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MO PAU
Tinh cip thiét ciia luin an
Trong ty nhién c6 hon 90 loai vi khuan ¢6 kha nang diét sau da dugc
phan 13p tir co the su, trong cly va trong dat, nhung chi c6 mot vai loai da
dugc nghién ctru cho den nay. Nhicu nghién cuu cia cac nudc trén the gioi
va Viét Nam tap trung vao vi khuan tu nhién dé san xuat thuoc tru sau sinh
hoc, trong do vi khuan Bacillus thuringiensis dwoc nghién cau va sir dung
chu yéu vao san xuat thude trir sau sinh hoc.

Vi khuan Bacillus thuringiensis la vi khuan giy doc duong tiéu hoa
cua sau, khong giét sau hai nhanh, phd ky cha hep, thoi gian hiéu luc ngén,
dé bi phan hay khong gay 6 nhiém moi truong, suc khoe con nguoi va doi
hoi cong nghé san xuit cao ciing nhu nghién clru co ban can thoi gian dai.
B. thuringiensis c6 nhiéu trong moi truong dat, s6 luong trong dat khong du
dé diét con trung vi B. thuringiensis ton tai ¢ dang bao tor, khéng thé nhan
Ién. Trong d6, B. thuringiensis var. kurstaki la chung vi khuém dugc st dung
lam hoat chat thuéc BVTV nhiu nhit trong danh muc san pham thudc
BVTYV nam 2021 (Bd Néng nghiép va PTNT, 2021).

Céc nghién ciu & Viét Nam da cung cap nhiéu két qua minh chang
nguon gen B. thuringiensis trong nudc 1a da dang, nhiéu l0ai, ciing nhu chua
¢6 chung B. thuringiensis thuan (Pham Thi Thuy, 2013). Bén canh d6, nhiing
nghién ctru trong nudc vé B. thuringiensis chua duoc nhidu va chua c6 cong
nghé san xuat B. thuringiensis thuong mai cho cac cong ty san xuat. Thiéu
nghién ctru co ban vé gen, su phan b loai, dusi loai cua B. thuringiensis.

Do do, viéc tap trung nghién cuu cac nguon gen doc tinh (cry, cyt, vip)
va ton trir nguon giéng lau dal cho viéc san xuit cac ché pham B.
thuringiensis var. kurstaki la can thiét; xay dung bé mau vi khuan B.
thuringiensis var. kurstaki c6 doc tinh cao trong viéc san xuit ché pham
phong trir sau an 14 bo canh vay, hai canh va canh cing; sir dung bo mau vi
khuan B. thuringiensis var. kurstaki cho nghién cau san xuat thudc bao vé
thuc vat ¢ Viét Nam nham xay dung quy trinh cdng nghé san xuat c6 hé
thdng va quy md I6n. Bén canh d6, viéc day manh cong tac khuyén nong, tap
huan sir dung thudc B. thuringiensis mot cach thuong xuyén va hé thong sé
g6p phan giam thiéu sau hai, bao vé moi trueong, giam st dung thudc trir sau
hoa hoc nham san xuat rau an toan, c¢é chat luong cao.

Dé g6p phan vao viéc str dung vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki
trong phong trir séu hai va tir @6 stir dung thuoc bao vé thuc vat sinh hoc trén
rau, luan an “Nghién ciru sw da dang va doc tinh caa vi khuan Bacillus
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thuringiensis var. kurstaki trén sau an 14 hai rau ¢ Viét Nam” duoc thuc
hién tir naim 2015 dén 2021.
Muc tiéu nghién ciru

Xac dinh su phan bd cua vi khuan B. thuringiensis va da dang di
truyén vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki & mot sé tinh, thanh tai Viét
Nam. Lap bo mau vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki c6 doc tinh cao la
nguon vat lidu san xuat ché pham sinh hoc an toan cho suc khoe cong dong,
th&n thién v&i méi truong, phu hgp véi ndng nghiép hitu co. Xac dinh moi
truong dinh dudng va téi wu hoa diéu kién 1én men tu dong vi khuan B.
thuringiensis var. kurstaki lam co s& cho viéc xay dung qui trinh 1én men qui
mo 16n tao ché pham sinh hoc phuc vu cho san xuit.
Pong gop méi caa nghién cieu

Cung cap nhitng thong tin vé sy phan bé va tinh da dang di truyén cua
vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki & cac ving sinh thai cua Viét Nam.
D3 xé4c dinh duoc cac gen doc tinh cry, vip3a hién dién ¢ cac chung vi khuan
gay chét trén sau khoang (Spodoptera litura), sau to (Plutella xyslotella), sau
xanh da lang (Spodoptera exigua) tir cac chung phan 1ap. Xac dinh duoc khd
ning chiu dung UV, mat sb, thoi gian gy chét sau trung binh (LCso, LTs0)
cuia cac chung vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki. i xay dung dugc quy
trinh ky thuat 1én men tu dong cho viéc gia ting mat sé vi khuan B.
thuringiensis var. kurstaki.
Y nghia khoa hoc

Két qua vé su phan bé loai vi khuan B. thuringiensis ¢ cac ving sinh
thai Viét Nam 1a nguon co s dir liéu cho cac nha khoa hoc dé nghién ciu vé
ngudn gbc phét sinh, su da dang va phong pht cua loai vi khuin B.
thuringiensis & Viét Nam. Bd mau vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki c6
su hién dién cua cac gen cry, vip trong két qua cua luan 4n da cung cap
nhitng théng tin can thiét dé thiét lap co s dit lidu sinh hoc, giup cho linh
vuc nghién cau chuyén sau vé tinh doc cua cac chung vi khuin B.
thuringiensis var. kurstaki phan bé o cac ving sinh thai cia Viét Nam, dong
g6p phan co sé khoa hoc dé bo sung thém vao danh séch cac ching vi khuan
c6 doc tinh trir sdu cao hon dang c6 ¢ Viét Nam.
Bo cuc caa luin an

Luan &n chinh thirc gom c¢6 3 chuong, 108 trang. Céc phan: Mo dau (4
trang), tong quan (25 trang), vat liéu va phuong phap nghién ctru (20 trang),
két qua va thao luan (57 trang), két luan va dé nghi (2 trang); 37 bang sb liéu

vq 17 hinh. Luan an da tham khao tong cong 187 tai liéu trong d6 15 tai liu
tieng Viét va 172 tai liéu tieng Anh.
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Chuong 1
TONG QUAN

1.1 Sy phan bé cia vi khuin Bacillus thuringiensis trong dat

Di ¢6 hon 27.000 mau vi khuan B. thuringiensis dugc phan 1ap trén
toan thé gigi va phat hién su hién dién cua vi khuan B. thuringiensis & nhiéu
mdi truong khac nhau nhu trong dat, & mot s6 cay hat tran, trén thudc 1a kho
va bui san pham ton trit, hat giong, dit ndng nghiép, méi truong thiy san va
tham chi Ia nhitng ving c6 diéu kién khic nghiét nhu sa mac, tram tich bién
& nhiéu qudc gia trén thé gigi. Trong dat, B. thuringiensis ton tai & dang bao
tar, khong nay mam hoic nhan Ién qua nhiéu nam. Mat sb cua B.
thuringiensis trong cac loai dét rat thap, khoang 0,005 — 0,5% loai Bacillus
spp. (DeLucca va ctv, 1981; Travers va ctv, 1987; Martin va Travers, 1989;
Kealin va ctv, 1994; Smith va Couche, 1997; Ben Dov va ctv, 1997; Iriarte
va ctv, 1998; Rampersad va Ammons, 2005; Baig va Mehnaz, 2010, Hassan
va ctv, 2010; Oves va ctv, 2013; Mohammad va ctv, 2013; Joelma va ctv,
2014; Diego va Graciela, 2017; Nair va ctv, 2018)

Két qua nghién ciru su da dang sinh hoc cua chung B. thuringiensis &
Viét Nam da phat hién 6 chung vi khuan trong dat rimg ngap man c6 kha
nang dict au trang cac loai mudi sbt rét Anopheles minimus, muol gay sot
xuit huyét Aedes aegypti va Culex quinquefasciatus. O mot sé tinh thudc
ving Pong Bic B da phan loai dugc 22 dudi loai trén tong sé 82 dudi loai
da duogc phat hién trén thé gioi (Nguyén Thanh Canh, 2004; Mai Thi Hing
va Mai Thi My Hanh, 2004; L& Thi Minh Thanh va ctv, 2005; Nguyén Thién
Phi va Tran Thanh Thay, 2013)
1.2 Gen gay doc con trung caa vi khuin Bacillus thuringiensis
1.2.1 Gen cry ciia vi khuin Bacillus thuringiensis

Vi khuan Bacillus thuringiensis gay bénh cho cén tring qua duong
tiéu héa. Bao tir nay mam dan dén su sinh san cua vi khuan trong co thé vt
cha 1am cbn trang chét, song yéu té chinh 1am cho con tring chét nhanh 1a
doc t6 do vi khuan sinh ra. Cac gen cry thuong nam trén cac plasmid c6 hé
s6 sao chép thip. (Carlton va Gonzalez, 1985). C4c tinh thé diét con tring
dugc ma hoa boi rat nhidu gen cry khac nhau. Hién nay, hon 200 gen cry da
dugc mé ta va phén loai thanh cdc nhom dya vao hoat tinh diét con trung va
trinh tw amino acid. Tuy nhién, hiau hét méi quan tdm déu tap trung vao
nhom gen cryl, cry3, cry4 (Li va ctv, 1991; Hernandez va Ferre, 2005).
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1.2.2 Gen mé hoa protein vip cia vi khuan Bacillus thuringiensis

Protein vip ma héa cho nhém doc t6 vip co kha ning diét con tring
phd rong, doc t cao va chua phat hién duoc loai ¢on tring c6 kha ning
khang doc té nay. Hai loai doc t6 vip duoc phat hién lan dau tién 1a vip3a va
vip3b do Estruch va ctv (1996). Pén nay, nguoi ta di phat hién duoc 85 gen
vip thudc bén nhom khac nhau, trong d6 dang chu y nhét la gen vip3a ma
hoa protein 88 kDa c6 hoat tinh diét con triing bo canh vay, doc té nay ciing
chinh 1a nguyén nhan gay phan giai té bao biéu mé ruét giira caa con tring.
Nhiing dic tinh cia vip3a mo ra kha niang ung dung rat cao trong viéc st
dung thudc trir sau vi sinh c6 ngudn gdc tir B. thuringiensis dya trén mot sb
lugng 16n céc loai gay hai hién nay trén cay trong (Palma, 2014).

1.3. Mot s6 két qua nghién ciru vé B. thuringiensis

Nghién ctru vé sy da dang di truyén: cac chung Bacillus thuringiensis
rat da dang vé cAu trc tinh thé doc td (hinh thoi chiém 63,1%, hinh cau
11,2%, hinh khéi lap phuong 4,8%...), da dang vé tuyp huyét thanh, va dic
biét da dang vé gen ma hoa protein: diét con tring bd canh vay, canh cing,
hai canh, diét tuyén trung hai cay noéng 1am cong nghiép. Gen cryl (crylAa,
crylAb, crylAc, crylB, crylC, crylE, crylF, crylAa, crylAc, crylCa), cry2
(cry2Aa, cry2Ab), cry3Aa7 cry4 (cry4Aa, cry4Bb), cry8 (cry8ca2), cryl0Aa,
cryllAa va cryllBa. Gen vip dang duoc nghién ciru ngdy cang nhiéu trong
viéc tao ra ché phim sinh hoc, trong dé vip3 (67,4%), vip2 (14,6%), vipl
(8,1%) da mo ta dic diém, da dang cua vi khudn B. thuringiensis va tim gen cry
mai gay doc cho con trung (Glen va Ana, 2005; Pham Thi Thuy va ctv, 2005;
Ramalakshmi va Udayasuriyan, 2009; Pardo, 2009; Sun va Park, 2010; Yu
va ctv; 2010; Liu va ctv, 2010; Swamy va ctv, 2011; Joelma va ctv, 2014;
Diego va Graciela, 2017).

Nghién ctu vé& tac dong Ky sinh con tring cua vi khuan B.
thuringiensis diét con tring bd canh vay, canh cang, hai canh, diét tuyén
trung hai cdy néng 1dm cbéng nghiép (Chilcott va ctv, 1998; Naimov va ctv,
2001; Tigue va ctv, 2001; Wellman-Desbiens va Cote, 2005; Dubovskii va
ctv, 2005; Jiménez-Juarez va ctv, 2007; Ruiu va ctv, 2007; Rouis va ctv,
2007; Kati va ctv 2007; Chandi va ctv, 2007; Cohen va ctv, 2008; Porcar va
ctv 2009; Wojciechowska, 2009; Erban va ctv, 2009; Joelma va ctv 2014;
Soares-da-Silva va ctv, 2014; Doolotkeldieva va ctv, 2018).

Theo Xue va ctv (1996) di chirng minh rang cac bao tir cua B. subtilis
dé bi anh huéng boi buc xa mat troi va véi tia cuc tim ¢ budc soéng 254 nm
(UV-C). Vi khuan B. thuringiensis hoat dong cham, rat nhay cam di voi
birc xa UV va c6 thé chét khi tiép xuc vai tia tir ngoai va ion hda, véi céc
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protein lién két chéo bai cac gdc hydroxyl va buc xa ion hoa, dac biét 4 tia
cuc tim UV-B (280 — 315 nm). Do d6, bao vé bao tir cua vi khuan B.
thuringiensis khoi tac dong btrc xa mat troi sé gitr doc tinh cua vi khuan bén
vitng (Jones va ctv, 1991; Pusztai va ctv, 1991; Xue va ctv, 1996).

Ché pham sinh hoc B. thuringiensis xuat hién vao giira nhimg nam 1970
4 loai thudc cho higu lyc kha quan trong phong tri sau, it anh huong nhat di
VGi moi truong, bao vé thién dich va cac loai dong vat c6 ich, ngoai ra con mang
lai hiéu qua kinh té cao nhat cho ngudi dan (Tasbashnik, 1990). Bén nay
khoang hon 130 giéng con tring thudc 3 bo canh vay, hai canh va canh cing
da duoc duoc kiém soat. C6 nhiéu chung B. thuringiensis khac nhau, mdi
loai tao ra mot loai protein doc t6 cho tirng nhdm sau hai (Dean, 1984).

. Chuwong 2 ) )
NQI DUNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1 Ngi dung nghién cau
2.1.1 Sy phén b6 ciia vi khuén Bacillus thuringiensis va da dang quan thé vi
khuan B. thuringiensis var. kurstaki tir cac tinh, thanh é Viét Nam.
2.1.2 Panh gia dc tinh ciia cac chiing B. thuringiensis var. kurstaki trén sau an la

- Panh gia kha ning gy chét ciia cic chung B. thuringiensis var.
kurstaki trén siu an 14 bd canh vay.

- Chon loc chung B. thuringiensis var. kurstaki khang tia UV va t1 uu
di€u kién san xuat ché pham VBt.

- Dénh gi4 hiéu qua trir sdu an 14 cua ché pham VBt diéu ki¢n nha lusi
va ngoai dong ruong.

2.2 Vit liéu nghién ciu

Hoa chit dung phan Iap vi khuan B. thuringiensis: Dich chiét ndm
men, NaCl, Tryptone, Agar, MnClz, NaHz2POs, Na;HPO4; B nhuom Gram
(Nam Khoa, Viét Nam) gom: Crystal violet, lugol, con, safranin; dau soi
kinh, dung dich luc malachite (C2sH2sN2Cl), dung dich Fuchsin, dung dich
acid carbolic, NaOH.

Sau to, sau khoang, sau xanh da lang dugc nudi trong nha lusi kin va
trong phong. Sau duoc nudi bang thirc dn tu nhién (cai ngot, cai xanh), co
kém mat ong va c:aly c6 hoa tao tiéu sinh thai phu hgp vai tu nhién, chon sau
khoe manh I6n deu va nudi cho téi khi hoa nhong. Sau dugc nhan nubi &
ph(‘)ng 'ghi nghiém (nhiét do phong 28 — 30°C, am do 75%) it nhat 3 vong doi,
dong déu veé tudi (dang ¢ giai doan tudi 2). Loai bo sdu non co hién tugng bi
virus hay bi cac bénh khac.



2.3 Phwong phap nghién cwru
2.3.1 S phan bé cia vi khuan B. thuringiensis va chon lgc vi khuan B.
thuringiensis var. kurstaki trong dat tir cac tinh, thanh

2.3.1.1 Phuong phap thu thap miu dat

Mau dit dugc lay ¢ 5 diém theo duong chéo goc (diém giira va 4 goc
cua khu dat). Dung dung cu ldy mau gat bo 16p dat mat, dao sau va lay phan
dat cach lop mat 5 — 10 cm. Tron dat & 5 diém lai voi nhau ’tha‘nh rpau ghung
va cho vao hop nhya day kin nap, ghi nhan thong tin chi tiet vé mau dat (dia
diém, loai dat, toa do).

S6 mau thu thap: 616 mau dat duoc thu thap ¢ 22 tinh, thanh viing
DPong bang song Hong, ving Duyén Hai mién Trung, ving Bong Nam B9,
vung Pong bang sdng Ctru Long tap trung ¢ cac khu vuc dat canh tac (dat
trong rau mau, laa, ciy in qua va cay cong nghiép — 476 mau), dat khdng
canh tac (tram tich séng, ‘ho cat ven bién, vung hai dao (Phu Quy, Phu
Quadc, Ly Son), rirng bao ton, ven duong — 140 mau) vi tri lay mau duoc dia
phuong héa va xac dinh toa d6 theo GPS.
2.3.1.2 Phwong phap chuén bi méi trweong phan 1ap mau dit

Moi truong T3 agar (mdi truong phan 1ap). Mai truong T3 long (moi
truong tang sinh, moi truong lac mau). Mai truong Clark - lubs. Méi truong
phan ung thuy phan tinh bot. Tat cd cac méi truong deu duge dieu chinh pH
7,0 sau d6 hap khi trung ¢ 121°C, 1 atm trong 20 phdt.
2.3.1.3 Phan 1ap mau vi khuan

Phan lap vi khuan theo phuong phap cua Traves, 1987.

Sau 2 ngay, chon khuan lac véi dac diém: mau tréng, thd, lan nhanh
trén dia, dem cdy ria trén dia petri co chira moi truong T3 dac. Tiép tuc cay
cac khuan lac dén khi vi khuan xuat hién trén dia c6 cung hinh dang va kich
thugc. Cac chung phéan lap dugc gitr trong 6ng nghiém chira méi truong LB.
2.3.1.4 Pinh danh vi khuin B. thuringiensis bang thir nghiém sinh héa

Nhuoém Gram, nhuém bao tir va tinh thé, thur hoat tinh catalase, Phan
ung VP (Voges-Proskauer), Pha}n ung thﬁyvphén tinh bot, Thir nghiém kha
nang di dong va do kich thudc té bao vi khuan.
2.3.1.5 Phwong phap ting sinh khdi vi khuan B. thuringiensis

Nubi cdy cac chung vi khuan nghi ngo la B. thuringiensis da phan 1ap
duoc trén moi truong T3 long ¢ 30°C, lac 180 vong/phut trong 48 gio, dem
xu ly mau ¢ 70°C trong 10 phdt roi pha loang mau den 107. Lay 0,1 mL &
mdi nong d6 pha lodng tir 105, 106, 107 trang vao dia thach vé tring chia



7

mbi truong T3. DE vao ta 4m ¢ 28°C trong 24 gio rdi dém sé luong khuan
lac hién dién trén moi dia. Moi truong nhan nudi vi khuan (M6i trueong dich
chiét nam men).
2.3.1.6 Phwrong phép bio quan giéng vi khuan B. thuringiensis

Béo quan glong bang dau khoang: tao méi truong yern khi bang dau
khoang dé trc ché sy sinh trudng cua vi khuan. Cho mot it dau khoang vao
ong Eppendorf duge khir trung 121°C, 1 atm trong 20 phit. Dung que cay vo
trung lay mét it vi khuan cho vao 6ng Eppendorf, ddy nip va dung paraffin
quin quanh miéng dng, nudi trong khoang 24 gid dem bao quan & - 20°C.

2.3.2 Khuéch dai trinh tw 16S-rDNA va gen cry ciia cac chiing vi khuén
B. thuringiensis var. kurstaki
2.3.2.1 Ly trich DNA

Céc ching vi khuan B. thuringiensis phan lap dugc nuoi céiyﬂ trong
moi truong LB long ¢ 30°C, lac 180 vong/phut trong 24 gio. DNA tong so
duoc tach bang bo kit Wizar Genomic DNA Purification (Promega) va
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific) theo huéng
dan sir dung. DNA sau khi ly trich dugc hoa va trir ¢ ta am 20°C.
2.3.2.2PCR

Phan @mg PCR duoc thuc hién véi 5 cap primer dé khuéch dai trinh ty
16S-rDNA (cap primer 63F, 1489R) va 4 gen cryl (cap primer Unl(F),
Un1(R)) cry2 (cap primer Un2(F), Un2(R)), cry4 (cap primer Un4(F),
Un4(R)), va cry9 (cap primer Un9(F), Un9(R)) & céc ching vi khuan phan
1ap theo Ben-Dov va ctv (1997). Chu trinh phan (g PCR theo Khojan va ctv (2013).
2.3.2.3 Pién di trén gel agarose va doc két qua san pham PCR

San pham PCR duoc kiém tra bang cach dién di trén gel agarose
1,0%, nhuom V('Ii’ SYBGreen. Chay dién di o hiéu dién the 100V trong 35
phut. Quan sat két qua dudi tia UV. Doc két qua, chup anh gel bang may
chup anh gel (UVP MultiDoc — It Digital Imaging System).

San phdm PCR duoc gt gidi trinh tu ¢ First Base, Malaysia. Két qua
giai trinh ty duoc kiém tra c6 trung khop voi vung gen cryl, cry2, cry4, cry9
va doi chung duong (B. thuringiensis var. kurstaki) trén ngan hang gene.
2.3.3 Xac dinh sy hién di¢n protein vip3a caa vi khuan B. thuringiensis
var. kurstaki

Phan tng PCR khuéch dai gen vip3a cua vi khuan B. thuringiensis
var. kurstaki duoc thuc hién véi cap p(imer Vip3a — Fw va \{ip3a — Rv theo
Abdelkefi va ctv, 2005. Thanh phan phan @ng bao gom Taq DNA
polymerase (5 units/pL) 6,5 pL, primer xuéi (10 nM) 26 pL, primer nguoc
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(10 nM) 26 pL, dNTP mixture (2 mM) 26 uL, 10X PCR buffer + 25 mM
MgCl, 26 pL, nuéc tinh khiét 139,5 uL. Téng thé tich phan tng 1a 250 pL.
Chu trinh phan ang khuéch dai gom 1 chu ky & 95°C, 90 gidy va 24 chu ky
(30 giay tai 94°C, 30 giay tai 45°C, va 90 gidy & 72°C) va 420 giay ¢ 72°C .

2.3.4 Panh gia doc tinh ciia cac mau phan lap B. thuringiensis var.
kurstaki trén sau to (Plutella xylostella), sdu khoang (Spodoptera litura),
sau xanh da lang (Spodoptera exigua) trong diéu ki¢n phong thi nghiém

Sau dugc nhan nudi ¢ phong thi nghiém (nhiét d6 phong 28 — 30°C,
am do 75%) it nhat 3 vong doi, dong déu vé tudi (dang & giai doan tudi 2).

Cay cai duoc 15 ngay tudi, co tir 8 — 12 14 dugc trong trong chau
duong kinh 25 cm. Trén mdi cay cai tha 10 con siu tudi 2. Chau duoc dit
trén dia nhwa c6 chira nuéc dé dam bao cho sau khéng bo ra khoi cay cai.
MJi chau cai dugc dat trong 1dng lugi bang vai man thua dé dam bao moi
truong bén trong luén dugc thoang khi. Bé tri cac 16ng thi nghiém & noi
thoang mat.

Dich cac chung vi khuan B. thuringiensis var. kusrtaki phan lap duoc
pha lodng 1% va phun 1én cac cdy cai vao budi chiéu. Nghiém thuc dbi
chung phun nudc 14, Thi nghiém bé tri theo kiéu hoan toan ngau nhién, 1
yéu td, 4 1an 13p lai. Theo d&i va dém sb sau con séng sau 1 ngay, 2 ngay, 3
ngay, 5 ngay va 7 ngay sau phun dich vi khuan. Hiéu luc diét sau duoc tinh
theo cong thuc Abbott (1925): A (%) = (1 - T/C) x 100. Trong do A (%) la
chi so hi¢u lyc di¢t sau; C la sb sau sdng s6t & nghiém thirc doi chung; T l1a
sb sau sbéng s6t & cac nghiém thirc thi nghiém.

2.3.5 X4c dinh gi4 tri LCso, LTso ciia cac chiing vi khuan B. thuringiensis
var. kurstaki tuyén chon

2.3.5.1 Xac dinh gia tri LCs

Sau khi chon duoc cac chung vi khuan B. thuringiensis var. kusrtaki
c6 kha nang diét sau to, sau khoang, sdu xanh da lang, gia tri LCso, LTso cua
c4c chiing nay duoc xac dinh d6i v6i sdu & hai giai doan tudi 2 va tudi 4.

Thi nghiém dugc tién hanh khi sau & giai doan tudi 2 va tudi 4. Sau
dugc can trong luong nhim dam bao sy dong déu. Thi nghiém véi 50
sau/mat do/do tudi, cac sau s& dugc cho vao 10 hop (5 sau/hop) nham tao
mdi truong thdng thoang. Chuan bi dich vi khuan B. thuringiensis var.
kusrtaki thanh 4 mat d6 10%, 10°, 107, 10° CFU/mL va d6i chiing (st dung
nuée cat). Tién hanh lay nhiém bing cach phun dung dich chia B.
thuringiensis var. kusrtaki 1én 14 cai dé rao va cho vao hop dé sau an, bd
sung thie 4n cho sau bang 1a cai (khong phun dung dich c6 chira B.
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thuringiensis var. kusrtaki) ¢ nhing lan cho an tiép theo nham duy tri nguon
thire an cho sau. Ghi nhan s6 liéu va triéu chirng sdu chét hang ngay.
2.3.5.2 Xac dinh gid tri LTso

Dua vao két qua thi nghiém LCso va tham khao két qua phong tror sau
xanh da lang, sdu xanh cua Zang va ctv (2009), chon ra dugc mot nong do
pht hop cho timg giai doan tudi sau dé xac dinh LTso. Ghi nhan sé liéu sau
chét hang ngay, wéc luong thoi gian sdu chét bang udc lwong Kaplan Meier.

2.3.6 Chon lgc ching B. thuringiensis var. kusrtaki khang tia UV

2.3.6.1 Khio sit kha ning chéng chiu tia UV ciia cic chiing vi khuin B.
thuringiensis var. kusrtaki ¢ hai bwéc song 254 nm va 365 nm

Chuan bi 10 mL dich céc ching vi khuan B. thuringiensis var. kusrtaki
phan 1ap c6 chira gen cryl, cry2, cry4, cry9 va vip3a. & mat s6 108 CFU/mL
trong dém 0,5 M phosphate & pH 6,8 dugc rét vao cac dia petri thiy tinh. Vi
khuén duge chiéu UV (BIIL, Illuminator, 1 A-7 SBS Korea) ¢ budc song 254
nm (UV-C) va 365 nm (UV-A) tir khoang cach 30 cm (Deepak va ctv, 2001,
Saxena va ctv, 2002).

Thi nghiém gdém 12 chung vi khuén, dugc bb tri 4 1an lap lai voi 1 dia
petri/lén 1ap lai & 5 muc thoi gian 0, 30, 60, 90, 120 phut ¢ ting budc song
va dbi chimg khong chiéu tia UV.

Chi tiéu theo ddi: sy xuat hién bao tir ciia vi khuan B. thuringiensis
var. kusrtaki ¢ cac muc thoi gian chiéu UV va hiéu qua diét siu cua cac
ching vi khuan sau xir 1y UV.
2.3.6.2 Panh gia hiéu qua giy chét sdu cia cic ching vi khuin B.
thuringiensis var. kusrtaki ¢é kha ning chdng chiu tia UV trong diéu
kién phong thi nghiém

Dua vao thi nghiém & noi dung 2.3.6.1, chon ra cac chung vi khuan B.
thuringiensis var. kusrtaki c6 kha ning chéng chiu tia UV tét nhit & budc
song 254 nm va 365 nm va thir nghiém hiéu qua diét sau to, sau khoang va
sau xanh da lang (sau ¢ giai doan tudi 2). Cay cai 15 ngay tudi, co tir 8 — 12
1a duoc trong trong chau duong kinh 25 cm. Trén mdi cay cai tha 10 con sau
tudi 2. B tri cac 16ng thi nghiém ¢ noi thoang mat.

Dich cac chung vi khuin pha lodng 1% va phun Ién cac cay cai vao
budi chiéu. Nghiém thic d6i chimg phun nuéc 4. Thi nghiém bé tri theo
kiéu hoan toan ngau nhién, 1 yéu t5, 4 1an 13p lai. Theo ddi va d¢ém s sau
con séng sau 1 ngay, 2 ngay, 3 ngay, 5 ngay va 7 ngay sau phun dich vi khuan.
2.3.7 Téi wu diéu kién 1én men cia vi khuin B. thuringiensis var. kurstaki
2.4.7.1 Xac dinh méi trwdmg dinh dwdng phu hep nhan sinh khéi vi khuan
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Tién hanh khéo sat 4 loai moi truong gom: Méi truong tinh bot +
khoang. Méi truong khoang. Méi truong dich chiét nam men. Moéi truong
Glucose (Navon va ctv, 1990).

Nhén sinh khdi cc ching vi khuan & bon loai méi truong ¢ diéu kién
nhiét d6 30°C, pH ban dau IE’SI 7 ya 1% dich tang sinh (VQi mat do 10°
CFU/mL). Sau 48 gio nudi cay dem va tinh mat d@6 vi khuan. Chon moi
truong toi vu trong qua trinh khao sat.
2.3.7.2 Khio sit cac diéu kign nudi cdy trong qua trinh nhan sinh khéi vi
khuan B. thuringiensis var. kurstaki

Sau khi chon dugc méi truong thich hop tir noi dung 2.3.7.1, tién hanh
khao sat anh huong cua thoi gian, d6 pH va nhiét d6 dén ting sinh khoi cua
cac chung vi khuan. Nghién cau gom 4 thi nghiém, moi thi nghiém c6 4
nghiém thic, moi nghiém thuc 1ap lai 4 1an.

- Thi nghiém V¢ thoi gian ting sinh: tang sinh vi khuan trong 24, 36,
48, 60, 72 gio, véi dieu kien nhiét d6 30°C, pH 7 va 1% dich téng sinh (v6i
mat ¢6 10° CFU/mL), dém va tinh mat d6 vi khuan.

- Thi nghiém vé pH: cac muac pH 12 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0, & nhiét do
30°C, 48 gio tang sinh va 1% dich tang sinh (v6i mat do 10° CFU/mL), dém
va tinh mat dé vi khuan.

- Thi nghiém vé nhiét do: cac muc nhiét do gdm 27°C, 30°C, 33°C,
36°C, 39°C véi pH 7, trong 48 gio va 1% dich tang sinh (v6i mat do 10°
CFU/mL), dém va tinh mat do vi khuan.
2.3.7.3 Tﬁi wu héa cic yéu té anh hwong dén kha ning ting sinh khoi vi
khuan bang phwong phap quy hoach thuc nghiém

 Xac dinh diéu kign t0i uu cua ba yéu t6 thoi gian, nhiét do va pH tur
ket qua sang loc thu dugc va dugc nghién cau ¢ 3 mac (-1, 0, +1). Véi ma
tran thyc nghiém gom 17 thi nghiém, trong d6 c6 5 thi nghiém ¢ tim duoc
thiet ké bai phan mém Design - Expert® (Del Castillo, 2007).

Ham dap ung dwgc chon la mat o \{i khuén B.thuringiensis var.
kurstaki (CFU/mL), md hinh hoa dugc biéu dién bang phuong trinh bac hai:
Y = Bo + BiX1 + BoXz + B3Xs + B1oXoXo + B1aXiXs + B2sXoXs + BuiXa? +
B22X2% + BasXa2
2.3.7.4 Panh gia hiéu qua gay chét sau khi két hgp cac chiing vi khuan
B. thuringiensis var. kusrtaki

~ Duva vao thi nghiém ¢ noi dung 2.3.5 va 2.3.6, chon ra hai chung vi
khuan B. thuringiensis var. kusrtaki cé kha nang chong chiu tia UV tot nhat
& budc séng 254 nm va 365 nm va kha nang 1én men t6i wu, phdi tron hai
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chang vai ty 18 1: 1. Tién hanh thir nghiém hiéu qua diét sau to, sdu khoang
va sau xanh da lang (sau ¢ giai doan tudi 2).

Dich vi khuan B. thuringiensis var. kusrtaki phan lap duoc pha lodng
1% véi nong d6 107, 108, 10° CFU/mL va phun Ién cac cay cai vao budi
chiéu. Nghiém thirc di chimg phun nuéc 1. Cay cai dugc 15 ngay tudi, co
tir 8 — 12 1a dwoc trong trong chau duong kinh 25 cm. Trén mdi cay cai tha
10 con sau tudi 2. Thi nghiém b tri theo kiéu hoan toan ngau nhién, 1 yéu
t5, 4 1an 1ap lai. Theo ddi va dém s sdu con séng sau 1 ngay, 2 ngay, 3
ngay, 5 ngay va 7 ngay sau phun dich vi khuan.
2.3.7.5 Khao sat mirc nhiét dd bao quan ché pham VBt

Nhan sinh khéi chung vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki c6 hiéu
luc diét sau cao trén moi truong dich chiét nAim men tao ché pham VBt ¢
diéu kién nhiét d6 33°C, pH 7, thoi gian 1én men 1a 48 gio va 1% dich ting
sinh (v6i mat d6 10° CFU/mL). Ché phim VBt dugc bao quan & cac muc
nhiét do 4°C, 25°C va 35°C trong thoi gian 12 thang. Binh ky hang thang
tién hanh dém bao tir dé xac dinh sy hién dién cua vi khuan B. thuringiensis
var. kurstaki & cac diéu kién nhiét do.
2.3.8 Khio sat kha ning ting sinh vi khuan B. thuringiensis var. kusrtaki
bang hé théng Ién men tw ddng 2 Lit BioFlo 120

Phuong phap thuc hién: sir dung 1 lit méi truong dich chiét nim

men cho vao binh nudi cdy va hap tiét trang (121°C/20 pht). L&n men &
diéu kién nhiét do 33°C, pH 7, téc d6 khudy 170 vong/phat, DO 30, khdng
khi 100%, dich tang sinh (voi mat d6 103 CFU/mL). Thi nghiém dugc bd tri
don yéu t6 véi 3 1an 13p lai va 4 nghiém thirc: Lén men tu dong BioFlo 120
véi dich tang sinh 0,1%, 0,5%, 1,0% va ddi ching Lén men thong thudng
véi dich tang sinh 1,0%. Chi tiéu theo di: Mat d6 vi khuan B. thuringiensis
var. kusrtaki ¢ 12, 24 va 48 gio sau [én men.
2.3.9 Panh gia doc tinh cia ché phdm VBt trén siu to (Plutella
xylostella), sau khoang (Spodoptera litura), sau xanh da lang (Spodoptera
exigua) trong diéu ki¢n nha luw6i

Tién hanh thir nghiém ché pham vi khuan B. thuringiensis var.
kusrtaki 1én men bang hé théng 1én men tu dong (goi tat la ché pham VBt)
v6i d6i tuong thir nghiém: sau to, siu khoang, sdu xanh da lang.

Phuong phap bé tri: Mdi nghiém thirc 1a mot chau cai véi duong kinh
20 — 25 cm va tha 10 con sau/nghiém thuc, ché pham duoc phun 1 14n, lic sau
tudi 2. Thi nghiém dugc bé tri voi 4 1an 13p lai, 4 nghiém thic: Ché pham
VBt Ién men ty dong véi lidu luong 1.000 mL/ha, Ché pham VBt 1én men
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thong thuong voi liéu lugng 1.000 mL/ha, Vi-Bt® 32000 WP vi liéu lugng

1.000 mL/ha va doi chimg phun nudc cat.

Chi tiéu theo ddi: S0 sau song, chét trudc phun, 1, 2, 3, 5 va 7 ngay
sau phun ché pham VBt ¢ tat ca nghiém thirc.

2.3.10 Panh gia dc tinh ciia ché pham VBt trén sau to (Plutella
xylostella) ngoai dong rugng

Qua két qua thir nghiém hi¢u lyc diét sau trong diéu kién nha ludi &
ndi dung 2.3.9 tien hanh thur nghiém ngoai dong ruong ché pham VBt voi
doi tugng thur nghiém la sau to tai Trung tdm Giong cay trong, vat nudi va
thuy san Thanh pho H6 Chi Minh.

_ Phuong phép: Thi nghiém dugc bo tri theo khoi ddy du ngdu nhién, 4
lan lap lai, moi Q thi nghiém co dién tich 30 m?. Rudng b6 tri thi nghiém:
khong phun thuoc BVTV trong 2 vu. Cay trong: giong cdi be xanh. Thuoc
duoc phun 1 lan, IGc sau tudi 2 va mat do sau to 1 — 3 con/cay (cly cai ¢ giai
doan 20 ngay sau trong) . Phun thudc vao budi chiéu mat. Luong nudc thude:
400 L/ha. Dung cu xtt ly: phun bang binh bom tay deo vai.

Chi tiéu va phuong phap diéu tra: Mat s6 sau to vao cac thoi diém:
truac khi xu ly thuoc va 1, 3, 5, 7, 14 ngay sau phun thuoc. Mai 6 thi nghiém
chon 05 diém trén duong chéo géc, moi diém diéu tra 04 cay.

2.5 Xir ly va phan tich so liéu

Két qua giai trinh ty s& duoc xi Iy bang phan mém Bioedit (ver 5.20),
va so sanh vei trinh tu gen trén co s¢ dir Iiéy Genbank (NCBI). Sé liéu thi
nghiém dugc thu thap tong hop bang phan mém Microsoft Excel 2016 va xur
ly théng ké theo phuong phép phan tich phuong sai (ANOVA), két qua phan
hang theo Duncan bang chuong trinh SPSS va phan mém quy hoach thyc
nghiém Design - Expert 11.0. phan mém PoloPlus© dé thuc hién cac phép
tinh dugc mo ta trong phén tich probit caa Finney (Finney, 1971).

Chwong 3
KET QUA VA THAO LUAN

3.1 Phan bé vi khuan B. thuringiensis va chen loc vi khuan B.
thuringiensis var. kurstaki trong dat & cac tinh, thanh caa Viét Nam
3.1.1 Phan bé vi khuan Bacillus thuringiensis
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Bang 3.1 S6 mau dat ¢ khuan lac theo céc ngudn mau thu thap

Pt D4t khdng canh tac
Chi tiéu canh  Tram Cat ven  Hai Ring Ven
tac tich bién dao duong
Somaucokhuan lacnghi 55 4, 5 10 20 20
ngo la B. thuringiensis
S6 mau thu thap 476 20 20 20 40 40

% (*)/S6 mAu thu thap 462 500 250 50,0 50,0 50,0

% (*)/Tong s6 mau 35,7 1,6 0,8 16 32 3

2

S6 mau c6 khudn lac nghi ngo 1a B. thuringiensis (*)

Theo Martin va Travers (1989) mau dét & chau A c6 chi sé Bt 13 0,85.
O Viét Nam, Bui Thi Huong va ctv (2005) cho thdy mau dat & cac tinh Mién
Bic c6 chi sb Bt 1a 0,35 véi cac chang vi khuan thugc loai B. thuringiensis
var. kurstaki, var. aizawai, va var. morrisoni. Trong nghién cuau nay, B.
thuringiensis hién dién ¢ cac ving dia Iy khac nhau & Viét Nam vai chi sb Bt
tir 0,2 dén 0,41.
3.1.2 Xac dinh chiing vi khuén B. thuringiensis bang thir nghiém sinh héa

Tur 1.337 khuan lac c6 dac diém hinh thai khac nhau d thu dugc 285
chang vi khudn c6 cac dic diém nhu hinh que, Gram duong, sinh bao ti,
catalase duong tinh, c6 kha nang thuy phan tinh bét, phan ing V.P duong
tinh. Sau khi nhuém 261/285 chung vi khuan c6 tinh thé bat mau do, bao tir
c6 vién mau do. Pa sb cac chung vi khuan sinh tinh thé hinh thoi tap trung &
céc mau dat canh tac (Bang 3.2).

Hinh 3.1 Tinh thé doc cia mau vi khuan quan sat dudi kinh hién vi
dién tir quét (SEM) véi do phong dai 4,06 KX. (A) Tinh thé hinh thoi; (B)
Tinh thé hinh cau; (C) Té bao vi khuén



14

Bang 3.2 Cac dang tinh thé doc cua B. thuringiensis tir cac mau phan lap

So ching Hinh dang tinh thé déc
Dia diém vikhuan =" \ : inh QU3
! sinh tinh inh Hinh  Hinh  Hinh qua
thé thoi ovan cau tram

Ha Noi 10 - 4 5 1
Vinh Phac 8 5 3 - -
Thai Binh 7 4 1 1 1
Hai Phong 3 1 1 - 1
Hai Duong 2 - 1 1

Hung Yén 3 - 1 1

Béc Ninh 3 1 2 -
Ha Nam 2 1 - -
Nam Dinh 3 2 - 1 -
Pba Nang 3 3 - -
Quang Nam 6 2 1 2 1
Binh Thuén 5 3 1 1

Lam Bong 70 29 14 15 12
bong Nai 16 10 1 1 4
Ba Ria —Viing Tau 10 5 1 2 2
TP.Hb Chi Minh 62 34 11 12 5
Tay Ninh 5 3 - 2 -
Tién Giang 9 5 2 1 1
Bén Tre 30 15 6 5 4
An Giang 1 1 - - -
bong Thap 1 1 - - -
Kién Giang 2 1 1 - -
Téng sb tinh thé 261 126 50 52 33
%/tong so tinh thé 100 483 192 19,9 12,6

3.2 Xae dinh sy hign dién gen cry cia vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki

Két qua phan tich trinh ty cac gen thudc nhém crylAa, crylAc,
cry2Ac, cry4 va cry9 cia cac mau phan lap cho thiy sy twong dong cao giita
cac trinh ty nay véi trinh tw DNA muc tiéu. Su xuét hién cua nhém gen cryl
1a nhiéu nhit (63,3%), ké tiép I cry2 (28,7%), cry4 (6,9%) va it nhat 1a cry9
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(0,1%). C6 nhitng chung vi khuan hién dién ca 4 gen (cryd, cry2, cry4, cry9),
2 dén 3 gen (cryl va cry2, cryl va cry4, cry2 va cry 4, cryl va cry9, cryl,
cry2 va cry4) trong ciing mot mau.

So véi céc cdng bd trong va ngoai nudc, nghién ciu cua luan an cho
thdy tan suat xuat hién caa gen cryl, cry2 va cry4 tuong ddi cao va thuong
Xuat hién ciing nhau. Gen cry9 c6 tan suat xuat hién trong ddi thap tir 2,6%
— 15,5% (Ben Dov va ctv, 1997; Bravo va ctv, 1998; Zhang va ctv, 2000;
Wang va ctv, 2003; ) va it xuat hién clng  gen cryl va cry2. Ben Dov va ctv
(1999) da phat hién rang trong sé cac mau c6 gen cry9 thi ciing hién dién
mot hoac ca hai gen cryl va gen cry2.

3.3 Xac dinh sy hién dién gen vip3a ciia vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki

Hinh 3.2 Két qua dién di san phAm PCR viing gen vip3a
M thang protein chugn 10 — 200 kDa.(Promega); (1) dong VBt2119.1; (2) dong VBt21110.1;
(3) dong VBt2751.3; (4) dong VBt27510.2; (5) dong VBt2736.2; (6) dong VBt2735.1; (7)
dong VBt2751.2; (8) dong VBt26313.2; (9) dong VBt26311.1; (10) dong VBt26323.1; (11) déi
chiing dwong. , . _

Ket qua dién di san pham PCR cho thay c6 5 mau (VBt2119.1,

VBt21110.1, VBt2735.1, VBt2736.2 va VBt27510.2) c6 san pham khuéech
dai véi kich thudc khoang 3,4 kb va chi xuat hi¢n 1 bang duy nhat va khong
¢6 san pham phu (Hinh 3.2). So véi céc gen gdy doc khac nhu cry hay cyt,
vip3a c6 pho khang sau bénh va con triing rong hon. Bén canh do, vip3a con
c6 kha nang kiém soat mot so6 doi twgng sau bénh va con trung it nhay cam
vai cac gen cryl hoac cry2 (Estruch va ctv, 1996; Lee va ctv, 2003).
3.4 Kha ning giy chét sdu to (Plutella xylostella), sau khoang
(Spodoptera litura), sau xanh da lang (Spodoptera exigua) cta cac chiing
vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki phan lap

Tur 261 mau vi khuan sinh tinh thé d3 xac dinh dwgc 20 chang vi

khuan mang gen cryl, cry2, cry4, cry9 va vip3a phan lap ¢ cac tinh Vinh
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Phuc, Lam Dong, Thanh phd HO Chi Minh, Tay Ninh, Tién Giang va Bén
Tre. Mot ngay sau xu ly, ghi nhan c6 sau chét va ting dan dén ngay tha 7
sau xu ly.

Hiéu luc diét sau to, sdu khoang va sau xanh da lang caa cac chang vi

khuan nghién cau dat tir 72 — 80%. Mot sé mau vi khuan B. thuringiensis
gen cryl va cry2 c6 kha nang diét sau to, sdu khoang va sau xanh da lang
nhu VBt2119.1 (mau phén 1ap tir tinh Vinh Phuc mang cryl), VBt26317.2
(Lam Bong, cry2), VBt2735.1 (Tién Giang, cryl), VBt2767.6 (Tay Ninh,
cryl va cry2) la cac chiing c6 hiéu lyc gay chét sau cao.
3.5 Gia tri LCso, LTs ciia cac chiing vi khudn B. thuringiensis var.
kurstaki déi véi sau to (Plutella xylostella), sau khoang (Spodoptera
litura), sdu xanh da lang (Spodoptera exigua) trong diéu kién phong thi
nghiém

Két qua thar hoat tinh LCsp trén siu to, siu khoang, siu xanh da ldng
trong diéu kién phong thi nghiém cua cac ching vi khuan cho thay hiéu lyc
diét sdu & mat do bao tr 107 CFU/mL cho hiéu luc diét sau rat tét, con & mat
d6 thap hon 1a 10° CFU/mL va 10° CFU/mL cho hiéu lyc thap nhat. Qua thi
nghiém cho thay gia tri LCso cua cac chang B. thuringiensis var. kurstaki
trong khoang 2,5 x 10° — 4,5 x 10" CFU/mL va LTso tir 4 — 5 ngay sau xur ly
& giai doan siu tudi 2. O giai doan sdu tudi 4 LCs cua 4 chung B.
thuringiensis var. kurstaki trong khoang 1,5 x 10 — 2,5 x 108 CFU/mL va
LTso tir 4 — 5 ngay sau xir ly.

Trong qué trinh theo ddi, s6 sdu con sdng & cac nghiém thic xir ly vi
khuan c triéu chang biéng an, giam kha ning gy hai va chét ¢ 7 — 14 ngay
sau xtr ly. Do d6 mat d6 bao tir tot nhat gay chét sau hai la tir 107 CFU/mL
tro 18n, thuan loi cho viéc san xuat va sir dung. Bén canh d6, hiéu lec diét
sau thay d6i phu thudc vao do tudi sau, hiéu qua nhat khi sau & tudi 2.

3.6 Chon tao chiing B. thuringiensis var. kusrtaki khang tia UV
3.6.1 Kha niing chong chiu tia UV ciia cac chiing vi B. thuringiensis var.
kurstaki & bwéc song 254 nm va 365 nm

O budc séng 254 nm, sau 30 phit, mat d6 bao tir cc chang vi khuan
giam, trong d6 chung VBt2119.1 (3,0 x 10? CFU/mL) va VBt2735.1 (2,8 X
10° CFU/mL) giam manh so véi céc chung vi khuan khac. Khi tang thoi gian
chiéu 60 phat, 90 phat va 120 phat, mat do tt ca cac chang vi khuan cang
giam rd rét. O mac thoi gian 60 phat, mat do bao tir cao nhat & chuang
VBt2762.1 (2,7 x 10° CFU/mL) va thip nhit ¢ chung VBt2119.1 (0,0
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CFU/mL). O 90 pht c6 4 chiing vi khuan khdng c6 kha ning chdng chiu tia
UV. O 120 phat chi con 3 chung VBt21110.1 (5,4 x 10° CFU/mL),
VBt26310.1 (2,8 x 102 CFU/mL) va VBt2751 (4,0 x 10* CFU/mL) ton tai.
Khi tang thoi gian chiéu tia UV I1&n 150 phdt thi tat ca cac ching vi khuan
déu chét

Khi chiéu tia UV trong 120 phdt ¢ budc song 365 nm, hai chung
VBt2736.2 va VBt2767.6 (0,0 CFU/mL) khong cé kha nang chéng chiu. Cac
chang vi khuan con lai c6 kha ning chong chiu dugc tia UV, trong d6 ching
VBt21110.1 (6,23 x 10* CFU/mL), VBt26310.1 (3,1 x 10° CFU/mL),
VBt2762.1 (3,8 x 105 CFU/mL) va ching vi khuin VBt2751 (6,2 x 10°
CFU/mL) c6 mat do cao hon cac chang con lai.

Tur két gua thuc nghiém ba chung VBt21110.1, VBt26310.1, VBt2751
c6 kha ning chdng chiu tia UV cao dugc danh gia hiéu qua gay chét siu to
(Plutella xylostella).

3.6.2 Hiéu qua gay chét sau to ciia cac chiing vi khuin B. thuringiensis
var. kusrtaki c6 kha ning chdng chiu UV diéu kién phong thi nghiém
Bang 3.3 Hiéu qua gay chét (%) sau to (Plutella xylostella) ciia cac chiing vi
khuan da duoc chiéu tia UV

Hiéu qua gay chét (%) siu to

Chiing vi khuan
1 NSXL 2 NSXL 3NSXL 5NSXL 7NSXL

VBt21110.1AUV 15,0bcd  40,0b 52,5ab 60,0 b 65,0 b
VBt26310.1AUV 7,5 cde 150¢c 175¢c 350b 45,0c
VBt2751AUV 10,0 de 175¢c 30,0d 45,0d 50,0c

VB21110.1 30,0 a 50,0 a 62,52 725a  80,0a
VB126310.1 200ab  350b 45,0 b 550b  70,0b
VBi2751 225abc 325D 475b 625b  775a
pC 0,0e 0,0d 0,0e 0,0e 0,0d
MI’IC }’, ngh’Ia *%* ** ** ** **
CV (%) 5,4 47 8,0 7.8 8,2

Trong cung 1 cdt, cac gia tri co cha cai theo sau giong nhau thi sy khac biéz khong cd y nghia;
**: khéc biét ¢ miic rat cé y nghia; NSXL: Ngdy sau xi ly; Mdt dé vi khuan 10° CFU/mL, Doi ching
phun nudc cat véi lieu luong la 100 mL.
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Bang 3.4 Hiéu qua gay chét (%) sau khoang (Spodoptera litura) cua cac
chung vi khuan da duoc chiéu tia UV

Hiéu qua gay chét (%) sau khoang

Chiing vi khuén
1 NSXL 2 NSXL 3 NSXL 5NSXL 7 NSXL

VBt21110.1AUV 125¢c 20,0b 30,0 cd 425d 575¢c
VBt26310.1AUV 10,0c 175b 22,5d 350d 50,0c
VBt2751AUV 7,5cd 150b 20,0d 250e 32,5d

VBt21110.1 325a 45,0a 575a 70,0a 775a
VBt26310.1 15,0 bc 225b 40,0 be 52,5¢ 67,5b
VBt2751 225D 42,5a 50,0a 62,5Db 725a
DC 0,0d 0,0c 0,0e 00f 0,0e
Mtc ¥ nghia *k *x *x *x **
CV (%) 6,3 10,9 10,1 6,3 3,9

Trong cling 1 cat, cac gia tri co chix cai theo sau giong nhau thi s khac biét khong co y nghia;
**: khac biét ¢ muc rat ¢ y nghia; NSXL: Ngay sau xir 1y; Mdt dé vi khuan 108 CFU/mL, Poi ching
phun nudc cat véi lieu luong la 100 mL.

Bang 3.5 Hiéu qua gay chét (%) sau xanh da lang (Spodoptera exigua) cua
céc chung vi khuan da dugc chiéu tia UV trong diéu kién phong thi nghiém

Hiéu qua gay chét (%) sau xanh da lang

Chiing vi khuan
1 NSXL 2 NSXL 3 NSXL 5NSXL 7 NSXL

VBt21110.1AUV 12,5cd 27,5 bc 32,5bc 375b 525¢

VBi26310.1AUV 5,0 de 175¢cd  250bc  350b  475c
VBI2751AUV 0,0 15,0 d 225¢ 300b  37,5d
VB21110.1 350a 475a 55,0 a 650a 77,5a
VB26310.1 200bc  275bc  350b 500b  67,5b
VBI2751 275ab  375ab  47,5a 60,0ab 70,0 ab
pC 0,0e 0,0e 0,0d 00d  00e
MI’IC }’, ngh’Ia *%* ** ** ** **

CV (%) 76 36 7.1 8,9 7.4

Trong cung 1 cdt, cac gia tri co cha cai theo sau giong nhau thi sy khac biéz khong c6 y nghia;
**: khéc biét ¢ miic rat cé y nghia; NSXL: Ngdy sau xi ly; Mdt dé vi khuan 10° CFU/mL, Doi ching
phun nudc cat véi lieu luong la 100 mL.

Két qua cho thay hiéu qua gay chét sdu khoang va sau xanh da lang

cuia cac chung vi khuan da duoc chiéu tia UV ¢ 7 NSXL khé thap, chung vi
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khuan VBt21110.1AUV dat 57,5% d6i véi sdu khoang, 52,5% dbi véi sau
xanh da lang, va 65,0% ddi véi sau to trong khi chung VBt2751AUV chi dat
lan luot 1a 32,5% va 37,5% ddi vai sdu khoang va sau xanh da lang. Kha
nang phat trién va doc tinh caa vi khuan giam dang ké, anh huong dén kha
ning diét sdu sau khi chiéu xa tia UV & budc song tir 250 dén 380 nm
(Setlow, 1994; Mark va ctv, 2000).
3.7 Téi wu diéu kién 1én men caa vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki
3.7.1 Anh hwéng clia méi truwong dinh dudng dén sinh khdi vi khuan

Ba chung vi khuan VBt21110.1 (mau phan lap tir tinh Vinh Phuc),
VBt26310.1 (Lam DBong), VBt2751 (Bén Tre) mang gen cryl, cry2, cry9 va
la nhitng gen doc gay chét cho b canh vay duoc thir nghiém nhan sinh khéi
Vi bén loai mdi truong & didu Kién nhiét do 30°C, pH 7 va 1% dich ting
sinh (10° CFU/mL).
Bang 3.6 Mat s vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki ¢ 4 loai méi trudng

Mat sé vi khuan (CFU/mL)

Nghiém thac

VBt21110.1 VBt26310.1 VBt2751
MT 1 54x10%a 3,3x10%b 2,1x10%b
MT 2 52x107c 7,1x10d 3,6x10°d
MT 3 6,7 x 108 a 52x10%a 3,7x10%a
MT 4 3,1x10%hb 16x108c 1,5x108¢c
Murc y nghia ** ** *x
CV (%) 0,59 0,56 0,64

Sau 48 gio, mat do trung binh cia ba chiing vi khuan trong méi truong
3 (dich chiét nAm men va cac khoang) dat khoang 108 CFU/mL, cao hon so
v6i 3 loai méi truong con lai (Bang 3.20). Mai truong 3 duoc chon dé ting
sinh ba chung vi khuan.
3.7.1.1 Anh hwéng ciaa thoi gian 1én men dén sinh khéi cia vi khuan

Mat d¢ ciia ba ching vi khuan dat cao nhét sau 48 gio nudi cay va
khac biét dbi véi cac mdc thoi gian con lai, trong 6 chung VBt21110.1 dat
6,8 x 108 CFU/mL, chung VBt26310.1 dat 53 x 108 CFU/mL, chung
VBt2751 dat 5,8 x 10° CFU/mL. Theo Nguyén Thi Hoai Ha va Ngb Giang
Lién (2003), thoi gian sinh truong cua vi khuan B. thuringiensis rat ngan,
thoi gian cang dai thi sinh khdi vi khuan nhan Ién cang giam. Két qua thi
nghiém cho thay, cac ching vi khuan déu sinh truong, phat trién tét va dat
mat do t6i uu & thoi gian 48 gio, sau 48 gid sinh khdi bit dau giam nhanh.
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Thoi gian téi wru nhan sinh khdi cac ching B. thuringiensis 1a 48 gio, duoc
str dung cho céc thi nghiém tiép theo.
3.7.1.2 Anh hwéng cia pH dén sinh khdi vi khuan

Mat do vi khuan chiang VBt21110.1 dat gié tri cao nhat 1a 5,07 x 108
CFU/mL & pH 8, nhung khong khac biét & pH 7 va 7,5. Mat do vi khuan
chung VBt26310.1 va VBt2735.1 ¢ pH 7,5 dat cao nhat lan luot 12 6,1 x 108
CFU/mL va 4,5 x 108 CFU/mL, tuy nhién cling khong khac biét so vai pH 7.
Chung vi khuan VBt2751 dat mat d6 cao nhat 1 4,4 x 108 CFU/mL khi nuéi
ciy trong mdi truong c6 pH 7. Do d6, pH 7 1a diéu kién téi wu dé nhan sinh
khéi d6i vai cac chang vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki.
3.7.1.3 Anh hwéng cia nhiét dd dén sinh khéi cia vi khuan

Mat d6 vi khuan cua chung VBt21110.1 dat mat d6 cao nhit & 33°C 1a
6,15 x 108 CFU/mL. Chung vi khuan VBt2751 ¢ 36°C ¢6 mat do dat cao
nhat 1a 6,0 x 108 CFU/mL, khéc biét véi mic 27°C va 33°C. Chung
VBt26310.1 dat cao nhit 5,5 x 108 CFU/mL & nhiét do 33°C (Bang 3.23).
Qua d6 cho thdy & nhiét d6 30 — 36°C la nhiét d6 thich hop nhan sinh khéi
cac chung vi khuan.

Vi khuan B. thuringiensis sinh truéng & nhiét do tir 15°C dén 45°C,
nhiét do ti vu 30 — 35°C, nhiét d6 thap sinh truéng cham, nhiét do cao tur
35°C dén 40°C sinh trudong nhanh nhung chéng 130 héa. Tir d6 c6 thé thay,
nhiét d6 khac nhau thi kha ning nhan sinh khdi cuia céc chung vi khuan
Bacillus sp. khac nhau (Ngd Pinh Binh va ctv, 2010; Stanford va ctv, 2015).
3.7.2 To6i wu héa cac yéu té anh hwéng dén sinh khéi vi khuan B.
thuringiensis var. kurstaki bing phwong phap quy hoach thwc nghiém

a. pH — Thaoi gian b. Nhiét @6 - Thoi gian ¢. Nhiét do - pH
Hinh 3.3 Bé mit dap tng cua ting cap yéu té anh huéng dén 18n men
vi khuan.
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Céc thi nghiém tang sinh khdi dwoc thuc hién véi chang VBt21110.1 véi
ba yéu té thoi gian (X1), pH (X2), nhiét do (Xs) ¢ ba mic gdbm 17 nghiém thc.

Gi tri F cia mo hinh 13 70,84 tuong tng Vvéi p < 0.0001 (99,99%),
chuan F cho sy khong twong thich ctia md hinh 1a 4,31 (p=0,0959), hé s6 hoi
quy R? =0,9891 > 0,75 chang to m6 hinh twong thich v4i thuc nghiém.

Tir cAc gia tri thyc nghiém, phuong trinh hoi quy nhan dugc nhu sau:
Y = 8,85 - 0,0062X; — 0,0662X; - 0,0925X3 + 0,0725X1 X2 — 0,0550X1 X5 +
XoXs - 1,26)(12 -0,1988)(22 + 0,0188)(32.

3.7.3 Hiéu qua gay chét sau khi két hep hai chiang vi khuin B.
thuringiensis var. kurstaki

Tir két qua khao sat kha nang gy chét ddi véi sau hai, khang tia UV,
cac yéu tb vé mai truong, nhiét do, pH, d6 am, thoi gian nudi cdy, hai chung
vi khuan VBt2110.1, VBt26310.1 dugc phdi hop thir nghiém gy chét sau
hai. Tién hanh nhan sinh khdi hai chung vi khuan trén trong méi trudng dich
chiét nim men ¢ cac nong d6 107 CFU/mL, 10® CFU/mL, 10° CFU/mL thé
hién qua hiéu luc gay chét cua cac ching vi khuan B. thuringiensis var.
kurstaki. Két qua thi nghiém cho thay hiéu luc diét sdu ¢ 10° CFU/mL la cao
nhit dat 97,5%.

Hai chung vi khuin VBt21110.1, VBt26310.1 mang gen vip3a
(vBt21110.1), gen cryl (VBt21110.1, VBt26310.1) va gen cry9
(VBt26310.1) c6 thé bd tro v6i nhau dé phong trir siu hai. Qua két qua
nghién ciru cta cac tac gia ngoai nudc da minh ching vip3a con c¢6 kha nang
kiém soat mot sé dbi tugng con trung it man cam voi cac gen cry nhu cryl
hodc cry2, cry9, c¢6 kha niang hd trg cho viéc gy chét cac sau hai c6 tinh
khang cac dong cryl (Tabashnik va ctv, 2000; Jain, 2012; Shu va ctv, 2013).
3.7.4 Anh hwéng cia diéu kién nhiét d9 biao quan dén ché pham VBt

Hai chung vi khuan VBt21110.1, VBt26310.1 dugc ting sinh trong
méi truong long dé tao ché phim VBt c6 kha ning diét dwoc siu to, sau
khoang, sau xanh da lang. Mat d¢ vi khuan caa ché pham VBt khi vira san
xuét 12 7,65 x 108 CFU/mL. Mat d6 vi khuan duoc kiém tra theo tirng thang
bao quan ¢ 3 mirc nhiét d6 4°C, 25°C va 35°C trong thoi gian mot nam.

Két qua thi nghiém cho thay & nhiét do 4°C, 25°C trong thoi gian 1 — 6
thang, va 3 thang & nhiét 46 35°C mét sé vi khuan giam khong dang ké. Sau
6 thang thi vi khuan giam nhiéu va mat kha ning diét siu. Két qua nghién
ctru cuia Moustafal va ctv (2018) cho thay su giam 60% doc tinh cua thude
Dipel 2 x 6.4% WP sau khi bao quan ¢ 35 + 2°C 12 tuan va khoang 70% sau
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khi Iuu trit dudi &nh sdng mat troi trong 2 ngay. Do d6 vi khuan bi anh
huong nhiéu vao diéu kién va do 6n dinh cua nhiét d6 bao quan, thoi gian
luu trix, cach thac bao quan khi dugc luu trir trong kho nong, ké va luu trir
ngoai troi.
3.8 Ting sinh vi khuan bing hé théng 1én men tw dong 2 lit BioFlo 120

Khi tang sinh vi khuan B. thuringiensis var. kusrtaki bang h¢ thong 1én
men ty dong 2 lit BioFlo 120 (Eppendorf — Btic) mat d6 vi khuan dat tir 1,8
x 10 CFU/mL dén 6,2 x 10 CFU/mL vao thoi diém 48 gio sau 1én men,
cao hon nhiéu 1an so véi 1én men thong thuong trong ciing thoi gian. Luong
dung dich vi khuan thu duoc véi khéi lugng Ién, thuan lgi cho nghién ciru va
tao ché pham phong trir sau hai.

Bang 3.7 Mat s6 vi khuan (CFU/mL) sau khi 1én men bang hé thng
Ién men tu dong 2 lit BioFlo 120

Mat s6 vi khuan (CFU/mL)

Nghiém thic

24 gio 48 gior
Lén men tu dong, dich tang sinh 0,1% 35x10%a 18x10*%a
Lén men tu dong, dich tang sinh 0,5% 1,8x10%a 4,7x10%a
Lén men tu dong, dich tang sinh 1,0% 16x108%a 6,2x10"%a
Lén men thong thuong, dich tang sinh 1,0%  2,0x 108 b 43x10% b
Mirc y nghia ** xx
CV (%) 0,24 0,26

3.9 Hiéu qua cia ché phim VBt trén sau to (Plutella xylostella), sau
khoang (Spodoptera litura) va sau xanh da lang (Spodoptera exigua)
trong diéu kién nha lwéi

Hiéu qua phong tri cua cac ché pham VBt bat dau c6 hiéu lec tir 3
ngdy sau phun va ting cao nhat vao lic 7 ngay sau phun (hiéu luc dao dong
khoang 70,0 — 87,5%). Két qua nghién ctu cta nhiéu tac gia ciing cho thay
vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki lam cho sau bo canh vay thuong chét
trong vong 12 gio dén 120 gio tdy thudc vao lugng B. thuringiensis var.
kurstaki sdu an vao (Chilcott va ctv, 1993; Liliana, 2013; Leopoldo Palma,
2014). Do d6, trong khoang thoi gian tir 12 gio dén 72 gid 1a khoang thoi
gian vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki c6 sy tich lity dan mat s va tir
120 gio sau khi xtr ly thi bét dau phét huy hiéu qua gay chét sau.

Két qua danh gia ché pham VBt gay chét d6i vai sau hai trong diéu
kién nha ludi véi hiéu qua twong dbi cao (tir 70 — 87,5%), luan &n tién hanh
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thir nghiém ngoai déng d6i véi siu to gy hai cay trong tai Thanh phd Hb
Chi Minh.
3.10 Hiéu qua ciia ché pham VBt dbi véi sau to (Plutella xylostella) ngoai
dong rudng

Mat s6 trung binh siu to tai cac nghiém thic tir 12 dén 15 con/m? va
sau dang s6 & giai doan tudi 2 vao thoi diém trudce khi phun thude. Tai thoi
diém 3 va 7 ngay sau phun, mat s sau ¢ déi chung giam xuéng 3 — 5
con/m?, mat s sau & nghiém thuc ché pham VBt va Vi-Bt® 32000WP tiép
tuc giam nhanh va khéc biét & mirc rat co y nghia so v6i d6i ching. Giira cac
nghiém thirc phun ché pham VBt khdng c6 su khac biét trong d6 mat sé sau
to thap nhat 12 VBt 1én men tu dong BioFlo 120 (3,3 con/cay), ché pham Vi-
Bt® 32000WP (4,3 con/cy) va cao nhét 1a VBt 1én men thong thuong (5,0
con/cay).

Bang 3.8 Mat s sau to & cac nghiém thic thi nghiém

Mat sb sdu to (con/cay)

Nghiém Liéu lwong 2

thirc (ML,gha) TP INSP ., 5NSP 7NSP

NT 1 1.000 143 6,0a 40a 3,3a 3,3a

NT 2 1.000 135 75a 6,0b 50b 50b

NT 3 1.000 148 7,0a 53ab 48D 4,3 ab

NT 4 1.000 125 138hb 15,0c 16,3c 140c
Mirc y nghia ns *x *x okl okl
CV (%) 2.1 56 89 7.9

Trac nghiém phén hang theo phép thir DUNCAN ¢ miic 5 %; **: khac biét ¢ muc rat ¢o y nghia;
NSP: Ngay sau phun; NT 1 (Lén men tu dong BioFlo 120), NT 2 (Lén men thong thuong), NT3 (Vi-Bt®
32000 WP) NT 4 (Phun nudc cat).

Khi so sanh gitra cac nghiém thic phun ché pham (VBt va Vi-Bt®
32000WP) véi nghiém thirc d6i chang khdng phun thudc (NT4) ta nhan thay
su khéc biét ro rét vé mat s6 sau hai. Cac nghiém thac phun ché pham VBt
c6 mat sb sau hai thap hon so vai nghiém thire dbi ching khéng phun thuéc.
Qua d6 c6 thé két luan duoc rang ché pham VBt c6 hiéu luc trong viéc
phong trir sdu to gay hai cay cai.
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KET LUAN VA PE NGHI
1. Két luan

Thong qua két qua phan tich 616 mau dat ¢ 22 tinh, thanh d3 xac dinh
su phan bé cua vi khuan B. thuringiensis c6 261 chung sinh tinh thé voi cac
hinh dang tinh thé protein doc nhu: hinh thoi (48,3%), hinh ovan (19,2%),
hinh cau (19,9%) va hinh qua tram (12,6%). Dong thoi ciing di xac dinh sy
hién dién gen doc tinh cua cac dong vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki
nhu: gen cryl nhidu nhat (63,4%), gen cry2 (28,7%), cry4 (6,9%) va it nhat
la cry9 (1,0%) va c6 5 dong xuat hién vip3a.

Pa xac dinh 20 chung vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki & 8 tinh,
thanh co6 doc tinh cao 1a ngudn vat liéu san xuat ché pham sinh hoc an toan,
than thién véi méi truong, phu hop véi nbng nghiép hiru co. Vi gid tri LCso
trén 3 ddi twong sau thi nghiém cua cac chung vi khuan B. thuringiensis var.
kurstaki trong khoang 2,5 x 10° — 4,5 x 107 CFU/mL va LTs tir 4 dén 5 ngay
sau xir ly & giai doan sau tudi 2. O giai doan sau tudi 4 LCso trong khoang
1,5 x 10°— 2,5 x 108 CFU/mL va LTso tir 4 dén 5 ngay sau xi 1y.

Bén canh d6, di xac dinh dugc ba chung vi khuan VBt2110.1AUV,
VBt26310.1AUV va VBt2751AUV c6 kha ning chdng chiu tia UV tét nhat
& budc song 254 nm va 365 nm véi thoi gian ¢ mac 120 phuat. Hiéu qua
phong trir sdu hai cua ba ching vi khuan dat tir 52,0% dén 65,0%, c6 tiém
nang (rng dung trong phong trur sinh hoc sau hai la trén cay rau.

Diéu kién tdi wu dé tang sinh vi khuan B. thuringiensis var. kurstaki 1a
trong moi truong dich chiét nam men va khoang véi diéu kién nhiét do 28°C,
pH 7,5, sau 48 gio nudi cdy. Hiéu qua diét sdu to ngoai ddng rudng trén cay
cai tai Thanh phé H6 Chi Minh cua ché pham VBt dat 79,6% vao thoi diém
7 ngay sau phun.

2. P& nghi

C6 thé &p dung diéu kién ting sinh vi khuan B. thuringiensis var.
kurstaki & quy md Ién hon dé ung dung san xuat ché pham sinh hoc phuc vu
cho phong trir sau hai.

Tiép tuc danh gia hiéu qua cua ché pham VBt trén céc loai sau bo
canh Vay va hai canh gay hai rau ¢ cac vung rong rau ciia Thanh pho Ho Chi
Minh va cac tinh. Mé rong d6i twong danh gia hiéu qua cua ché pham VBt
trén cac dbi tugng sau hai va cac loai cay trong khac.
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