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VI SINH VAT - PHUONG PHAP E)AN“H GIA HOAT TiNH D6l KHANG VI KHUAN GAY BENH
HEO XANH CAY TRONG CAN RALSTONIA SOLANACEARUM SMITH [1]

Method to determine the antagonistic activity of microorganism to bacterial wilt caused by
Ralstonia solanacearum Smith

1. Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay ap dung cho viéc xac dinh, kiém tra hoat tinh doi khang ctlia cac vi sinh vat doi
v@i vi khuanRalstonia solanacearum Smith (R. solanacearum) gay bénh héo xanh
cay trong can.

2. Thuat ngi¥ dinh nghia

2.1. Bénh héo xanh (chét éo, héo rii) do vi khuédn R. solanacearum gay ra d6i vé&i ca chua, lac,
khoai tay, dwa, &t, thu6c |4 v.v. la loai bénh cd bi€u hién héo rii nhanh chong |4,
canh va than clia cay bi nhiém bénh trong liic cac bd phan nay van gitr dwoc mau
xanh. Cét ngang than cay bi bénh va nhang vao céc nwéc loc sau 1 dén 2 phit sé
xudt hién dong chay mau tréng sita cla vi khuan gay bénh.

2.2. Quan hé déi khang ctia vi sinh vat la méi quan hé twong tac gilra cac vi sinh vat trong cuing
moi truong s6ng, trong dé mot hodc mot nhém vi sinh vat nay bi mot hodc mot
nhém vi sinh vat khac kim ham sw phat trién hoac bi tiéu diét thong qua cac san
pham trao d6i chat doc hai ctia chidng nhu chat khang sinh, axit hiru co, enzym,
cac chat trc ché cé tac dong kim ham phan (rng trao d6i chat v.v. hodc sw canh
tranh vé noi cw trd, vé chéat dinh dudng.

2.3. Vi sinh vat doi khang la khai niém dé chi mot hodc mot nhém céc vi sinh vat cé quan hé doi
khang v&i mét hoac mdt nhém vi sinh vat khac.

2.4. Vi sinh vat doi khang vi khuén R. solanacearum gay bénh héo xanh cay trong can la cac vi
sinh vat c6 kha nang tiéu diét hoac han ché mat dd quan thé hoac lam mat hay
giam déc tinh gay bénh héo xanh cua vi khuén R. solanacearum trén cay trong. Vi
sinh vat doi khang vi khuan R. solanacearum gay bénh héo xanh cay trong phai
tao dwoc vong vé khuén (vong tron trong sudt) bao quanh khuén lac/cum khuén
lac cla vi sinh vat dé khi ti€p xdc v&i vi khudn R. solanacearum trén méi triedng
nudi cay dac, dong thoi lam giam dwoc ty 1é bénh do vi khudn gay ra trén cay chd.

2.5. Hoat tinh d6i khang cla vi sinh vat déi khang vi khuan R. solanacearum gay bénh héo xanh
cay tréng la kha nang tiéu diét hodc han ché mat dé quan thé hoadc lam mat hay
gidm doc tinh gay bénh héo xanh cua vi khuédn R. solanacearum trén cay tréng.

3. N6i dung ctia phwong phap

3.1. Xac dinh hoat tinh d6i khang trong diéu kién phong thi nghiém

3.1.1. Thiét bi va dung cu

3.1.1.1. Thiét bj kht¥ trung:

- NGi hap khtr tring: ap suat t6i thi€u 1,6 bar (twong duong nhiét dd khir tring 121°C).
- T0 sdy: Nhiét do tir 40°C dén 260°C.

3.1.1.2. Thiét bi nudi cay vi sinh vat:

- Tt am: Nhiét do toi da 60°C.

- Bubng cay vo trung

- May l&c 6n nhiét: Téc dd 150 vong/phat, nhiét dd t6i da 60°C



3.1.1.3. Thiét bi do luvong:

- Can phan tich (d:0,001)

- Can ky thuat (d:0,1)

- May do pH

- May dém khuan lac

- Micropipet: 50-20al; 200-100al; 500-500al

3.1.1.4. May cat nuwéce 2 lan.
3.1.1.5. Dung cu thuy tinh

- Binh tam giac: 250 ml

- C6c thuy tinh: 100,250, 500,1000 ml

- Céc dinh lvgng: 50, 100,500 ml

- Petri: !'90mm

- 6ng nghiém: 18x180mm

3.1.2. Hoé chét (blrc hodc Phap)
- TZC (2,3,5- triphenyl tetrazolium chloride)
- Dich thuy phan Cazein (Casein hydrolysate)
- Cao ndm men
- Cao thit
- Pepton
- Sacharoza
- Glucoza
- Tinh b6t tan
- MgSO,

- KNO;

- NaNO3
- KCI

- NaCl

- FeSO,
- K;2HPO,
- KH.PO,
- HCI

- NaOH

3.1.3. Chuan bi

3.1.3.1. Khtr tring dung cu




Céc dung cu sir dung trong nudi cdy, nhiém vi sinh vat va xac dinh hoat tinh cta vi sinh vat phai
dwoc khir tring bang cach sy & nhiét dd 170°C - 175°C khong it hon 1 gi®r trong ti sy hoac gitk
@ ap suat 1,0 Atmotphe (twong duong 121°C) khong it hon 30 pht trong n6i hdp khir tring.

3.1.3.2. Méi trvong nubi cay
a. Mai trwong nudi cdy vi khuéan héo xanh (R. solanacearum):
- Mai trvdng dac hiéu: Méi trwong TZC-aga

Thanh phan mai treong (gam/lit)

Pepton: 10,00
Casein hydrolysate: 1,00
Glucose: 5,00
TZC: 0,05 *
Thach: 15,00
Nwéc céat: 1lit

(* B6 sung 1ml dich 0,5 % TZC vé triing trong 100 ml méi trirong da khir tring trwdce khi do ra dia
petri).
- M6i trwdng nudi cdy tang sinh khoi: Moéi trwdng SPA

Thanh phan méi tredng (gam/lit)

Pepton: 5,00
Sacharoza: 20,00
KzH PO.: 0,50
MgS0O..7H,0: 0,25
Thach: 15,00
Nuéc cat: 1lit
pH: 7,2-7,4

(pH méi trong dwoc diéu chinh bang HCI 1N hodc NaOH 1N)
b. M6i tridng nudi cay vi sinh vat déi khang:

Trong trwedng hop da biét r6 loai vi sinh vat d6i khang can xac dinh hoat tinh, méi trwong duoc
slr dung dé nudi cay la méi trvong dac hiéu hodc mai trieong cd thanh phan thich hep cho sw
sinh tri@ng phat trién clia loai vi sinh vat da biét.

Trwdng hop chwa biét chinh xac vi sinh vat can xac dinh hoat tinh, Iiva chon mét trong cac moi
trrong nudi cay nhu sau:

- Méi treerng cho vi khudn: M6i trong Thach-Thit-Pepton

Thanh phan méi tredng (gam/lit)

Pepton: 10,0
Cao thit: 3,0
Thach: 15,0
Nuéc cat: 1 lit
pH: 6,5-7,5

(pH méi trvong dwoc diéu chinh bang HCI 1N hodc NaOH 1N)



- M6i trwdng nudi cdy nam: Moi tredng Czapek

Thanh phan mbi trvong (gam/lit)

NaNO;: 3,0
Sacharoza: 30,0
KH.PO, 1,0
MgS0O..7H,0: 0,5
Thach: 15,0
Nuéc cat: 1 lit
pH: 6,0-6,5

(pH méi trong dwoc diéu chinh bang HCI 1N hodc NaOH 1N)
- Méi trwong cho xa khuén: Méi treong Gauze

Thanh phan mai tredng (gam/lit)

Tinh b6t tan: 20,00
KNOs: 1,00
KH,PO,: 0,50
MgS0O..7H,0: 0,50
NacCl: 0,50
FeSO,: 0,01
Thach: 15,00
Nuéc cat: 1lit
pH: 7,0

(pH méi trong dwoc diéu chinh bang HCI 1N hodc NaOH 1N)

3.1.3.3. Huyén phu vi sinh vat:

a. Dich vi khu&n R. solanacearum:

Cdy gidng: Lwa chon nhitng khuén lac c6 doc tinh cao trén moi trvong TZC (khuén lac c6 tam
mau hdng, mép xung quanh mau trang duc, nhay) tir chlng vi khuén c6 doc tinh da duoc kiém
tra kha nang gay bénh héo xanh trén cay trong, cdly chuyén vao moi treong SPA. Nudi cdy trén
may lac vai téec do 150 vong/phdt trong thoi gian 2 ngay & nhiét do 28°C -30°C. Mat dd vi khuén
can dat 10°-10°CFU/ml.

Pha lo&ng mau: Dung micropipet v tring 18y ra 10ml dich vi khudn R.solanacearum dua vao
binh thuy tinh chira 90ml dung dich mudi sinh ly v6 tring (0,85% NacCl trong nuéc cat), tron déu
b&ng thiét bi trdn co’ hoc. Dung micropipet vo tring tiép tuc 18y 1ml huy&n phu cho vao éng
nghiém chira 9 ml nuwéc mudi sinh ly vo tring, tron déu bang thiét bi lac co hoc. Qua trinh nay
dwoc lap lai cho dén khi duwoc huyén ph vi khudn c6 mat dé dat 106-107 CFU/m.

b. Dich vi sinh vat d6i khang:

Vi sinh vat doéi khang dwoc nudi cay trong méi treong (muc 3.1.3.2.b) & diéu kién nhiét do, pH va
thoi gian thich hop véi tirng loai sao cho mat dé sau nudi cay can dat 109-1010 CFU/m.

3.1.4. Tién hanh

3.1.4.1. Cay mau vi khuén R. solanacearum



Dung micropipet v trung hat 0,05ml tir huyén phu vi khuén R. solanacearum (muc 3.1.3.3.a) cay
vao dia petri chtra 20ml mdi tredng SPA-aga da chuén bj san.

L&c nhe dia petri cho dich vi khu&n tran déu trén bé mat thach, dung que gat vé tring gat déu
cho dén khi dich vi khuan tham hoan toan trén bé mét thach. Cha y khong dé dich vi khuén dinh
vao thanh dia petri.

Doi 20-30 phat cho bé mat thach khé, diing 8ng thép vé tring dwdng kinh khoang 1cm khoan 16
thach & phan tam cla dia petri, loai bd phan thach vira khoan. Lvu y dung que cay vo tring c6
mi nhon tach va gat nhe nhang thaéi thach, tranh lam v& hoac cham vao bé mat thach xung
quanh 16 duc.

M6i mau lap lai 3 1an.
3.1.4.2. Cay mau vi sinh vat déi khang

Dung pipet vo trang hat 0,05ml dich vi sinh vat déi khang dwa vao 16 khoan da chuén bi & trén
(muc 3.1.4.1), gitt & diéu kién nhiét do tlr 30°C dén 37°C va thoi gian tlr 48 dén 72 gio tuy thudc
vao loai vi sinh vat can xac dinh hoat tinh. Lwu y trong qua trinh chuyén dich mau can giir cho
céc dia petri trén mat phang, khdng dé dich vi sinh vat déi khang tran trén bé mét dia thach.

3.1.5. boc két qua

Hoat tinh d6i khang cda vi sinh vat déi khang dwoc thé hién thong qua vong vo khuén (vong tron
trong sudt bao quanh 16 khoan chtra dich vi sinh vat déi khang) duoc tinh bang trung binh cong
gid tri kich thudc vong vo khuén cta 3 |an Iap lai bi€u thi bang cong thirc:

Kich thudc vong vo khuéan (mm) = D-d

Trong d6: D la dwong kinh vong vo khuan (mm)
d la dwerng kinh 16 thach (mm)

3.2. Xac dinh hoat tinh d6i khang trén cay trong
3.2.1. Dung cu, thiét bi, vat tw

- Dung cu va thiét bi: Nhw muc 3.1.1

- Vat tw: bat trong, hat hodc cu giéng, phan bon.
3.2.2. Chuéan bj

3.2.2.1. bat trong, hat giéng, phan bén

Thtr nghiém ti€én hanh trén dat khir tring toi x6p cé ham lwong hitu co khéng nhé hon 1,5% va
bao dam cé do pH trong khoang 6,0 dén 6,5. Bat trong dwoc dwng trong cac chau vai hoac khay
véi lvong dat phu hop cho tirng déi twong cay chu.

Hat ho&c ct giéng str dung la hat hodc ct giéng sach, man cam v&i bénh héo xanh vi khuan va
dwoc khir trung bé mat bang dung dich 4% H202.

Phan bén dwoc st dung véi lieu lwgng va chiing loai theo qui trinh chung déi véi tirng loai cay
trong.

3.2.2.2. Dich vi sinh vat
a. Dich vi khu&@n gay bénh héo xanh (R. solanacearum)

Vi khudn héo xanh (R. solanacearum) dwoc nubi cdy trén méi trieong thach dia dac hiéu (moi
trwdng TZC-aga). Chon nhirng khuan lac cé déc tinh cao (nhw muc 3.1.3.3), cay truyén trén moi
trwdng thach nghiéng SPA va nudi & nhiét do 28-30°C.

Sau 48 gi®, chuyén toan bd sinh khéi tir 6ng giéng vao 5 ml nwdce cat vé trang. Tron déu hén hop
va pha loéng trong nwéc cat vo tring dé dat dwgc mat dé 6 x 108CFU/m.

b. Dich vi sinh vat d6i khang



Vi sinh vat déi khang dwoc chuan bi theo muc 3.1.3.3.b
3.2.3. Tién hanh
3.2.3.1. B6 tri th&r nghiém

Thtr nghiém duwoc tién hanh voi 2 cong thire: B6i chiing (nhiém vi khu&n R.solanacearum) va thi
nghiém (nhiém hon hop vi sinh vat do6i khang véi vi khuén R. solanacearum). M6i cong thirc
duoc lap lai khong it hon 3 lan véi tong s6 cay it nhat la 50 cay.

Thi nghiém dwoc thue hién trong budng sinh trwedng, bdo dam han ché t6i da &nh hudng clia cac
yéu té phi thi nghiém.

3.2.3.2. Tién hanh thr nghiém

Vi sinh vat déi khang duoc nhiém vao dat triede khi gieo trong véi mat do vi sinh vat 102 CFU/g
déi v&i cong thire thi nghiém.

Ngam hat hodc cl giéng trong dich vi khuan gay bénh héo xanh (R. solanacearum) da duoc
chuén bi trong thi gian 30 phat.

Gieo trong hat hoac ci da nhiém vi khuén gay bénh héo xanh (R. solanacearum) vao dét vo
tring déi v&i cong thire d6i chirng va dat da dwoc nhiém vi khuan doi khang doi véi cong thiec thi
nghiém.

Thi nghiém dwoc cham séc theo qui trinh phu hgp véi tirng doi twong cay chd va dam bao sw
phét trién, phat sinh ctia bénh héo xanh vi khuén, trong dé str dung nwéc vo trang dé gitk &m do
twong doi (RH) khong nhé hon 85% va diéu khién nhiét do dat tir 25°C dén 32°C.

Trong thdi gian 30 ngay ké tlr khi gieo trong, phai quan sat va ghi nhan hang ngay tinh trang strc
khoé clia cay trong (khdng co triéu chirng bénh hoac c6 triéu chirng bénh tir mdc cé6 mot |4 héo
rii dén toan cay bj héo rii).

3.2.4. Tinh toan két qua

% cay bi bénh duwagc tinh theo céng thirc:

. _ Trung binh céng s6 cay bi bénh
Ty Ié cay bi bénh (%) = _ _ x 100
Trung binh cdng sb cay diéu tra

(S6 cay bi bénh duorc tinh la tat ca cdc cay cé it nhat mét la bi héo rii)

So sanh ty 1é cay bi bénh gitra cong thic thi nghiém véi cong thirc d6i chirng va danh gia hoat
tinh d6i khang cua vi sinh vat theo cac cap do sau:

STT Ty Ié cay bénh (%) Mrc d6 hoat tinh d6i khang
1 10-30 Hoat tinh cao
2 31-50 Hoat tinh kha
3 51-70 Hoat tinh trung binh
4 71-90 Hoat tinh yéu
5 >90 Khbéng c6 hoat tinh
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