh Cia Cac Dong Bacillus Trong Invitro

Thi nghiém nhim loai bd nhitng dong vi khhuan gay hai c6 thé c6, mic du ching cé tinh
d6i khang cao d4 dwoc chon loc. Thiét 1ap phuong phap danh gia doc tinh trong invitro, sir dung
cAy cai ngot con 1am cay thir nghiém. Hat cai ngot dugc xtr Iy bé mat véi con 70° trong 1 pht,
rica lai béng nudc cat, hong kho va u cho toi khi nay mam. Chuan bi dung dich vi khuan d6i
khang ¢ nong do 10% - 10°CFU/mI. Ngam hat véi vi khuan trong 30phut, hong khé va dat hat vao
ong nghiém c6 moi truong WA (Agar 18g, nudc cat 1L). Ong nghlem dat ¢ diéu kién 12 gio
sang, 12 gio t6i. Theo ddi ty 1¢ cdy chét, bién di va bi bénh ¢ 7 ngdy sau khi xur Iy va so sanh véi
d6i chirng khong xir 1y véi vi khuan.

2.4 Pinh Danh Céc Dong Vi Khuéin P6i Khang Theo Khéa Phan Loai Ciia Schaad (1988).

Cac phan tmg sinh hoa dinh danh vi khua Bacillus gdm: thity phan tinh bot, su di don% (Motility),
phét trién trong diéu kién yém khi, phét trién trong moi truong NaCl 7%, phat trién & 450C 50°C va 55°C,
utilization of citrate, tao acid tir carbohydrat, phét trién trong moi trudng pH 5.7, phan tmg VP test.

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1 Phan Lép Vi Khuin Bacillus

125 dong vi khhuan Bacillus dugc phan lap tir 6 loai rau khac nhau & cac vung rau tai Tp. HCM.
3.2 Chon Loc Va Panh Gia Tinh DP6i Khang Ciia Cac Dong Vi Khuén Bacillus

Tric nghi¢m tinh khang cua 125 dong Bacillus véi vi khuan Xanthomonas két qua cho thdy
co 18 dong d01khang manh, 31 dong ddi khang trung binh, 28 dong déi khang yéu va 48 dong khong
¢6 kha ning d6i khang véi vi khuan xanthomonas.

3.3 Panh Gia Pgc Tinh Caa Cac Dong Bacillus Trong Invitro

banh gia tinh gdy doc hay cac dnh hudng c6 hai cua cac dong vi khuan dbi khang
Bacillus dén cdy cai ngot trong invitro 1a phuong phap ching tryc tiép vi khuan 1&n hat nay mam
va theo doi su gdy hai cua vi khuan. Két qua cho thay cac dong vi khuan d6i khang manh déu
khéng gay hai d6i véi cay cai ngot trong invitro.

3.4 Pinh Danh Céc Dong Vi Khuin P6i Khang Theo Khéa Phan Loai Ciia Schaad (1988)

Dinh danh cac dong Bacillus d6i khang manh bang cac phan tmg sinh hoa theo khoa phan
loai ctia Schaad (1988), két qua thé hién ¢ bang 1:

Tir két qua cac dic tinh sinh 1y va cac phan tng sinh hoa (bang 1) cua 10 dong Bacillus
d6i khang da xac dinh dugc 2 dong vi khuan B. subtilis trén cay Cai Ngot va ciy Rau Dén, 3
dong B. licheniformis trén Cai Ngot, Cai Xanh va Rau Muéng Con 5 dong chua xac dinh dugc
tén loai. Nhu vy trén cac vung rau tai Tp. HCM co6 it nhat 3 loai vi khuan Bacillus. Véi ciu triic
hinh thanh ndi bao tir trong té bao dinh dudng gidp cho vi khuan Bacillus c6 kha ning chiu nhiét
cao, ¢6 hé théng enzym phong pht va thich nghi véi khoang pH rong. Vi thé kha ning ton tai
trong diéu kién khic nghiét tot hon so véi vi khuan gay bénh va véi dic tinh sinh ra nhiéu loai
khéng sinh vi khuan Bacillus 1a d6i tuong rat thich hop cho nghién ciru trong phong trir sinh hoc.

Bang 1. két qua phan tng sinh 1y va sinh h6a cia cac dong vi khuan Bacillus dbi khang véi vi

| stt | Cacphin img | Dong Bacillus




sinh ly sinh hdéa | BCXC BCX BRMC | BCNC9 | BCNC | BRMC BDC BDQ BDC BCNC
23 C78 12 0 89 40 54 83 19 24
1 Phan tmg Gram + + + + + + + + + +
2 Vi tri bao tu
O giira + + + + + + + + + +
3 Thuy phén tinh - - - -
bot
4 Kha ning di + + + + + + + + + +
chuyén
5 | Sinh treong yém + + + - + + + - + +
khi
6 Sinh truong - + - + + + + + - -
NaCl 7%
7 Sinh truéng & - + - + + + + + - -
45°C
8 Sinh truéng & - + - + + + + + - -
50°C
9 Sinh truéng & - - - - - - - - - -
55°C
10 | St dung Citrate - - _ _
11 | Sinh truéng & + + + + + + + + + +
pH=5.7
12 | Tao axit tir + + + + + + + + + +
Glucose
13 | Tao axit tur + + + + + + - + + +
Xylose
14 | Tao axit tir + + + + + + + + + +
Manitol
15 | Phép thu VP - + - + + + + + - -
Két qua dinh Bacillu B. Bacillus Bacillus B. B. Bacillu B. Bacillus | Bacillu
danh s sp. lichenifor sp. subtilis lichenifo | lichenifor S sp subtilis sp. s sp.
mis rmis mis
Mdt s6 hinh anh phan @ng sinh héa ciia cac dong Bacillus
Phan g 1&2: Nhudm gram va xac dinh vi tri bao tir trong té bao
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Hinh 1: Phan ting bit mau ctia ba

S R |
o tir Bacillus spp. (A) p

han (mg Gram(+) cua té bao vi khuan; (B) té bao

chua phong thich bo tir, bao tir nam ¢ gifra té bao; (C) Té bao da phong thich bao tir, bao tir bt mau xanh,
té bao dinh dudng bat mau tim

Phan @ng 3: Thiy phan tinh bt (starch hydrolysis)




Hinh 2: Sy thuy phén tinh bdt cua cac dong Bacillus (1): BCXC23 (-); (2): BCXC78 (+); (3): BRMC12
(+); (4): BCNC90 (+); (5): BCNCB89 (+) 6: BRMC40 (+); (7): BDC54 (-); (8): BDQ83 (+); (9): BDC19
(-); (10): BCNC24(-). (+) Phan ting dwong tinh; (-). Phan ng 4m tinh

Phan g 4: Sw di chuyén ciia vi khuin (Motilyti)
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Hinh 3: phan g vé sy di dong cua cac dong Bacillus
A: vi khuan khong di dong; B: vi khuan c6 di dong; C: Doi chirng

4. KET LUAN

- 125 dong vi khuan Bacillus duoc phan 1ap tir cac loai rau ho thap tu, trong d6 c6 18 dong
Bacillus d6i khang manh vé6i vi khuan Xanthomonas gay bénh dém 14 trén rau ho thap tu.

- Xac dinh duoc 2 dong B.subtilis trén Cai Ngot va Rau Dén, 3 dong B. licheniformis trén Cai
Xanh, Cai Ngot va Rau Mudng.

5. PE NGHI

Xay dung quy trinh 1én men tao ché phdm tir vi khudn Bacillus subtilis tng dung trong
phong trir bénh trén rau ho thap tu va mot so loai rau khac.
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