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MO DAU

1. PAT VAN DE.

Thong 1 cay trong Lam nghiép, duoc giy trong ¢ hau khip cac tinh trung
du va mién ndi nude ta. Cay thong duoc coi 1a cay loai trong chu yéu, véi dién
tich dung thir ba sau bach dan va keo. Theo quyét dinh s6 3135/QD-BNN-TCLN
ngay 06/8/2015 ctia B4 Nong nghiép va Phat trién nong thon cong bd sb liéu hién
trang rimg toan qubc nam 2014, dién tich rumg trong thong cac loai 1a khoang
400.000 ha (chiém gan 12% tong dién tich ring trdng trong ca nudc). Loai théng
duogc trong chu yéu 1a Thong nhwa (Pinus merkusii), cdy Thong nhua mang lai gia
tri 16n vé mat kinh t€, xa hoi.

Céc loai cay hat tran n6i chung va thong néi riéng, 16ng hit ¢ ré kém phat
trién, nén trong tu nhién c6 qua trinh cong sinh bat budc voi ndm. Soi nAm gitp cay
trong hap thu nude va dinh dudng khoang tét hon. Quy trinh k¥ thuat gieo wom
thong do Bo Lam nghiép nay 1a Bo Nong nghiép va Phat trién nong thon ban hanh
nam 1983 da quy dinh tiéu chuan, chat luong cay théng con khi xuat vudn phai co
nam ré. Dé dat duoc diéu d6 cac co sd san xuat phai sir dung 10% dat mat ring
thong da khép tan tron véi thanh phan rudt bau, dé c6 ngudn nam cong sinh. Viéc
lam nay da giy nén nhiéu bat loi nhu : ndm cong sinh khéng dugc tuyén chon;
mang theo mam sau, bénh dic biét bénh 1¢ ¢6 ré va bénh rom 14 thong; hé sinh thai
cua ring thong khép tan bi anh huong nghiém trong, va chi phi 1on. O nudc ta hién
nay gieo wom thong tai vuon wom con mic nhiéu bénh nhu: bénh vang coi do cay
thong khong c6 nam cong sinh, bénh théi ¢6 ré do nam Fusarium spp. Ty Ié cay
con bj chét & vuon wom do ndm Fusarium spp. giy ra woc tinh tir 40% dén 50%.
Khong nhiing thé nang suat ring trong théng hién nay con han ché, cay thong sinh
truong phat trién kém, kéo theo sirc dé khang yéu, dé bi bénh va sy tan cong cua
nhiéu loai sau va bénh. Trén thé gidi cling nhur & nudc ta, da sir dung cc san pham
c¢6 ngudn gdc vi sinh vat (VSV) dé bd xung vao bau wom cay con, ciing nhu trdng
rimg thong, viéc 1am nay da mang lai loi ich kinh té cao hon va than thién véi mdi
truong, Nham ting nang sudt gia tri caa cay trong va lam giam hién tuong thodi hoa
dat.

Hién nay trén thi truong phan bon nudc ta, c6 mot sb thuong hiéu phan vi
sinh nhung chu yéu phuc vu cho phat trién cdy Nong nghiép va cdy an qua, nhiing
loai phan VSV riéng cho ciy 1am nghiép con it hodc rat han ché. Phat trién ciy
Lam nghiép va cai tao dat thoai hoa 1a can thiét va quan trong trong vi¢c phat trién
kinh t&, xa hoi, bao vé méi truong va dic biét 1a phat trién nghé rimg. Dé khic phuc
nhiing ton tai trén t6i tién hanh nghién ctru luan an “Nghién citu co s6 khoa hoc sdin
xudt ché phdam vi sinh vit da ching dé gieo wom va trong Thong nhua (Pinus
merkusii Jungh. Et de Vriese) trén dat thodi hod & Mién Bdc Viét Nam”.



2. MUC TIEU
2.1. Muyc tiéu tong quat

- Xac dinh co s& khoa hoc san xuét duoc ché phém vi sinh vat da ching (gém nam
ngoai cong sinh, vi khuan sinh IAA va d6i khang nim gay bénh, vi sinh vét phan
giai phot phat kho tan va ¢ dinh nito tu do) dé gieo wom, gy trong thong nhya
nham ting sinh truéng, han ché bénh théi ¢o 1é va cai tao dét thoai hoa.

2.2. Muc tiéu cu thé

-Tuyén chon dugc ching nim ngoai cong sinh, thudc loai Pisolithus tinctorius,
phan 1ap va tuyén chon vi khuan noi sinh cdy Thong nhya, c¢6 kha ning sinh
tong hop IAA va dbi khang véi ndm Fusarium oxysporum giy bénh thoi co ré
cdy Thong nhua; phan 1ap va tuyén chon vi sinh vét phan giai phdt phat kh tan
va ¢6 dinh nito ty do ¢6 hiéu luc cao.

- Xé4c dinh duoc dic diém sinh hoc cua cac chung VSV tuyén chon.
- Xéc dinh duoc co sd khoa hoc tao ché pham VSV da ching.

- San xuat duoc ché pham VSV da chung c6 kha ning ting sinh truong, han ché
bi bénh do61 vdi1 cay Thong nhya & vuon wom va rung trong, cai tao dat thoai
ho4, bac mau.

3. PONG GOP MOI CUA LUAN AN

- Lan dau tién phan 1ap va tuyén chon dugc 2 ching vi khuan Pseudomonas
fluorescens, Bacillus subtilis noi sinh cdy Thong nhua, c6 kha ning sinh tong
hop TAA vira c¢6 kha niang ddi khang véi ndm F.oxysporum gay bénh thdi co ré
cay thong.

- Lan dau tién phan 1ap va tuyén chon duoc 2 ching vi khuan Burkholderia
cenocepacia, Azotobacter beijerinskii c6 kha ning phan giai phét phat kho tan
vura ¢o kha nang ¢ dinh nito tu do.

- Tao ché pham vi sinh vat da ching cho cdy Thong nhua c6 kha ning kich
thich sinh trudng, ¢ dinh dam, phong trir nAm gay bénh thoi cb ré va cai tao dat
thoai hoa bac mau, thay thé viéc sir dung 10% dat mat rimg thong khi gieo wom
va thay thé viéc str dung phan NPK bon 16t khi trong rimg.



CHUONG 1. TONG QUAN VAN PE NGHIEN CUU

1.1. TINH HINH NGHIEN CUU O NGOAINUOC
1.1.1. Nghién ctru vé nim cong sinh.

Nam cong sinh d dugc cac nha nghién ciru vi sinh vat quan tam tur rat
som, & Venezuela, nguoi ta lay 16p dat mit cla cac rimg trong thong da khép tan
tron voi dat ctia vuon wom dé tao rudt bau gieo wom cay con, ndm cong sinh chu
yéu & day la loai Thelephora terrestric. Tir nhitng nim 1980, bao tir nim
Pisolithus tinctorius dugc bang Georgia cia My nhiém cho cay thong con &
vuon wom. Marx va dong tac gia (1982) da nghlen ctru, duoc ché pham P.
tinctorius di duoc san xuat va ban rong rai ngoai thi truong, hau hét cac cay con
gieo vom déu duoc nhiém ché pham nay trén quy mo 16n. Theo Marx va dong tac
gia (1989) bao tir nAm P. tinctorius duoc thu tir thé qua cia nam & nhicu ving
sinh thai khac nhau, cong sinh véi nhiéu loai cay chil, d tao cho ché pham bang
bao tir ¢6 tinh da dang vé mit sinh hoc hon ché pham bang hé soi. Hon tam triéu
cay con, da duoc nhiém ché pham bang hé soi va nhiéu triéu cay con di dugc
nhiém ché pham bang bao tir, cho két qua sinh truéng vuot troi.

1.1.2. Nghién ctru vé VSVNS sinh 1AA kich thich tiing truéng thue vat.

Cac chat kich thich tang truong thuc vat 1a nhitng chat tu nhién duoc san
Xuat bai cac VSV noi sinh. Chiing c6 tac dung kich thich hoic tc ché mot sé qué
trinh sinh ly, sinh héa ¢ thuc vat va vi sinh vat. Brakel va Hilger (1965) cho
rang, vi khuan Azotobacter c6 thé san sinh ra axit indol-3-acetic (IAA) Ia chat
tang truong thyc vat. Chandramohan va Mahadevan (1968b) da phan 1ap dugc vi
khuan sinh IAA ting trudng thuc vat tir cdy Bong. Nhitng ndm trudc ddy nhiéu
nha khoa hoc cho rﬁng IAA duoc san suat bai vi sinh vat chi 13 chat chuyén hoa thir
cap. Nhung gan day nha nghién ctru Stijn va Jos (2010) cho rang, VSV ndi sinh
nhu nhiing nha may khong 16, san xuit IAA ting kich thinh sinh truéng thuc vat,
Ruben va dong tac gia (2012) cho rang, c6 mit cla cic vi sinh vat sinh IAA s&
lam ting san luong cay trong mot cach rd rét.

1.1.3. Nghién ciru vé vi sinh vat phén giai phot phat khé tan.

Johri va dong tac gia (1999), da phan lap va mo ta dic diém cua khoang
4.800 chiing VSV c6 kha ning phan giai phét phat kho tan. Tuy nhién, cac tac gia chi
dimg & mo ta dic diém cua cac chung, ma chua tmg dung nhimg chiing vi sinh vt
phan giai phdt phat ndy vao san xuat phéan vi sinh. Alan (2000) cho rang, Vi sinh vat
dat dong vai tro quan trong trong vi¢c hép thu va qua trinh bién doi ctia cac chat dinh
dudng trong dat. Di v6i phédt pho, vi sinh vét dat co anh huong nhiéu dén qua trinh
bién ddi phét pho, dac bit vi sinh vat co thé phan giai phdt pho tir cac hop chat phét
pho ¢6 trong dat. José va dong tac gia (2001) nghién ctru, cac chung vi khuan phan
giai phot phat duoc phan 1ap tir cac nguon khac nhau ¢ hiéu luc phan giai phot phat
khac nhau.Vi€c sir dung vi sinh vat phan gidi phodt phat, khong nhiing 6 tac dung cai
tao dat, ma con lam ting luong phot pho cho cay trong va dem lai két qua tot cho
mua vu.

1.1.4. Nghién ctru vi sinh vat d6i khang véi nAm giy bénh.
Alecxander Fleming (1928), tinh c& phét hién ra quan hé d6i khang gilra
nam Penicillinum notatum véi khuan Staphylococus aureus va di tim ra chat
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khang sinh dau tién 1 penicillin. Hién nay, trén thé giéi c6 khoang 13.000 chat
khang sinh tu nhién, trong d6 c6 hon 3.000 chit do thuc vat tao ra, hon 9.000
chat khang sinh do VSV tong hop dugc va hang ngan din chat 1a khang sinh béan
tong hop. Chanway (1996) cho rang, VK ndi sinh thuc ddy qué trinh sinh truong
cua cay chu, vi da tao ra mét hang rao kiém soat sinh hoc béng viéc tiéu diét truc
tiép cac mam bénh xam nhiém vao ciy chu. Joseph va dong tac gia (1997) da ung
dung VSV d6i khdng nim gy bénh, bang cach tiém chung VK vao 2 ciy, 1a Ca
chua va Dua chudt da dem lai hiéu qua wc ché mot s6 loai mém bénh va giam
mirc d6 bi bénh. Yuparet (1999) da phan lap va tuyen chon, mot s loai VK séng
trong mo cua cdy cd co6 kha nang san xuét ra chat khang sinh L-Asparaginase.

1.1.5. Nghién ctru vé vi sinh vét c6 dinh nito tur do.

Céc tac gia Maryenko (1964) va Arun (2007) nghién ctu cho rang, mat do vi
khuan Azotobacter trong vung gan ré cua cay trong c6 mat do cao hon cdc vung dat
hoang. Ho d& phén 1ap va tuyén chon mot so chung vi sinh vét ¢ dinh nito tao phan
bon sinh hoc bon cho cay trong nhu lta, ngd, mia va rau da thic day sy ting trudng
cua cac loai cly trong. Ngoai ra, tac gia con khang dinh rang, cac loai phan bon sinh
hoc ¢6 kha nang tong hop nito rat 6n dinh, khong gay hai cho méi truong va dam bao
chét lugng nong san sach. Theo Timmusk (1999) vi khuén Paenibacillus duoc phan
1ap trong ré cay va trong dat co kha ning cb dinh “nito ty do, thic day kich thich ting
trudng thuc vét san xuét enzym thuy phan, san xuét thudc khang sinh chdng lai vi sinh
vat gay hai cho con nguoi va gay bénh thuc vat
1.1.6. Sir dung ché pham vi sinh vat hén hop.

De va dong tac gia (1988) da san xuét ché phdm nim cong sinh dudi dang vién
nén bang bao tir clia cac loai ndm P. tinctorius va Scleroderma spp, dé nhiém cho cac
loai cy 14 kim va cac loai thong, két qua rat 16 khi duong kinh ciia cac ciy con duoc
nhiém ché pham ting hon so v&i doi chimg 1& 75% sau 16-18 thang tu6i. Nha nghién
ctru nguoi Nam Phi Lubanza va dong téc gia (2012) cho rang ché pham vi sinh vat hon
hop bao gom Azospirillum va Rhizobium c6 kha néng thiic day su phat trién va ting san
luong cua cay trong Olubukola va Bernard (2012) hai nha khoa hoc nguoi My da
nghién clru ché pham hén hop cac lodi vi sinh vat khac nhau tao phan bon. Phan bon
hdn hop vi sinh vat gom vi khuén kich thich sinh trudng thue vat, vi sinh vat dbi khang
bénh va vi khuan chdng lai sy x4m hai cia sau bénh.

1.1.7. Nghién ctru vé gieo trong Thong nhua.

Thong nhya c¢6 ving phan bd kha rong, tir m1en Nam Trung Quéc, Lao,
Campuchia, Thai Lan, Phillippin dén Indonesia va mién Pong Myanmar. Chang
duoc trong tir rat 1au & nhiéu nude thude khu vue bong Nam A nhu Viét Nam,
Lao, Campuchia, Philippines, Malaysia va Indonesia. Cac nghién ciru cho rang,
bién phap xtr 1y 1ap dia khac nhau va céc loai ciy trong khic nhau di cé anh
hudng rat khac nhau dén do phi cua dat, trong dé xir ly lap dia dé trong cay
thong nhya khac nhau thi d6 phi cua dat rimg Thong nhua khac nhau, ning suat
rimg trong Thong nhya phu thudc 16n vao cac bién phap lam sinh va xu 1y lap
dia khac nhau. Ngoai ra khi nhén gidng gay trong Thong nhya nhiéu nudce da sir
dung cac loai nam cong sinh nhu P. tinctorius, Boletus granulatus, Scleroderma
spp., Thelephora terrestris, Cenoccocum graniforme, Amantita spp., va
Rhizopogon spp.... giy nhiém vao dat wom hat, cdy con s& c6 bo ré tot va sinh
trudng nhanh.
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1.2. TINH HINH NGHIEN CUU O TRONG NUGC
1.2.1. Nghién ctru vé nam cong sinh.

Quy trinh k¥ thuét gieo wom thong do by Lam nghiép nay la by Nong
nghiép va Phat trién nong thon ban hanh nim 1983 da quy dinh tiéu chuan, chat
luong cay thong con khi xuat vuon phai c6 nim ré. Khi gieo vom thong tai vuon
wom, cac co so san xuat déu sir dung 16p dat mit cua cac rimg trong thong da khép,
tan tron voi dat dong bau nhim ldy ngudén nidm cong sinh c6 trong ty nhién. Pham
Quang Thu (2004), ché phim nim cong sinh dd dugc thir nghiém cho cay thong
con, bach dan, keo, phi lao & vuon wom va cho thong & rimg trong budc dau da
c6 két qua tét. Nhung ché phidm nay con & dang thd va chwa tong hop nhiéu
chang vi sinh vét ¢6 ich. Pham Quang Thu va Dang Nhu Quynh (2007), di diéu tra
thu thap duoc 33 loai nAm ngoai cong sinh véi théng va bach dan trong do6: ¢6 16 loai
cong sinh v&i thong; 14 loai cong sinh véi bach dan va 3 loai cong sinh vi ca thong
va bach dan.

1.2.2. Nghién ctru vé VSVNS sinh tong hop IAA kich thich ting truéng.

Nguyén Kim Anh va dong tac gia (2008), di nghién ctru phan lap duoc 8
chung vi khuan Azotobacter tir 30 mau dat. Trong d6 c6 6 ching c6 hoat tinh sinh
tong hop IAA. P6 Kim Nhung va Vii Thanh (2011) di phén l1ap vi sinh vat noi
sinh tir cdy mia c6 kha ning sinh IAA, trong s6 12 dong vi khuan Azospirillum
sp. va 14 dong vi khuan Gluconacetobacter sp. di dugc khao sat thi ¢6 2 dong vi
khuan Al va G10 vira ¢6 kha ning tong hop IAA vira c6 kha niang ¢ dinh dam
dat & mirc cao. Tran Thanh Phong va Cao Ngoc biép (2011) dé phan lap dugc 49
dong vi khuan ndi sinh trén cay Dira, tuyén chon dugc 9 dong déu c6 3 dic tinh
t6t nhu ¢b dinh dam, kha niang phan giai 1an va sinh tong hop IAA. Nguyén Thj
Huynh Nhu va dong tac gia (2013) da nghién ctru phan 1ap va tuyén chon vi sinh
vat noi sinh trén cay chudi co kha nang sinh TAA.

1.2.3. Nghién ctru vé vi sinh vét phén giai phdot phat

Pham Vin Toan va dong tac gia tir nim 1996 dén nim 1998, da phan lap
dugc 100 chung c6 hoat tinh phan giai lan. Bon phan hitu co vi sinh vat lam cay
sinh truéng tot hon, 1am ting nang suat lua 21,6% va dbi véi lac 1a 23,7%.

Nguyén Thi Thay Nga va Pham Quang Thu (2009) véi 30 mau dat rimg
thu dugc & cac tinh mién Bic Viét Nam da phan 1ap duogc 30 ching vi sinh vat co
kha nang phéan giai 1an. Trong d6 c¢6 15 chung c¢6 hiéu luc phéan giai lan rat cao,
chiém 50% tong s chung phan lap dugc. Cac ching PGLgys, P9.2, P1.4, P1.1, ¢c6
duong kinh vong phan giai phét phat cao (co duong kinh vong phan giai> 2,2 cm).
1.2.4. Nghién ctru vé VSV d6i khang v6i nam giy bénh

Nguyen Thi Thuy Nga va Pham Quang Thu (2006), cling da phan lap dugc
56 chung vi khuan khac nhau tir 10 loi cay g va da tuyen chon dugce 12 chung VK
c6 kha ning sinh khang sinh tic ché sy phat trién ctia nam gay bénh soc tim Ludng.
Pham Quang Thu va Nguyén Thi Thay Nga (2007) da phan 1ap duge 113 ching VK
tir 15 mau bach dan khong bi bénh, trong d6 c6 22 ching c6 dic diém hoan toan
khéc nhau. Tuyén chon duoc 5 chung VK ¢6 kha nang doi khang voi nam
Cryptosporiopsis eucalyptl gay bénh dom 14 bach dan. Lé Nhu Kiéu va dong tac gia
(2010), phén 1ap va tuyén chon mot sd ching vi khuan Ralstonia solanacearum gay
ra bénh héo xanh lac va vimg dé san xut cac ché pham vi sinh d6i khang tmg dung
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trong san xudt lac va vung. 10 chung vi khuan phan lap va tuyén chon dugc c6 hoat
tinh d6i khang voi vi khuan R. solanacearum, an toan déi véi cdy trong va dong vt
mau nong.

1.2.5. Nghién ctru vé vi sinh vit ¢ dinh nito tw do.

Lai Chi Qudc va dong tac gia (2012) da tuyen chon va nhan dién vi
khuan cb dinh dam (c6 kha nang hoa tan phdt phat va kali) dugc phan 1ap tur vt
licu phong hoa cua vung nui da hoa cuong tai ndi cam, tinh An Giang. Tran
Thanh Phong va Cao Ngoc Diép (2012), da phan 1ap va md ta dac diém hinh thai
cua 31 chang vi khuan ¢é dinh dam néi sinh trong ré cay ngd trén moi trudng
khong c6 dam Nfb. Ca 31 chung phén lép duoc déu c6 kha nang sinh tong hop
IAA, tuyén chon dugc 9 chung c6 phan tng t6t voi sy sinh trudng.

1.2.6. Sir dung ché pham vi sinh vat hon hop.

Pham Quang Thu (2004) nghién ctru ché pham hén hop bao gom bao tir
hiru tinh nam P. tinctorius va mot s vi sinh vat chic niang khac. Pham Quang
Thu va Nguyen Thi Thuy Nga (2011) da nghién ctru str dung vi sinh vat va cay
che phu nham nang cao ning suat cua cay Keo lai va cai tao dat sau luan ky bach
dan, két qua bon 16t 20g vi sinh + trong cbt khi, cho duong kinh 1,3m ting 22%
chiéu cao vat ngon cua cdy Keo lai ting khoang 12%, ty 1& séng dat 98%. L&
Nhu Kiéu va dong tac gia (2011) nghién ctru, to hop cua cac chung VSV dé san
xudt phan hiru co vi sinh da chirc ning cho cay ché. Két qua thu dugc 4 ching vi
sinh vat co ich va an toan sinh hoc, d6 la cac chung All, chung KT7, chung PI6,
ching DK 14, ché pham vi sinh vat da ching da lam giam ty 1& chét & cdy che 1én
dén 50,6%. Pham Quang Thu va dong tac gia (2010) san xuét ché pham vién nén
MF1 va MF2, khi bon 40g MF1cho ciy thong & rimg trong két qua ting chiéu cao
1a 16% va duong kinh 1a 40% so voi d6i chimg, bon 40g ché pham MF2 cho cay
bach dan & rimg trong két qua ting chiéu cao 55% va duon kinh 38% so voi dbi
chimg. O ca 2 loai ché pham déu giam ty 1¢ bi bénh ctia ciy trong.

1.2.7. Nghién ctru vé gieo trong Thong nhua

O nudc ta cdy Thong nhua phan bd tir Bac vao Nam, trén thyc té hién
nay gieo Thong nhya cac co sO san xut phai sur dung 10% dat mat rimg thong da
khép tan dé tron véi thanh phan rudt bau dé c6 ngudn nam cong sinh, gay nén
nhiéu bt loi nhu sau: nAm cong sinh khong duoc tuyén chon, mang theo sau,
bénh dic biét bénh I¢ ¢6 ré va bénh rom 14 thong, hé sinh thai cua ring thong
khép tan bi anh huong nghiém trong, chi phi rat Ion. Theo Nguyén Sy Giao,
(1996) ty I¢ cay con bi chét & vuon uom do ndm Fusarium spp, gy ra udc tinh
tir 40% dén 50%. Theo Nguyén Xuan Quaét, (1985) tiéu chuan yéu cau chat
lugng cdy con Thong nhya dem di trong, &p dung dung tiéu chuan cua Bo Lam
nghiép, cdy dem trong trén dat co trang cy bui, trang cé cao hoac trang co thap,
hay troc trui & cac ving c6 ché do mwa mua khac nhau, déu cho ty ¢ séng cao
va sinh truong phét trién tét. Bén dic diém vé moi truong va yéu cau dinh
dudng caa cay con Thong nhua & tudi vuon wom 14 thanh phan co gidi, mun, do
chua va 1an cua dat hay hon hop rudt bau. Cay Thong nhya con 1- 1,5 tudi, dat
chiéu cao 20-25 cm 13 c6 thé dua trong, thoi vu trong théng nhya & cac tinh phia
Bic thich hop nhét 13 vao khoang cudi mua dong, du mua xuan, lac nay nhiét do
am dan va c6 mua phun.



1.2.8. Nghién ciru dat thoai hod, bac mau.

Tho4i hoa dat dai 1a ddu hiéu chung cua sy suy giam nhat thoi hoic thuong
xuyén kha nang san xuat cua dat dai (UNEP, 1992). Hoic c6 thé dinh nghia thoai
hoa dat 1a nhimg qua trinh thay d6i cac tinh chat ly, ho, sinh hoc cua dat dan dén
dat giam hoic mat kha nang thuc hién chirc ning caa minh. Nhitng loai dat xau,
dat bac mau, dat thoai hoa thuong mang nhiig nhugc diém gay hai cho cay
trong nhu dat bi mat tang canh tac, nghéo kiét dinh dudng, dic biét 14 nghéo
chat hitu co, bi khé han, chai cing hoic bi ngap ung nudéc, bi chua hod, man
hod... do vay ma hiéu qua san xuét thap. Dé co thé tiép tuc canh tac duogc trén
ving dat bac mau dua lai hiéu qua kinh té can phai cai tao dt bac mau bang céc
bién phap tong hop nhu luan canh cay trong, tham canh hop ly, phan bon, thuy
loi...

Nhan xét

Vi sinh vat cé vai trd quan trong trong hé sinh thai Nong 1am nghiép,
bao gdm cac nhom chinh sau: nhém VSV dat ¢d dinh nito tu do cung cép cho
cdy trong va dinh dudng khoang cho dat, nhom VSV tao ra chit kich thich sinh
truong thuc vat IAA cho cdy, nhom VSV phén giai cac hop chét phdt phat kho
tan thanh d& tan, nhém VSV ddi khang v6i ndm gdy bénh. Qua nhing két qua
nghién ctru vé hiéu qua sir dung ché pham vi sinh vat & Viét Nam va nudc
ngoai cho thay, phan boén hitu co vi sinh ¢6 tac dung t6t dén sy sinh truong,
phat trién, ning sut cay trong, giam gia thanh, nang cao hiéu qua trong trot va
cai tao moi truong dat canh tac. Tuy nhién, theo cac chuyén gia, nghién ciru
trién khai ché pham sinh hoc phuc vu nong nghiép & nudc ta con han ché do cac
co sO thuc nghiém vé cong nghé sinh hoc con nhd hep, tan mat, ) luong it 01,
hau hét cac nghién ciru méi chi dung lai & quy mo phong thi nghiém hay san
xuat thir cho cac mé hinh chit it dugc thuong mai hoa. Ngoai ra, cic san pham
hién dang luu hanh ngoai thi truong chua dam bao vé mat do va hoat luc cua
chung vi sinh do VSV 14 nhiing té bao séng can c6 diéu kién thich hop vé chat
mang, diéu kién ngoai canh. Cac ché phém VSV chua dugc chon loc va tap hop
nhiéu ching VSV c¢6 ich, khong nhimng thé cac chung VSV hau hét chi c6 1
cong dung nhﬁt dinh. Mic du vay cac ché pham VSV ¢ nudc ta chu yéu phuc
vu cho phat trién cay Nong nghiép va cay an qua. Dé phat trién cay LAm nghiép
va cai tao dat thoai hoa Lam nghiép 1a can thiét va quan trong trong viéc phat
trién kinh té, xa hoi va bao vé moi truong va dac biét 1a phat trlen nghe rung.
Dé dap tmg yéu cau trén can san xut che pham VSV da chung gébm nam ngoai
cong sinh véi cay thong, phan 1ap va tuyén chon nhiing vi sinh vat ndi sinh cay
Thong nhya c6 kha ning sinh chét kich thich sinh truéng IAA, phan lap va
tuyén chon vi sinh vat c6 kha ning phan giai 1an, vi sinh vat co kha ning d6i
khang vi sinh vat gay bénh théi c6 1é cAy thong va vi sinh vat cd dinh nito. Ché
pham vi sinh vat da chung nham _tang sinh truong va han ché bénh cia cay
Thong nhya, dap tmg dugc nhu cau tao ra nhiig cdy con chat luong cao cho
cong tac trong rung, tao ru’ng Thong nhya sinh truong phat trién 6t it bi sdu
bénh hai. Ché pham nay con gép phan ting do 4m dit, ting mat do vi sinh vt
trong dét cai tao dit bac mau 1am gidm qua trinh thoai hoa dat, va sa mac hoa &
mién Béc Viét Nam.



CHUONG 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CU'U.
2.1. Vat liéu nghién ctru
- Canh Thong nhua duong kinh 1 — 2cm thu tir nhitng cdy Thong nhya khoé
manh, sinh truéng tHt.
- 30 mau dat rung thu dugce ¢ céac tinh mién Bic Viét Nam
- Tap doan nidm ngoai cong sinh duoc luu trit tai Trung tim nghién ctru Bao vé
rung, Vién Khoa hoc Lam nghiép Viét Nam.
- Apatis, mun, dat sét...
2.2. Phuwong phap nghién ciru.
2.2.1. Phwong phdp nghién ciru tuyén chon chiing VSV.
- Phuong phap tuyén chon nim ngoai cong sinh ¢6 hiéu luc cao theo phuong phap
ctia (Wong va dong tac gia 1989).
- Phan 1ap VSV noi sinh cdy Thong nhya trén méi truong PDA, tuyén chon
VSV noéi sinh, sinh IAA bang thudc thir Salkowski xdy dung do thi duong
chuan IAA so mau budc & séng 530nm.
- Tuyén chon ching VSV noéi sinh ddi khang nam giy bénh thdi c6 ré theo
phuong phép nuéi cdy kép trén cting mot dia Petri.
- Phan 18p cac chiung VSV phan gidi photphat kho6 tan theo phuong phap cua
Marx va Kenney 1982; Marx 1991; Kuek 1994,
- Tuyén chon cac ching vi khuin phéan giai photphat kho tan trén moi truong
Pikovskaya khéng co agar.
- Phan 1ap va tuyén chon vi sinh vat ¢ dinh nito tu do moi truong NFMN khong
cd Agar.
2.2.2. Phwong phdp nghién civu dic diém sinh hoc chiing c6 hiéu luc cao.

- Quan sat VSV bang kinh hién vi dién tir quét JSM 5410-LV (Jeol Nhat) Pém
té bao dém tryuc tiép bang buong dem Breeed hodc dém truc tiép bang phuong
phap pha lodng téi han 107, 10, 10, 10, kiém tra gram 4m va gram duong vi
khuan.

- Xac dinh mdi trudng thich hop nhan sinh khéi VK sinh tong hop IAA trén 3
moi truong: gi duong, GPB (Glucose Phosphate Broth), PBS (Phosphate
Buffered Saline).

- Xac dinh moi truong thich hop nhéan sinh khéi VK d6i khang ndm giy bénh
thdi co ré cdy Thong nhya trén 3 mdi truong: PD (Potato Dextrose), King’s B
(Pseudomonas Agar Base), PBS (Phosphate Buffered Saline).

- X4c dinh méi trudng thich hop nhan sinh khdi VK phén giai photphat khé tan
trén 3 moi trudng: PD; nudc chiét khoai tdy co thém mot sd thanh phan nguyén
t6 khoang va Pikoskaya.

- Xac dinh méi trudng thich hop nhan sinh khdi VK c¢b dinh nito tu do trén 3
moi truong: Asby, NFMN, AT.

- Tir cdc mdi trudng nhan sinh khéi thich hop, xac dinh thoi gian nudi cdy tdi
ru duge thr nghiém ¢ mdc thoi gian 48 gid, 72 gio, 96 gid, 120 gid va 144 gio,
- Tlr cic moi trudng nhan sinh khoi thich hop, x4c dinh nhiét d6 nudi cdy thich
hop trén co s thir nghiém & cac khoang nhiét do: 17°C, 20°C, 23°C, 25°C,
28°C, 30°C, 33°C va 35°C.



- Tlr cic méi trudng nhan sinh khi thich hop, xac dinh tri s6 pH moi trudng toi
uu trén co s& thir nghiém ¢ cac tri s6 pH : 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5 va 8.

- Dinh danh m6t s6 loai ¢6 hiéu luc cao v6i viée sir dung moi kit AmpliTaq
(Amersham). Cac chudi ADN dugce so sanh voi GeneBank thong qua giao dién
tim kiem BLAST nucleotide-nucleotide.

2.2.3. Phuong phdp nghién ciru tao ché pham da chiing VSV.

- Phuong phap nghién ctu sy tuong tac cua cac vi sinh vat trong cung hén hop, thi
nghiém duoc tién hanh theo phuong phép nudi cay kép trén cung mdt dia Petri.

- Nghién ctru gia thé tao ché pham VSV cho cay Thong nhua khi trong rimg voi

mat do té bao tdi thiéu 1a > 10”) 4 cong thirc theo bang dudi déy:

Cong Bot Mun | Pat | Potassium BT DDVK DD DDVK DDVK
thie | apatit | (%) | set polyacry | nam Pt sinh VK PK nam | co dinh
(%) (%) | lamide (%) | (@) (%) | IAA | PGL | gdy bénh ni
(%) (%) (%) to (%)
CT1 40 40 10 0,025 2,5 2,5 2,5 2,5
CT2 35 35 10 0,05
CT3 35 35 10 0,05 5 5
CT4 40 40 10 0,025 2,5 2,5 2,5 2,5
- Nghién ctru gia thé tao CP VSV cho ciy con Thong nhya & vuon uwom;
Cong | Bdt | Min | Pat | BTndm | DDVK | DDVK | DDVK DK DDVK cb
thie | gpatit | (%) | set Pt (9) sinh IAA PGL nam gay dinh ni
(%) (%0) (%0) (%) (%) bénh (%) to (%)
CT1 45 45 0,025 2,5 2,5 2,5 2,5
CT2 40 40 0,05
CT3 40 40 0,05
CT4 45 45 0,025 2,5 2,5 2,5 2,5

- Nghién ctru thoi gian bao quan cua ché phim dugc thuc hién theo 2 cong
thire: Bao quan & nhiét do phong va bao quan trong diéu kién phong nhiét do
(15 — 20°C).

2.2.4. Phirong phdp danh gid hiéu qua ché pham:

- Anh huong cta ché pham t6i cdy Thong nhya tai vuon wom thi nghiém véi 5
cong thue, CT1 dat tron 1% lan, (d6i ching), CT2 bon 1 gam ché pham
VSV/bau, CT3 bén 2 gam ché pham VSV/bau, CT4 bon 3 gam ché pham VSV/
bau, CT5 bén 2 gam ché pham MF1/bau.

- Anh hudng ché pham téi cy Thong nhua tai rimg trong thi nghiém véi 5 cong
thire; CT1: bon 200 g NPK/cay, CT2: bon 20 gam/cay ché pham VSV, CT3:
bon 40 gam/cdy ché pham VSV, CT4: boén 60 gam/cdy ché pham VSV, CT5:
d6i chimg khong bon gi.

- Anh huéng ciia ché pham VSV da ching dén dét thoai hod bac mau, phan tich
cac chi tiéu ly, hod, chi tiéu vi sinh vat cua dat tréng trudc va sau khi thi
nghiém.

Noi nghiép: Két qua thu duoc dugc xur Iy trén phan mém SPSS 15.0, xir ly sO
lieu, phan tich phuong sai, so sanh tri trung binh gitra cac cong thirc bing bang
phan mém phan mém Ecxel va Genstat 5.



CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua tuyén chon cac chiing vi sinh vét cé ich.
3.1.1 Két qua tuyén chon ndm céng sinh cé hiéu lwc cao cho cdy Théng
nhua.

Sau 30 ngdy nhiém nam bang phuong phap invitro tién hanh do chiéu
cao cdy Thong nhya, két qua cho thdy sinh truong vé chiéu cao trung binh cua
cac mau thi nghi¢m so voi ddi chting da co6 su khac bi¢t hoan toan, cung trong
mdi truong dinh dudng nhu nhau nhung khi c6 nam ngoai cong sinh thi qua
trinh chuyén héa cac chét cho cay tot hon, nam da gitp cac ré cua cay hut cac
chét dinh dudng t6t va ching tang truong vé chiéu cao t6t hon cay khéng duoc
nhiém ndm. Chung ndm Pt1 thudc loai Pisolithus. tinctorius cong sinh véi cay
Thong nhya cho chiéu cao 1a 4.7 cm (tang 55% so voi doi chimg) cao nhat trong
8 loai nam cong sinh dua vao thir nghiém. Ching nam Ptl duoc lya chon cho
nhiing nghién ctu tiép theo dé san xuat ché pham vi sinh vat da chiing phuc vu gieo
wom va giy trong cdy Thong nhua.

3.1.2. Két qua phan ldp va tuyén chon VSV néi sinh cdy Théng nhwa c6 khd
ning sinh tong hop IAA va déi khang nim gay bénh
3.1.2.1. Két qua phdn Idp vi sinh vt néi sinh cdy Théng nhira.

V6i 20 miu canh cay Thong nhua d3 phan lap duoc 87 chung VK ndi sinh
trong d6 ¢6 38 ching vi khuan c¢6 hinh thai khac nhau dic diém khuan lac ctia cac ching
VSV phan lap dugc c6 khac nhau vé mau sac va su phat trién ciia chiing, tuyén chon céc
chiing c6 kha ning sinh tong hop IAA cao va hiéu luc 16n trong d6i khang voi ndm gay
bénh thdi ¢b & dugc tuyén chon tir 38 chung vi sinh vét nay.
3.1.2.2. Két qua tuyén chon vi sinh vit cé khd nang sinh tong hop IAA

Kha nang sinh tong hop IAA ciia cac ching VK két qua duoc trinh bay ¢
bang 3.1

Bang 3.1: Kha niing sinh IAA ciia mét s6 chiing VKNS cdy Thong nhura.

STT Tén ching Phan Ung voi thude thi Ham Iugng IAA thu duogc
Salkowski (mg/l)
1 QIl + 11,872
2 Cl2 + 0,64
3 CI3 + 0,576
4 Cl4 + 1,952
5 CI5 + 5,344
6 Cl6 + 2,944
7 Cl7 + 0,48
8 CI9 - 0
9 CI10 - 0
10 Cl11 - 0
11 Cl12 - 0
12 ClI13 - 0
13 QI8 + 15,328
14 QI9 + 0,064
15 QI110 + 0,48
16 QI11 + 0,48
17 QI12 + 1,792
18 QI13 + 0,64
19 Ql14 + 4,416
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20 QI15 - 0
21 Ql16 T 4,784
22 QI17 n 1,696
23 QI19 n 0,832
24 Q120 n 1,76
25 QI21 + 3,36
26 Q123 - 0
27 QI24 n 9,312
28 QI25 n 5,312
29 Q126 + 0,352
30 Q127 + 2,044
31 QI29 n 0,864
32 QI30 - 0
33 QI31 - 0
34 QI32 - 0
35 QI33 - 0
36 QI34 n 3,36
37 QI35 - 0
38 QI36 0

(+) C6 phan vng dwong tinh voi thuoc thir Salkowski, 1én mau tim hong
nghia la cé sinh tong hop IAA

(-) Khéng c6 phdn g véi thudc thir Salkowski nghia la khéng sinh tong
hop IAA.

Qua két qua Bang 3.1, cac chung vi khuan néi sinh c¢6 kha ning sinh
tong hop IAA, c6 25 ching phan tng duong tinh véi thude thi, khi dua vao thir
nghiém ching déu c6 kha nang sinh tong hop IAA, nhung kha ning sinh tong
hop IAA ciia cac ching 13 khac nhau. C6 nhitng ching rit manh nhu chung QIS,
chung QI1, c6 kha nang tong hop duoc 15,382 va 11,872 mglAA/I, tuy nhién co
nhimg chung chi ¢6 kha nang tong hop IAA nhung két qua tong hop dugc khong
dang ké QI26 chi tong hop duoc 0, 352 mglAA/I. Chung QI1 va chung QI8 dugc
chon dua vao cho cac nghién ciu tiép theo. Khuan lac cua cac chung vi khudn
sinh IAA véi mau sic khac nhau (Hinh 3.1-3.6).

Hinh 3.1: Hinh32:  Hinh33: Hinh 3.4: Hinh 3.5: Hinh 3.6:
ChingVKQIL  ChingVK ~ ChingVK ~ ChingVK  ChingVK  Ching VK
Cl6 QI8 0126 QI24 Q123

3.1.2.3. Két qua tuyén chon VSV néi sinh cdy Théng nhwa doi khdng nam gdy
bénh théi co ré.

Trong 38 ching vi khuan dugc tim thay khi phan 1ap vi sinh vat noi sinh
cdy Thong nhua, dua vao thir nghiém kha niang wc ché ndm F. oxysporum két
qua thi nghiém duogc trinh bay ¢ Bang 3.2.

Bing 3.2 : Hoat tinh khang nim F, oxysporum giy bénh théi c ré thong ciia VKNS

STT Tén chiing Puong kinh tre ché (mm) sau | Pwong Kinh irc ché (mm) sau
7 ngay 10 ngay
1 Qll 16,6 20,1
2 CI2 6,2 9,3
3 CI3 0 0
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4 Cld 0 0
5 CI5 134 155
6 Cl6 9.1 115
7 CI7 0 0
8 CI9 125 146
9 CI10 10,4 13,3
10 Ci1l 0 0
11 CI12 8,2 9,1
12 Cl13 2.3 45
13 QI8 114 17,7
14 QI9 142 152
15 QI10 0 0
16 QI11 0 0
17 QI12 5.2 10,3
18 QI13 0 0
19 QlI14 0 513
20 QI15 125 19
21 QI16 5.2 20,5
22 QI17 0 0
23 QI19 0 0
24 Q120 10,2 18,5
25 QI21 136 19,3
26 Q123 123 173
27 Q124 81 22,1
28 QI25 42 9.4
29 Q126 0 0
30 Q127 132 171
31 Q129 153 18,2
32 QI30 0 0
33 QI31 143 185
34 QI32 0 0
35 QI33 125 143
36 Q134 0 0
37 QI35 0 0
38 Q136 0 0

Trong 38 chung vi khuan (VK) ndi sinh cdy thong c6 23 chung (chiém
60% tong sd chung phan 1ap) c6 kha ning e ché nAm gay bénh F. oxysporum.
Chung QI1 ¢6 kha nang sinh tong hop IAA rat manh dat 11,872 mg/l va ching
con c6 kha niang khang nam bénh thdi c6 ré cay thong ciing rat manh dat vong
tic ché 20,1mm (Hinh 3.10). Chung QI8 c6 kha ning sinh tong hop TAA rat
manh dat 15,328mg/l IAA va ching con c6 kha nang khang nam bénh thbi c6 ré
céy thong cling manh dat vong trc. ché 17,7mm (Hinh 3.11). Chung QI16 c6 kha
nang khang nam bénh thdi co ré cdy thong ciing rit manh dat vong uc ché
20,5mm va c6 kha nang sinh tong hop IAA kha dat 4,784mg/l (Hinh 3.8). Chung
Q124 ¢6 duong kinh vong phan giai 16n nhat 1a 22, Imm va c6 kha nang sinh
tong hop TAA kha dat 9,312/1 (Hinh 3.7). Khi chi nu6i ciy chung nam gy bénh
thdi ¢o ré cay Thong nhya khong c6 vi khuan khang ndm, nim gy bénh di moc
kin khong c6 vong dbi khang (Hmh 3.12). Vivay 4 vi khuan QI1, QI8, QI16, QI24
duoc lwa chon cho nghién ctru tiép theo.

12



Hinh 3.7: Hinh 3.8: Hinh 3.9: Hinh 3.10: Hinh 3.11: Hinh 3.12:
ChingQ24  ChingQIl6  ChingQR5 ChingQIl dbi  Chung QI9 Néam F.
ddikhang ndm  d6ikhangnim ddikhangnim  khingnamF.  dbikhangnidm  oxysporum
F.oxysporum F.oxysporum F.oxysporum  oxysporum  F.oxysporum

3.1.3. Két qua phan 1ap va tuyén chon VSV phén giai photphat kho tan.
3.1.3.1. Phan ldp vi sinh vt phdn gidi phot phat khé tan

Tir 30 miu dat rimg thu duge ¢ cac tinh mién Bac Viét Nam di phan 1ap
35 chung vi sinh vat c6 kha nang phan giai phét phat kho tan. Cac chung vi sinh
vat da dugc phan 1ap, nudi cdy thuan khiét va tuyén chon chung co hiéu lyc cao.

3.1.3.2. Tuyén chon cdc chung VSV phdn gidi phét phat khé tan.
+) Tuyén chon thong qua phuong phap, do duong kinh vong phén giai ¢ cac
khoang thoi gian khac nhau két qua dugc trinh bay & Bang 3.3.

Bang 3.3: Kha niing phén giai phot phat khé tan ciia vi khuin theo thoi gian.

T Ky hiéu chiing Puwong kinh vong phén gidi tinh theo thoi gian
VSV mm)
1 ngay 3 ngay 5 ngay 7 ngay
1 N1.1 2,0 6,0 8,0 12,5
2 N1.2 5,0 9,8 15,2 17,5
3 N1.3 15 6,5 8,3 9,5
4 N2.1 6,5 13,2 19,5 23,0
5 N2.3 5,0 12,0 17,5 21,0
6 N3.2 2,0 4,6 5,6 6,8
7 N4.2 4,2 10,5 16,0 8,9
8 N4.1 2,4 3,2 4,4 5,6
9 N5.1 8,0 14,0 16,4 17,0
10 N6.1 3,0 8,0 11,0 18,5
11 N9.2 2,4 4,2 5,0 8,5
12 N10.2 2,0 6,5 10,0 17,6
13 Bl1.1 3,0 7,0 12,5 16,6
14 B2.1 2,0 6,0 8,0 11,0
15 B3.1 5,0 9,8 17,2 17,5
16 B4.3 1,5 6,4 8,6 10,5
17 B5.1 0 2,4 4,1 4,4
18 B6.1 0 18 2,8 5,0
19 B7.1 5,0 10,4 16,6 17,1
20 B7.2 50 8,2 10,2 15,2
21 B8.1 2,0 5,3 8,2 9,3
22 B8.3 0 3,2 51 5,6
23 B9.1 2.0 6,1 8,0 8,0
24 B9.2 5,0 9,8 17,2 18,0
25 V1.1 15 6,3 6,6 7,8
26 V1.2 2,0 6,0 8,0 9,5
27 V2.2 0 2,0 4,6 53
28 V2.3 0 2,1 3,0 4,8
29 V3.2 0 6,0 9,0 19,2
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30 V4.2 4,2 10,5 14,8 20,2
31 V5.1 0 15 2,6 2,6
32 V6.1 0 2,0 2,8 2,8
33 V7.3 0 2,2 4,0 8,8
34 V8.2 0 6,5 9,0 14,2
35 Vo.l 4,0 10,3 12,8 14,6

Trong s 35 chung VSV ¢ kha ning phéan giai phdt phat khé tan, co 18
ching c6 kha nang phan giai 1an manh, c6 duong kinh vong phan giai > 10 mm, cé
13 chung c6 kha ning phan giai 1an rit manh dudng kinh vong phan giai >15 mm.
+) Két qua so mau trén may Quang phd c6 budc séng 430nm

Lay 13 chung c6 duong kinh vong phan giai cao nhat dua vao nghién
ctru dinh luong bang so mau trén may Quang phd co budc song 430nm, két qua
dugc trinh bay tai Bang 3.4.

Béng 3.4: Kha niing phén giai phot phat khé tan ciia cac chiing VK

STT Ky hi¢u chiing PK Vﬁpg pg sau 7 Nong dd 1an dé tiéu

_ i ngay(mm) (Ppm)

Mau doi c'hungxkhong cay 43,95

vi khuan

1 N1.2 17.5 367,62
2 N2.1 23.0 420,13
3 N2.3 21.0 427,75
4 N5.1 17,0 288,00
5 N6.1 18,0 202,37
6 N10.2 17,6 271,32
7 B1.1 16,6 344,00
8 B3.1 17,5 305,63
9 B7.1 17,0 346,62
10 B7.2 15,2 374,00
11 B9.2 18,0 243,63
12 V3.2 19,2 335,26
13 V4.2 20,2 410,03

Chung N2.3, ching N2.1 ¢6 dudng kinh vong phan giai cao nhat tir 21-
|23mm va noéng d6 lan dé tiéu > 420ppm gap khoang 10 lan so v&i dbi chimg
(Hinh 3.18). Dya trén dudng kinh vong phan giai va nong do lan dé tiéu duoc
phan giai di tuyén chon duoc 2 ching cé hoat tinh phan giai lan cao nhat, 1a
nhimg chung N2.3 va chung N2.1 (Hinh 3.15) dua vao thyc hién cac nghién ctru
tiép theo.

Hinh 3.13: Hinh 3.14: Hinh 3.15: Hinh 3.16: Hinh 3.17: Hinh 3.18:

Chung VK pg Chung VK Chung VK ChingVKN6.1  ChungVK  Chung VK N2.3
phot phat NS.1 N2.1 B7.1
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3.1.3.3. Két qua tuyén chon cdc chiing vi khudn cé dinh nito
Vi 35 chung vi khuan phan giai 1an dugc phéan lap tu dat thu thap ¢ cac
tinh phia Bac, ti€p tuc thtr nghiém kha nang cd dinh nito. Két qua kha nang co
dinh nito cua céc ching duoc trinh bay tai Bang 3.5.
Bang 3.5: Kha ning ¢b dinh nito ciia cic chiing vi khuan.

TT [Kyhiéuching | Ham luong NH4+ (mg/ml) Mirc d6 cb dinh nito
1 N1.1 2,05 Trung binh
2 N1.2 0 Khong cb dinh N2
3 N1.3 1,08 Yéu
4 N2.1 3,12 Manh
5 N2.3 3,04 Manh
6 N3.2 0 Khong c6 dinh N2
7 N4.2 0 Khong ¢ dinh N2
8 N4.1 1,76 Yéu
9 N5.1 0 Khong cd dinh N2
10 N6.1 0 Khong cb dinh N2
11 N9.2 1,32 Yéu
12 N10.2 2,12 Manh
13 B1.1 0 Khong cb dinh N2
14 B2.1 1,02 Manh
15 B3.1 2,08 Trung binh
16 B4.3 2,14 Trung binh
17 B5.1 1,34 Yéu
18 B6.1 0 Khong cb dinh N2
19 B7.1 0 Khong cb dinh N2
20 B7.2 0 Khong cd dinh N2
21 B8.1 0 Khong ¢ dinh N2
22 B8.3 2,14 Trung binh
23 B9.1 1,34 Yéu
24 B9.2 0 Khong cd dinh N2
25 V1.1 3,05 Manh
26 V1.2 2,76 Trung binh
27 V2.2 1,08 Yéu
28 V2.3 2,14 Trung binh
29 V3.2 3,34 Manh
30 V4.2 4,18 Manh
31 V5.1 0 Khong cb dinh N2
32 V6.1 1,46 Yéu
33 V7.3 0 Khong cb dinh N2
34 V8.2 0 Khong cd dinh N2
35 V9.1 3,21 Manh

Ching N2.1 c6 kha ning phan giai phét phét kho tan, duong kinh vong phan
giai dat 23 mm n6ng d6 1an dé tiéu dat 420,13ppm va c6 kha nang ¢6 dinh nito manh
dat 3,12 mg/ml NH4"(Hinh 3.23). Chung N2.3 ¢6 kha nang phén giai phodt phat kho
tan, duong kinh vong phén giai dat 21 mm nong d6 lan dé tiéu dat 427,75 ppm va co
kha nang ¢6 dinh nito manh dat 3,04 mg/ml NH4"(Hinh 3.24). Chung V3.2 ¢6 kha
ning co dinh nito manh dat 3,34 mg/ml NH4" \va c6 kha nang phén giai phodt phat kho
tan, duong kinh vong phén giai dat 19,2 mm nong do 1an dé tiéu dat 335,26  ppm (Hinh
3.20). Chung V4.2 ¢6 kha niang ¢ dinh nito manh dat 4,18 mg/ml NH4" va co kha
ning phan giai phot phat kho tan, dudng kinh vong phén giai dat 20,2 mm ndng do lan
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dé tiéu dat 410,03 ppm (Hinh 3.21), cac chung N2.1, N2.3, V2.3 va V4.2 duoc lya
chon dua vao cac nghién ctru tiép.

Hinh 3.19: Hinh 3.20: Hinh 3.21: Hinh 3.22: Hinh 3.23: Hinh 3.24:

Ching vikhuan ~ Ching vi Ching vi Ching vi Ching vi Chiing vi
B2.1 khuin V32 khudnV42  khuanB83  khuanN2.1  KhuinN23

3.2. Pic diém hinh thai va sinh hoc cac chiing vi sinh vt ¢6 hiéu luc cao
3.2.1. Bac diém hinh thdi cdc chung vi sinh vdt co hiéu luc cao.
3.2.1.1 Bdc diém hinh thdi cia nam cong sinh co hiéu luc cong sinh cao.

Dic diém cua loai P. tinctorius co thé qua hinh cau hodc gan cau, c6 dudng
kinh tir 2,9 -17,5 ¢m, bao tir c6 hinh cau, c6 gai xung quanh, kich thudc bao tur 8-
12pum (Hinh 3.25). Nam thuong moc tap trung 2- 3 thé qua gan nhau ¢ rung thong,
moc cach géc céy thﬁng khoéng 1—-2m, rung c6 do tan che tan 0,4 — 0,6.

- 10|£

Hinh 3.25 : Bao tirndm P, tinctorius Hinh 3.26: Thé qua nim P.tinctorius

3.2.1.2. Bdc diém hinh thdi, sinh hod cua cdc chung vi khudn hiéu luc cao.
Tir cac phuong phap da trinh bay & trén 8 ching vi khuan dugc thir nghiém
gram, nhuom t€ bao mo ta hinh anh do kich thudc két qua duoc trinh bay & Bang 3.6.
Béng 3.6: Hinh thai té bao va gram ciia cac chiing vi khuan c6 ich.

STT | Ching | Gram Hinh dang té bao Kich thuéc té
bao (um)

1 Qly - |Hinh que dai, c6 rau dau, mot bén dau nhon. 1,4x4,1

2 Qlg - |Hinh hat gao dai, mot dau bang, mot dau nhon. 1,6 x2,7

3 Qlyg +  |Hinh que ngan, hai dau té bao déu nhau. 1,8x 2,8

4 Qly - |Hinh que ngan, c6 16p dinh nhay, hai dau déu | 0,9 x2,2
nhau.

5 N2.1 - Hinh que dai, c6 16p 16ng min bao phi, mot bén dau | 1,1 x 3,1
hoi nhon, mot bén dau bang,

6 N2.3 +  |Hinh hat gao ngan, hai dau té bao déu nhau. 1,8x 2,8

7 V3.2 - Hinh que cong cong, mdt dau hoi nhon 0,7x15

8 V4.2 - |Hinh que dai, hai bén dau bang, phinh to hon & | 0,9 x 3,2
giua
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3.2.2. Bac diém sinh hoc cdc chung vi sinh vdt co hiéu lyc cao.
3.2.2.1. Anh huéng ciia méi truong nhén sinh khoi dén mdt do té bao vi khudn
sinh tong hop IAA.

Chung QI1 dat mat do té bao hitu hiéu cuc dai 1a 5,7 x 108 (CFU/mI) va
ham luong IAA dugc sinh ra 1a cao nhat dat 12 ,52mg/1 khi nudi cdy & méi
truong gi duong. Tuy nhién chung QI8 phat trién tot nhét trén moi trudong GPB
dat mat do té bao tdi vu 12 4,1 x 10° (CFU/ml) va ham luong IAA dugce sinh ra la
cao nhét dat 12 ,52mg/l. Tuy vay mat do té bao tdi uu cua chung QI8 phat trién
kém hon (dat 72%) so voi mat do tbi da ctia chung QIL1.
3.2.2.2. Anh hudng ciia méi truong dinh dudng dén mdt do té bao ching vi khudn doi
khdng ndm gdy bénh thoi cé ré.

Chiing QI16 va QI24 d6i khang nam gy bénh théi co 1é thong duge dua vao
nghién ctru, Chung QI16, dat mat do t& bao 14 4,2 x 10° (CFU/m) khi nuéi céy O moi
trudong PD. Chiing QI24 phat trién tot nhat trén moi truong 1 (PD) dat mat do t& bao 1a
5,6 x 10° (CFU/mI), 2 ching QI16 va Q24 déu phat trién rat tot trén moi truong PD
nhung ching QI24 ¢6 kha ning phat trién vuot troi hon.
3.2.2.3. Anh huéng ciia méi truong nhdn sinh khoi dén mdt do té bao vi khudn phdn
gidi phot phdt khé tan.

Chung N2.1 déu phat trién rat t6t trén ca 3 moi truong, didu ndy ching to
rang ching niy dé nudi cdy thich nghi voi nhiéu loai mdi truong khéc nhau. Tuy
nhién ching dat mat do té bao dat cuc dai khi dugc nudi cdy & moi truong
Pikoskaya, mat do té bao 1a 16,7 x 10° CFU/mI, nhung mat d6 & moi truong PD
chiing chi dat 9,4 x 10® CFU/ml (mat do chi dat khoang 55% so v&i méi truong 3).
3.2.2.4. Anh hwong cua moi truong nhan sinh khoi dén mdt do té bao vi khuan c6 dinh N

Ching V4.2 khi nu6éi & méi truong PD mat do té bao dat 1a 84 x 10°
CFU/ml (chi bang 57%) khi nudi ciy moi truong 2 (Mbi truong NFMN) mat do té
bao toi da la 14,6 x 10° CFU/mI. Chung V3.2 ciing dat mat do & bao t6i da khi nudi
& moi truong NFMN nhung mat do té bao toi da bang 80% té bao tdi da ctia ching
V4.2.
3.2.2.5. Anh huong cua thoi gian nhén sinh khoi dén mat dg té bao vi khuan.

Sau 72 gio ¢6 4 ching dat mat do té bao t6i da 1a cac chung QI16, QI24,
V2.1, V2.3, véi mat do té bao hiru dat duoc 1a tir 4,8 — 9,8 X 10® CFU/ml, sau d6 mat
d6 té bao giam nhe sau ngay tht 5 va thir 6 (144 gid) chi con 3,8 — 7,2 x 10" CFU/m.
3.2.2.6. Anh huong ciia nhiét d méi truong nhén sinh khéi dén mat do té bao VK.

Chung QI1 nhiét d6 tdi thich 12 25°C chiing phat trién gp 200 1an so voi
khi nudi 17°C d6 mat té bao ti da dat 4,8 x 10® CFU/ml. Chiing QI8 phit trién
tét nhit dat té bao cyuc dai khi dugc nudi trong diéu kién 25°C, tuy nhién mat do
té bao thap hon so véi chung QI1. Vi vay chung QI1 la sy lya chon t6t nhat dé
dua vao nghién ciru san xuat ché pham da chung VSV.

Chung QI16 va ching QI24 phat trién tot nhat khi dugc nudi ¢ khoang
nhiét 6 25°C - 27°C. Chung QI16 c6 sb lugng té bao tbi da cao hon ching
QI24, tuy nhién chung QI24 lai c6 bién do phat trién rong, phat trién tot hon
chung QI16. Chung QI24 khang nam gay bénh dugc lya chon vao san xuét ché
pham vi sinh vét da chung,
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Chung N2.1 dat mat do té bao tdi thich khi ching dugc nudi trong diéu
kién moi truong 27°C. Trong khi chung N2.3 dat mat do té bao t6i da khi ching
duoc nudi trong didu kién moi truong 25°C.

Chung V4.2 c¢6 bién do nhi¢t do lon, chiung co6 thé phat trién ot trén dai nhiét
d6 tir 25°C - 33°C. Trong khi ching V3.2, ciing phat trién tot nhung thap hon ching
V4.2. Chung V4.2 duge lya chon dura vao san xuat ché phdm vi sinh vét da chiing.
3.2.2.7. Anh heong ciia dé pH méi trwong nhan sinh khoi dén mat do té bao VK.

Chung QI1 dat mat do té bao cuc dai khi dugc nudi & do pH=7-75
mat d6 té bao dat cuc dai 1a 5,8 — 6,2 x 108 CFU/m, ching QI8 ciing dat mat do
té bao cuc dai khi duoc nudi ¢ do pH= 7 — 7,5 mat dd té bao dat cuc dai 14 5,5 -
5,8 x 108 CFU/ml, chiing c6 xu huéng 1a phu hop nhat khi pH = 7,5.

Ching QI16 va QI24 dat mat do té bao cuc dai khi dugc nudi & do pH=
7 mat d6 té bao dat cuc dai 12 7,2 — 9,8 x 108 CFU/ml. Tuy nhién ching QI24 co
bién do thich hop véi dai pH rdng.

Chung N2.1 dat mat do té bao cuc dai khi duoc nudi & do pH= 6,5 mat
d6 té bao dat cuc dai 1a 6,7 x 107 CFU/mI. Chung N2.3 dat mat do té bao cuc
dai khi dugc nudi & do pH= 7 mat do té bao dat cuc dai 1 5,8 x 10® CFU/m.

Ching V2.3 va V4.2 dat mat do té bao cuc dai khi duoc nudi & do pH= 7 mat
do té bao dat cuc dai 14 6,3 - 6,8 x 10° CFU/m,

3.2.3. Dinh danh dén lodi cdc chung VSV co hoat tinh cao.

Thi nghiém duoc thuc hién bang phuong phép sinh hoc phan tir tai phong thi
nghiém vi sinh, Vién Nghién ctru Cong ngh¢é Thuc pham. DNA ctia cac chung Vi
khuan (QI1, QI24, N2.1, V4.2) dugc tach chlet phan doan 16S rDNA cua céac vi
khuan duoc khuyéch dal PCR bang cap moi 16S-8F va 1651510R. DNA ciia phan
doan 16S duoc giai trinh ty bang phuong phap ‘dideoxy chain termination’, cac
chudi DNA ciia cac chung VSV dugc so sanh d tuong dong véi cac chudi DNA cua
cac chung vi sinh vat khac trén ngan hang Gen (Genbank).

Béng 3.7: Xac dinh tén cac chiing VSVdua trén trinh tu phan doan 16S rDNA

7 Mi sé trén | . R . Dir liéu
TT | Chung Genbank Do tuong dong Loai FIRI*
1 | QIl |GU198115 |100% (821/821 bp) ﬁj‘;‘:gggg;’gas VT320
2 | QI24 |EUS557030 | 100% (793/793bp) | Bacillus subtilis VT322
3 | N2.1 |CP000959 | 100% (795/795 bp) E:;gg:;‘;i:;a VT323
4 | V42 |EF100165 |99.5% (791/795bp) le‘ite(it’r?scktﬁr VT324

Qua Bang 3.7 di cho thdy, chung Ql; c6 trinh tir ADN tuong dong 100% véi
trinh tw ADN ma sd trén genbank GU198115 4 loai Pseudomonas fluorescens.
Chiing QI c6 trinh tu ADN tuong dong 100% véi trinh tw ADN ma s6 trén genbank
EU557030 Ia loai Bacillus subtilis. Ching N2.1 ¢6 trinh ty ADN tuong ddng 100%
v6i trinh ty ADN mi sb trén genbank CP000959 13 loai Burkholderia cenocepacia.
Ching V4.2 ¢6 trinh ty ADN tuong dong 99.5% véi trinh ty ADN mi so trén
genbank EF100165 la loai Azotobacter beijerinskii.
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Hinh327:KL  Hinh328:Té  Hinh3.29:Té Hinh330:KL Hinh331:TB  Hinh3.32: TB
chiing (QL) bao chiing bao chiing chiing (QI24) chiing (QI24) chiing (QI24)
P.fluorescens QI QI B. subtilis B. subtilis B. subtilis
P. fluorescens  P.fluorescens

Hinh 3.33: Hinh334: Té Hinh3.35: TB Hinh 3.36: Hinh337: Té Hinh3.38: Té bao

Khun lac bao chiing (N2.1) Khun lac bao chiing chiing (V4.2)
chiing (N2.1) N2.1) B.cenocepacia  chiing (V4.2) (V4.2) A. beijerinskii
B.cenocepacia  B.cenocepacia A. beijerinskii  A.beijerinskii

3.3. Nghién ciiru tao ché phim da chiing VSV
3.3.1. Két qua nghién ciru sy tirong tdc ciia cdc VK trong ciing hon hop.

Céc chung VSV van ton tai va phat trién binh thuong trong cling
mdt moi trudng nuoi céy, duong kinh khuan lac cua céac chung déu dat muc do
cao sau 9 ngay nudi cay. Tuy nhién, cling co chung vi khuan phat trién manh hon
cac chung con lai, nhu ching vi khuéan cb dinh nito Azotobacter beijerinskii phat
trién manh nhat duong kinh khuén lac cta chung 16n nhét dat 26,23 sau 9 ngay
nudi cdy. Cac chung vi khuan khac ciing phat trién tot khi dugc cdy vach trén
cung trén moi dia moi truong (Hinh 3.39).

Hinh 3.39 Hinh nh céc chiing VK ciing tdn tai va phat trién trén méi truomg

3.3.2. Két qud nghién cvru xdc dinh gid thé tao ché pham.

- Céng thirc chat mang phit hop dé san xudt ché pham vi sinh vit da ching cho
cdy théng ¢ rieng trong la céng thire 2: Vi 10kg nguyén liéu trong d6 35% bot
apatit, 35% mun, 10% potassium polyacrylamide, 20% tong s cac loai VSV
(trong d6 0,05% bao tir hiru tinh nAm P. tinctorius, 5% sinh khéi dung dich
VSV sinh 1AA QI1, 5% sinh khéi dung dich VSV phan giai phét phat kho tan
N2.1, 5% sinh khéi dung dich VSV d6i khang véi ndm bénh théi cb 1é cay thong
QI24 va 5% sinh khéi dung dich VSV ¢b dinh nito V4.2).

- Ché pham vi sinh vt da chiing dimg cho virom wom |2 cng thire 2: V6i 10kg nguyén
liéu trong do 40% bot apatit, 40% mun, 20% tong s6 cac loai VSV (trong d6 0,05%
bao tir hitu tinh nAm P. tinctorius, 5% dung dich VSV sinh 1AA Ql;, 5% dung dich
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VSV phan giai phét phat kho tan N2.1, 5% dung dich VSV ddi khang v6i ndm bénh
thbi c6 1é ciy thong Q124 va 5% dung dich VSV ¢b dinh nito V4.2).
3.3.3. Két qua nghién ciru hoat tinh cdc ching VSV trong ché phdm.

Hoat tinh sinh hoc cua céc ching vi khuén déu c6 hoat luc gidm nhe dan theo
thoi gian. Nhu chung B. cenocepacia (N2.1) phén giai phot phat kho tan, sau 8 tuan
duong kinh vong phan giai van dat 1a 20,2 mm, nong do lan de tiéu dat 1a 312,12 ppm
chimg t6 ching van c6 kha nang phén giai phot phat kho tan rat manh. Ching vi khuan
P.fluorescens (QI1) sinh tong hop IAA, ¢6 két qua tong hop IAA kha cao dat 9,718
mg/l, nhu vay thoi gian 4 thang, kha nang tong hop IAA cua ching van tht.

3.3.4. Két qua nghién civu thoi gian bdo qudn ciia ché pham.

Khi bao quan ché pham da ching VSV ¢ hai thang nhiét d6 khac nhau 1a
nhiét do phong va diéu kién nhiét do phong tir 15 — 20°C trong nhi¢t do phong, mat do
té bao hitu hiéu ctia cac chiing vi sinh vét nhin chung it thay ddi sau cac thoi gian bao
quan khac nhau va c¢6 gidm nhe sau 6 thang bao quan.

Hinh 3.40: Quy trinh SX CP VSV da ching dé gieo wom va trong Thong nhira

0 i

Buoc 1
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« Véi ey con vusdm wom: 2g cho mdt biu dit, vsne onulu

v bt trudc khi dong blu cho trye tiép vio blu o 3 ehidu

cao bl tinh tir dudi n.

- Vi rimg trng: $0g cho | b trdng, rai du try tiép xubog b

wau 66 Up mt 16p it mdng Sén trén agt ciy xudng va lip &
o "

L hy
| Mo quin: rong ti kin, dé nof khd thodng & nhiét 60 phon
Ny wdn xudt: 090172014 Thit han wir dyng: 120208

Hinh 3.41: Ché pham da chiing vi sinh vt
3.4. Két qua anh huéng ciia CP VSV da chiing t6i cAy Thong nhua va dit thoai hoa.
3.4.1. Hiéu qud ciia ché phdm vi sinh vit da chiing t6i cdy Théng nhiea.
3.4.1.1. Hiéu qua ciia ché pham vi sinh vét da ching t6i cdy Thong nhiea & vweon wom.
S6 liéu do dém chieu cao, dudng kinh gdc, ty 1¢ bi bénh, ty 1¢ cong sinh cay
Thong nhua két qua dugc trinh bay tai Bang 3.8.
Bang 3.8: Hiéu qua ciia CP VSV dén sinh truéng ciia Thong nhua ¢ vaon wom

ST |Cdng Sau 2 thang |Sau 4 thang Sau 6 thang Sau 8 thang TLB |TLCS
T |thire thi Hvn |Dg Hvn |Dg Hvn Dg Hvn Dg B B
nghiém |(cm) |(mm) |(cm) |(mm) | (cm) |(mm) | (cm) |(mm) |thang |thang
(%) | (%)

CTld/c |595 | 122 | 788 |166 |1228 | 226 |[1743 | 2,95 22,2 23,5

CT2 1643 132 |98 |192 |16,78 | 2,92 |2063 | 3,12 4,62 89,5

CT3 |714 | 1,74 |1158 | 2,24 |18,38 | 357 |2254 | 412 3,10 90,0

CT4 694 | 134 |10,05 | 2,04 |1655 | 3,06 |1985 | 3,59 4,21 85,6

MF1 6,85 | 1,41 |10,15 | 191 |16,65 | 311 |19,78 | 3,48 3,42 85,1

B 6,66 | 1,41 [991 |19 |16,13 | 299 |20,05 | 3/45 7,51 40,6

Lsd 1,73 10,72 | 150 | 042 | 0,17 0,12 0,27 0,32 1,72 2,36

O INOO|ORAWIN|F-

Fpr 10,050 {0,080 | 0,05 | 0,05 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001

Sau thoi gian 4 thang, chiéu cao cdy Thong nhua cong thic 1 (bén 1%lan
nhu dong bau thong thuong) dat 7,884 cm, trong khi tai cong thic 3 (bén 2 g ché
pham da chung vi sinh vat) cho két qua 13 11,883 cm (ting 47% so véi dbi chimg,
tang 17% so voi cong thic 2, ting 15% so voi cong thic). Pudng kinh gdc cia cay
Thong nhwa sau 4 thang, tai cong thirc 3 (bon 2 g ché pham da ching vi sinh vat)
cho két qua 1a 2,24 mm (ting 35% so véi dbi chimg, ting 25% so voi cong thirc 2,
tang 16% so véi cong thire 4, va cling tang 16% so voi bon 2g MF1).

Sau 8 thang thi nghiém cong thirc 3 bon (2g ché pham) ciing cho chiéu cao
tang 24% so voi ddi chimg va ting hon cac cong thirc khac tir 15 — 18%. Puong kinh
gdc cay Thong nhua tai cong thire 1 (d6i chumg) sau 8 thang dat 2,95 mm, trong khi tai
cong thirc 3 (bon 2g) ché pham da chung vi sinh vat cho két qua 14 4,12 mm (ting 28%
so véi doi chung, tang 24% so voi cong thuc 2). Cay Thong nhya duge bon 2g ché
pham sau 8 thang c6 két qua chiéu cao va dudng kinh gbc 14 cao nhat.
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3.4.1.2. Hiéu qua ciia ché pham vi sinh vit da chzing toi cay Théng nhya & rimg trong.
S6 liéu do dém chleu cao, duong kinh gdc, ty 1¢ song cay Thong nhya sau
cac thoi gian rung 1 tudi va 1,5 tudi duoc st Iy qua phan mém Genstat 5, qua
phan tich sir 1y s liéu két qua cho thay c6 su khac nhau dang ké & cac cong thirc
thi nghiém, két qua duoc trinh bay tai Bang 3.9.
Bang 3.9: Hiéu qua ciia CP VSV dén sinh trudng clia Thong nhua é rimg trong.

ST |Coéng Sau 1 nim tuoi Sau 1,5 nim tudi Ty 1¢ song

T  |thiwee thi | Hvn (cm) Dg (mm) Hvn (cm) Dg (mm) trung binh
nghiém (%)
1 CT1 24,29 8,48 29,18 11,41 90,0
2 CT2 25,46 8,80 30,54 13,11 94,4
3 CT3 28,89 11,39 34,62 13,92 98,9
4 CT4 27,38 10,37 32,43 14,55 95,6
5 CT5 21,80 8,76 27,37 10,08 80,0
6 B 25,51 9,66 30,83 12,61 91,8
7 Lsd 1,50 2,08 2,00 2,07 14,91
8 Fpr 0,001 0,013 < 0,001 0,001 0,05

Nhin vao Bang 3.25 trén cho thay, ¢ cong thic 3 bon 40 gam ché pham
da chang vi sinh vat con c6 két qua 16n hon nhiéu ting 32,5 % so voi cong thirc
d6i chimg khong bon gi chiéu cao chi dat 1 21,8 cm va ting so voi cong thirc
d6i ching bon NPK 1a 19%. Puong kinh gbe cua cdy Thong nhya 16n nhét ciing
tai cong thirc 3 dat 1,14 cm (tdng tir 10 — 30 %) so véi cong thirc ddi chung va
cac cong thirc khac) chi dat tir 0,85 dén 1 cm.

Khi céy dat 1,5 tudi sy sai khac vé ty 18 bon ché pham gilta cac cong thirc
thé hién rd rang & ca vé chiéu cao vat ngon va  duong kinh goc cua cay. Voi chi sd
Fpr < 0,001 va khoang sai di Lsd= 2 cm chi s0 vé chiéu cao vuot troi cung 6 cong
thirc 3, bon 40 g ché pham da chung VSV dat 34,62 cm (tang 26% so voi dbi ching
khong bon gi, tang 19% so voi cong thire bon 1 d6i chung bon NPK, , tang 15% so
v6i cong thie 2, bon 20 g ché pham da ching VSV, tang 7% so voi cong thuc 4
bon 60g ché pham da chung VSV). Duong kinh gbc clia cdy Thong nhya sau 1.5
tudi tai cong thic 4 (bon 60 g ché pham da ching vi sinh vat) cho két qua 1on nhat
gan dat 1,5 cm (ting 44% so véi ddi chimg khong bon gi, ting 27% so voi cong
thirc 1, dbi ching bon NPK, ting 10% so vé6i cong thirc 2, bon 20 g ché pham da
chiing VSV, 4% so véi cong thitc 3 bon 40g ché pham da ching VSV).

Ty 18 séng cla cay thong nhya sau cac thoi gian thi nghiém c6 su khac
nhau kha 5. Cong thic d6i chung ty 1 séng dat 80%. Trong khi cac cong thic
khac dugc bon ché pham vi sinh vat da ching ty 16 song déu dat cao hon dat tir
90 dén 98%. Cao nhét 1a cong thirc 3 bon 40g ché pham da chung vi sinh vat co
ty 1& séng cao nhat dat 99%.

3.4.2. Hiéu qua ciia ché pham vi sinh vit da chiing dén dat thodi hod bac mau.
3.4.2.1. S thay doi cac chi tiéu Iy hod ciia dat trong triede va sau khi thi nghiém.

Phan tich tinh chat 1y hoa cua dat thoai hoa bac mau duoc tréng rimg
Thong nhya va bon ché pham da chung VSV tinh chat vat 1y da thay déi dat tro
nén toi xop hon v6i ham lugng mun tang 1,2 lan, ham luong lan tong sb tangl,2
dén 1,3 1an, ham lugng dam tong so ting gan 1,5 1an so vé6i trude khi thi nghiém.

22



Nhu vay chit luong ché phém da chung vi sinh vat mang lai loi ich kha cao, lam
thay dbi tich cuc tinh chat 1y hoa cua dat.

3.4.2.2. Panh gid cac chi tiéu vi sinh vt ciia dat thi nghiém trong Théng nhwa
va bén ché pham da chiing VSV.

+) Thanh phan va mat do té bao cua cac chung vi sinh vt tong s ciia cac miu
dat rimg, trudc va sau khi thi nghiém.

Trude khi trdng rimg thanh phan va mét do t& bao ching c¢b dinh nito cta
cac ching/1g dat dat dugc 1a rat thip dao dong trong khoang tir 7,4 x 10% dén 3,2 x
10° CFU/1 gam dit. Thanh phan cac ching c6 dinh nito thu duoc 13 chung chung
trong 5 mau dat. Sau 1,5 nim trong cdy Thoéng nhwa va bon ché phim da ching
VSV da thu duoc 18 chung ¢d dinh nito véi sb luong bao tir taing dang ké dat mat
d6 té bao VSV cao nhit 13 7,9 x 10" CFU/1 gam dt ¢ cong thuc 2.

Céc ching VSV phén giai lan duoc phan 1ap tir trong 5 mau dat chua trong
rirg dua vao phan tich chi thu dugc 14 chung phan giai lan. Nhung su khac nhau kha
10 & cac cong thire thi nghiém bon cac ham luong vi sinh khac nhau. Nhu & cong thire
5 (d6i chimg) mat do vi khuan khi dugc trong cdy che pha ¢ sd luong bao tir ting
khéng dang ké tir 3,5 x10° dén 6,2 x 10° CFU/1 gam dat, trong khi & cong thirc 3 khi
duoc bon 40g ché pham da ching VSV mat d6 vi khuan di ting nhiéu so ban dau, tir
3,5x 10° dén 3,8 x 10" CFU/1 gam dt.

Khi phan tich két qua vé mat do té bao vi nAm ciia cac chung/lg dat dat
duoc 1a rat thap dao dong trong khoang tir 8,3 x 10° dén 5,6 x 10® CFU/ 1 gam dat
v6i 12 ching trong 5 mau dat. Sau 18 thang da thu duogc 18 chung vi nam véi sb
luong bao tir ting dang ké. O cong thirc 3 khi dugc bon 40 g ché pham da ching vi
sinh vat va trong ciy Thong nhya mat do vi ndm da ting gap 100 1an so ban dau, tir
4,1 x 10°® &n 4,5 x 10° CFU/1 gam dat. Khi phan tich mat do, thanh phan caa nim
tong so o hau hét cac cong thirc trude khi thi nghiém trong rimg déu thay xuét hién
s ¢ mdt ctia nam gay bénh thdi ¢ ré cay Thong nhya Fusarium oxysporum, sau
khi trong rimg duoc bon ché pham VSV da chung & cac cong thic 2, cong thirc 3
va cong thuc 4 khong thay xuat hién sy c6 mit loai nAm nay.

Céc chung xa khuan thu dugc véi sb luong it mat do té bao chi giao dong
1,3 x 10° dén 7 x 10°CFU/ 1gram dit. Sau 18 thang cac cong thic dugc bon ché
pham da ching VSV va trdng Thong nhwa thu duoc 10 chung xa khuan véi s6 luong
bao tr ting dang ké.

Sau 18 thang trong rimg va bon ché pham da ching VSV tién hanh phan tich vi
khuan ctia 13 cong thirc thi nghiém cho thay sb luong ching VK da tang dang keé tir 8
ching trude khi thi nghiém da tang 1én 22 chung.
+) Thanh phéan va mat d6 té bao ctia ching ndm ndi cong sinh clia cdc mau dat rimg.

Khi duoc bon ché pham da chung VSV va trong cdy Thong nhuya tinh
chat cta dat da thay d6i khi co su gop mat cua kha nhiéu thanh phén va ching
loai VSV ¢6 ich. Nhu vy c6 thé ket luan rang khi dugc bon ché pham da chung
VSV thanh phan va chung loai nAm noi cong sinh tang 1én rd rét, 6 ciing 1a yéu
td cai thién dat thoai hoa bac mau.
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KET LUAN
1. Két luan
1.1. Tuyén chon vi sinh vit va dic diém sinh hoc ciia chiing.
Tuyén chon duoc b chiing gidng vi sinh vt c6 hoat lyc sinh hoc cao d6 1a:
- Chung Pt1 thudc loai ndm Pisolithus tinctorius cong sinh Thong nhya cho
chiéu cao cay Thong nhwa 4.7 cm ting 55% so voi ddi chimg
- Chung QI 1a loai P. fluorescens c6 kha ning téng hop IAA dat 11,872mg/l va
trc ché nim F. oxysporum gay bénh théi cd ré cdy Thong nhua véi duong kinh
vong trc ché 13 20,1 mm. Nhan sinh khéi ching QI1 diéu kién ti wu 1a méi truong
gi dudng, thoi gian 120 gior (5 ngay), nhiét d6 25°C, do pH thich hop 7- 7,5.
- Chung QI24 dugc xac dinh 1a loai B. subtilis vira ¢6 kha nang d6i khang nim F.
oxysporum gay bénh thdi ¢6 & Thong nhua, sau 10 ngay co duong kinh vong tre
ché ndm gay bénh 1a 22 mm, vira c6 kha nang sinh tong hop IAA dat 5,312mg/l.
Nhan sinh khéi chung QIZ4 v6i diéu kién t6i vu 12 moi trudng PD, thoi gian 72
gio (3 ngay), nhiét do 27°C, do pH thich hop 7.
- Chung N2.1 la loai B. cenocepacia c6 kha nang phan giai phét phat kho tan,
duong kinh vong phan giai la 23,5mm, sinh néng d6 lan dé tiéu 1a 420 ppm, vira
c6 kha nang c¢d dinh nito dat 2,12 mg/ml NH4+. Nhén sinh khdi chang N2.1 véi
diéu kién toi wu 1a mdi truong Pikoskaya, thoi gian 72 gid (3 ngay), nhiét do
27°C- 30°C, d¢ pH thich hop 6,5.
- Chung V4.2 1a loai A. beijerinskii co kha ning ¢ dinh nito dat 4,18 mg/ml
NH4+, vira c6 kha ning phan giai phét phat kho tan, duong kinh vong phan giai
la 17,2mm, sinh néng do 1an dé tiéu 271,32 ppm. Nhan sinh khéi ching V4.2
v6i diéu kién toi vu 1a moi truong nudi cdy NFMN, thoi gian 96 gio (4 ngay),
nhiét d6 25°C- 27°C @6 pH thich hop 6,5 — 7.
1.2. Tao ché phim vi sinh vit da chiing.
- San xuét duoc 2 ché pham vi sinh vat st dung cho vuon wom va rimng trong tir
cac chung vi sinh vat tuyén chon c6 hiéu qua cao bao quan & nhiét do6 phong
trong 6 thang.
1.3. Tic dung ciia ché phim VSV da chiing dén cdy Théng nhwa va dit thodi
hoa, bac mau.
- X4c dinh duoc cong thirc st dung ché phdm vi sinh vét cho bau vom 1 2g/bau,
chiéu cao ciy vuon wom ting 28% so voi d6i chung khong bon gi, ting 24% so
v6i dong bau thong thudng c6 1% lan, ty 18 bi bénh giam chi con 3-5%.
- Xac dinh dugc cong thirc sir dung ché pham vi sinh vat cho rimg trong Thong
nhya 13 40 g/cay, cho chiéu cao ciy Thong nhya ¢ ring trong, dat 34,62 cm ting
26% so véi d6i chimg khong bon phén, ting 19% so véi d6i chimg bon phan NPK
20.20.15, duong kinh gdc ctia cdy Thong nhua sau 1.5 tudi dat 1,5 cm ting 44% so
v6i dbi chimg khong bon phan, tang 27% so voi ddi chimg bon phan NPK 20.20.15.
- Hiéu qua cua ché pham vi sinh vét da ching dén dat thoai hoa bac mau: Dét tro
nén toi x6p hon véi ham luong mun tang 1,2 lan ham lugng lan tong sb ting
1,3 lan dét tr lai trung tinh. T4t ca cac chi ticu Ve thanh phan va mat do vi sinh
vat déu tang 1én rd rét va khong thiy xuat hién ndm Fusarium oxysporum gay
bénh théi ¢ ré cdy Thong nhua.
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