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Vi sinh vat — Phuong phap danh gia hoat tinh doi khang caa
vi sinh vat ddi khang véi vi khuan Ralstonia solanacearum

Smith gay bénh héo xanh trén cay trong can
Microorganisms — Determination of the antagonistic activity to Ralstonia solanacearum
Smith causing bacteria wilt disease of upland plant

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay 4p dung cho viéc xac dinh hoat tinh dbi khang clia cac vi sinh vat déi khang (duoc
phan 1ap tir cac ngudn khac nhau) véi vi khuén Ralstonia solanacearum Smith gy bénh héo xanh trén
cay tréng can.

2 Thuat nglr, dinh nghfa
Trong tiéu chudn ndy st dung cac thuat ngi®, dinh nghia sau.
2.1

Vi sinh vat déi khang véi vi khudn Ralstonia solanacearum Smith gay bénh héo xanh trén cay
trdng can (antagonistic microorganismsms to Ralstonia solanacearum Smith causing bacteria wilt
disease of upland plant)

Céc vi sinh vat cé kha ning tiéu diét hodc trc ché sy phat trién hay lam mét hodc giam ddc tinh gay
bénh héo xanh clia vi khuln Ralstonia solanacearum Smith trén cay trdng can.

2.2

Hoat tinh déi khédng ctia vi sinh vat ddi khdng v&i vi khudn Ralstonia solanacearum Smith gay
bénh héo xanh trén cdy trong can (antagonistic activity microorganismsms to Ralstonia
solanacearum Smith causing bacteria wilt disease of upland plant)

Kha n&ng cua vi sinh vat:

- tao dwoc vong d6i khang (véng trong suét) bao quanh khudn lac/cym khuén lac cla vi sinh vat d6
khi tiép xuc v6i vi khuln Ralstonia solanacearum Smith géy bénh héo xanh khi nuéi cly trén moi
treéng nhan tao va

- 1am gidm dwoc ty & cay tréng bj bénh héo xanh do vi khuén Ralstonia solanacearum Smith gay ra.
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2.3
Cay bj bénh (desease plant)

Cay c6 it nhat mét l& cay bj bénh héo xanh vi khuén

3 Mbi trwdng nudi ciy

C6 thé st dung cac mdi trudrng ¢6 ban s8n trén thj trudng hodc méi trudng dwéi day:
3.1 Thanh phin méi trwéng

3.1.1 Méi trwdrng nudi ciy vi khuin Rastonia solanacearum Smith

M6i trirdrng SP (Sucrose Peptone)

Xem A.1 ctia Phy luc A,

3.1.2 Mdi trrng nudi cdy vi sinh vat dbi khang

Trwéng hop da biét rd loai vi sinh vat di khang can xac dinh, mdi triedng dwoc siv dung dé nudi cay la
moi triedrng dic hiéu hodic méi trrdng cé thanh phan thich hop cho sy sinh triedng phét trién cla loai vi
sinh véat da biét.

Trudng hop chua biét chinh xac vi sinh vat can xac dinh thi lIwa chon mét trong cac r.1i tredng nudi
céy nhu sau.

3.1.2.1 M&i trwedrng nudi cly vi khuin
Mdi trwdng Thit —- Pepton

Xem A.2 cua Phy luc A.

3.1.2.2 Méi trwerng nudi ciy ndm sei
- Mdi trieérng Czapeck — Dox

Xem A.3 cta Phu luc A.

- Méi trwedrng PD (Potato Dextrose)

Xem A.4 clia Phy luc A.

3.1.2.3 Mbi treng nubi ciy xa khuin
- Méi tredng Gauze

Xem A.5 cta Phy luc A.

- Méi trwérng ISP — 4 (Inorganic Salts Starch — 4)
Xem A.6 cia Phy luc A.

3.2 Cach chuan bj
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Can va hoa tan cac thanh phan méi tredng trong nwde cat theo thir tw da cho (3.1).
3.2.1 M6i trwdng dich thé

Phan phéi méi truwéng (3.1) vao binh tam giac (4.2.1), day nat bong, khi tring 30 min & 121 °C trong
ndi hdp ap lvc (4.1.2).

3.2.2 M6i tredng thach dia

Phan phdi méi tréng (3.1) vao binh tam giac (4.2.1), day nat bong, khi tring 30 min & 121 °C trong
ndi hap 4ap lyc (4.1.2), 1am ngudi dén 50 °C, phan phéi cac lwong tir 15 mi dén 20 ml méi trudng vao
céc dia Petri (4.2.4) da chuén bj s&n (4.4); tién hanh trong ti ciy v6 tring (4.1.1).

3.3 Dung dich phalodng

Dung dich pha loang la nwéc mudi sinh ly (NaCl 0,85 %), pH = 7, khéng chlra cac hop chét nito;

L4y 9 m! dich pha lodng cho vao cac dng nghiém (4.2.5) hodc 90 m! dich pha lodng cho vao céc binh
tam giac (4.2.1), day nut bong va khir tring & 121 °C khéng it hon 20 min trong ndi hép ap lwc (4.1.2).
4 Thiét bi, dung cu va vat tw

S dung cac thiét bj, dung cy, vat tw théng thurrng trong phéng thi nghiém, nha lwéi va cy thé nhw sau:
4.1 Thiét bj

4.1.1 Tu céy vé trung, van téc dong khi trung binh 0,79 m/s, Iwu lwgng khi 1204 m*h, mang loc ULPA
véi kich thwéce hat tir 0,1 um dén 0,3 pm.

4.1.2 Nbi ha'p ap lwce, gitr duge ap suét &n dinh & 101,3 kPa, nhiét do 121 °C.
4.1.3 Ta sdy, nhiét do tir 40 °C dén 260 °C.

4.1.4 Ta &m, nhigt do tir 20 °C dén 60 °C.

4.1.5 May lic én nhiét, tc do dat 150 r/min, nhiét do tir 20 °C dén 40 °C.
4.1.6 Can phan tich, c6 d) chinh xac 3én 0,1 mg.

4.1.7 Can ky thuat, cé do chinh x&c dén 0,01 g.

4.1.8 May do pH, tir 0 pH dén 14 pH.

4.1.9 May tron Vortex, téc dd lac dat 1000 r/min.

4.2 Dung cu

4.2.1 Binh tam giac, dung tich 250 ml.

4.2.2 Céc thuy tinh, dung tich 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml.
4.2.3 Céc dinh lwgng, dung tich 100 ml va 500 m.

4.2.4 Dia Petri, dwdng kinh 90 mm.
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4.2.5 Ong nghiém, 18 mm x 180 mm.
4.2.6 Que cdy.
4.2.7 Que gat miu (ban trang).

4.2.8 Pipet (Micropipet), co thé lay cac thé tich 0,1 mi va 1 ml.

4.3 Vattw
4.3.1 Dét, toi xbp, co6 ham lwgng hiru co khdng nhd hon 1,5 % va pH tir 6,0 dén 6,5.

4.3.2 Hat hodc cii gibng, 1a hat ho#c c giéng sach, gibng man cam trung binh véi bénh héo xanh do
vi khuén Rastonia solanacearum Smith gay ra.

4.3.3 Chau vai tréng cay, la nhya trung tinh hodc gém.
4.4 Chuén bjduyng cy

Dung cy s dyng trong nudi cdy, nhiém vi sinh vat va xac dinh hoat tinh cla vi sinh vat phai dwoc khir
tring bang mét trong hai phwong phéap sau:

+ Khir trung khé: Gitr & nhiét dd 180 °C khéng It hon 1 h trong ti sdy (4.1.3) hodc;
+ Khir triing wat: Gitr & nhiét @9 121 °C khéng it hon 30 min trong ndi hap ap luc (4.1.2).
4.5 Chuin bj vat tw

4.5.1 Pét: Tiet trung bing phwong phap khir triing ngwng doan [khir tring 3 ngdy lién tiép & 121 °C,
m&i lAn khéng it hon 20 min trong ndi hép ép Iwc (4.1.2)].

4.5.2 Chau vai: Tiét tring béng cbn 96°.

4.5.3 Hat gibng: Khir triing b& mat béing cach ngam trong dung dich H,0, 4 %, thoi gian tir 3 min dén
4 min, sau d6 rira sach tir 2 1n dén 3 1an bdng nuéc vé triing.

4.5.4 Chung vi sinh véat kiém dinh: Ching Rastonia solanacearum Smith gay bénh héo xanh cay
tréng can.
5. Tién hanh

5.1 Nudi cdy vi khuin Ralstonia solanacearum Smith gay bénh héo xanh

L&y mot vong que cAy vi khuén Ralstonia solanacearum Smith gy bénh héo xanh (4.5.4) cAy vao méi
trwdng dich thé SP da chuén bj s3n (3.2.1). Nudi cy lac trong thoi gian 48 h, & nhiét d6 tir 28 °C dén
30°C; dadm bado mat do té bao vi khuan khong nhé hon 10° CFU/mI.

Dung pipet vé triing l&y 10 ml dich vi khudn Ralstonia solanacearum Smith gay bénh héo xanh cho vao
binh tam gidc chira 90 ml dung dich pha loang da chuén bj s&n (3.3), trén ky bdng may I&c (4.1.5) hay
may tron Vortex (4.1.9). Duing pipet vé trung tiép tuc Iy 1 ml dung dich huyén phu cho vao éng nghiém
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chira 9 ml dung dich pha loang da chuén bj sn (3.3), tron ky bdng may tron Vortex (4.1.9). Tiép tuc
pha lodng dé thu duwegc dich huyén phii c6 mat dé té bao vi khuan dat 10° CFU/m.

Tién hanh trong ta cy vé tring (4.1.1).
5.2 Nubi cdy vi sinh vat déi khang

L4y mdt vong que céy vi sinh vat cho vao binh tam gidc chira méi tredng dich thé thich hop da chuén
bi sdn (3.2.1).

Nudi cly trong diéu kién thich hop (tir 28 °C dén 30 °C khdng it hon 2 ngay déi voi vi khuén, tir 28 °C
dén 30 °C khéng it hon 3 ngay dbi véi ndm soi va tir 35 °C dén 37 °C khéng it hon 5 ngay déi véi xa
khuén); ddm bdo mat do té bao vi khudn khéng nhé hon 10® CFU/mI.

5.3 Xac djnh hoat tinh d6i khang cta vi sinh vat déi khang

5.3.1 Xac dinh hoat tinh dbi khang ctia vi sinh vat d6i khang thdng qua kich thwéc vong dbi
khang

5.3.1.1 CAy miu

Dung pipet vé tring lay 0,1 ml dich vi khuén Ralstonia solanacearum Smith gay bénh hé&o xanh (5.1)
cy vao dia Petri chira méi treérng SP d4 chudn bj s8n (3.2.2). Dung que gat vé trung gat dé&u cho dén
khi dung dich huyén phu vi khuén thdm déu trén b& mat thach. Doi tir 20 min dén 30 min cho bé mat
thach khd, dung 6ng thép vé truing dwdng kinh khodng 1 cm duc 16 thach & phan tam cla dia Petri.
Diing que céy vé triing c6 mii nhon loai bd phan thach vira dyc.

Dung pipet v trung lay 0,1 ml dich vi sinh vat déi khang (5.2) dwa vao cac giéng da dwoc loai bd théi
thach, gitr & didu kién thich hep tiy thudc tirng chling gibng vi sinh vat déi khang (tir 28 °C dén 30 °C
khéng it hon 2 ngay déi v6i vi khudn, tir 28 °C dén 30 °C khéng it hon 3 ngay d6i véi ndm soi va tir
35 9C dén 37 °C khéng it hon 5 ngay dbi véi xa khudn).

M&i miu dwoc cy 15p lai khong it hon 3 14n. Tién hanh trong ti cy vé trung (4.1.1).

CHU THICH:
1) Khdng @& dich vi khuan dinh vao thanh dia Petri
2) CAn gir cho céc dfa Petri trén mat phdng dé tranh dich vi sinh vat déi khang tran trén b& mat dfa thach.

5.3.1.2 Tinh két qua

Hoat tinh d6i khang vi khuén Ralstonia solanacearum Smith gay bénh héo xanh clia vi sinh vat thé hién
théng qua kich thwéc vong dbi khang (vong trong sudt bao quanh giéng chira dich vi sinh vét dbi
khang).

Kich thwéc vong dbi khang (mm) clia vi sinh vat dworc tinh theo cdng thire (1):

Kich thudc vong déi khang (mm) =D ~d (1)
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trong do:

D 14 dwdng kinh vong d6i khang, tinh bang milimet (mm);

d ladwong kinh 18 giéng, tinh béng milimet (mm).

Két qua Ia gia trj trung binh cdng clia c4c Ian I2p lai.

5.3.2 Xac djnh hoat tinh di khang cua vi sinh vt théng qua ty Ié cay trdng bj bénh

5.3.2.1 B& tri thir nghiém

Thir nghiém dueec tién hanh trong chau vai (4.5.2) vdi 2 cong thirc:

Cong thirc dbi chirng: Nhigm vi khuén Ralstonia solanacearum Smith gy bénh héo xanh

Céng thirc thi nghiém: Nhim vi sinh vat d6i khang va vi khudn Ralstonia solanacearum Smith
gay bénh héo xanh.

Méi cdng thirc dwore I3p lai khong it hon 3 1An véi tdng sbé cay khdng it hon 50 cay.

5.3.2.2 Tién hanh thir nghiém

Budc tién hanh

Céng thirc d6i chirng

Cbng thire thi nghiém

Buwéce 1

Nhi€m méi trudng dich thé da chuén bj
s3n (3.2.1) 30 min trwdc khi gieo (trdng),
lwgng twrong duong véi lwgng nhidm vi
sinh vat déi khang (5.2) & cong thirc thi
nghiém.

Nhi&m dich vi sinh vat déi khang (5.2)
vao dit da dwoc khir trung (4.5.1) 30
min trwéc khi gieo (tréng); dam bdo mat
d6 té bao vi sinh vat khéng nhé hon 10°
CFU/g dAt.

Buéc 2

Ngam hat hodic ci gibng (4.5.3) trong
dich vi khudn Ralstonia solanacearum
Smith gay bénh héo xanh (5.1) cé mét 49
té bao khéng nhd hon 10® CFU/mI trong
thoi gian 30 min.

Ngam hat hodc ci gibng (4.5.3) trong
dich vi khudn Ralstonia solanacearum
Smith gay bénh héo xanh (5.1) c6 mat
do té bao khéng nhé hon 10° CFU/mi
trong th&i gian 30 min.

Bwéc 3

Gieo/trdng hat/ci d& nhidm vi khun
Ralstonia solanacearum Smith gay bénh
héo xanh vao dat da chuén bj.

Gieo/trdng hat/cti d& nhiém vi khudn
Ralstonia solanacearum Smith gay bénh
héo xanh vao d4t da chuén bi.

Thi nghiém dwoc chdm séc theo qui trinh phi hep v&i tirng dbi tuwgng cay chd; ddm bao sy phét sinh,
phét trién clia vi khudn Ralstonia solanacearum Smith gdy bénh héo xanh, dd &m twong déi (RH)
khéng nhd hon 70 % (st dung nwéc vé tring dé gitr dm do) va nhiét d6 dat tir 25 °C dén 30°C;

Quan sat va theo dbi triéu chizng héo clia cay sau 5 ngay dén 21 ngay gieo trdng, ghi lai nhirtng danh
gia v& tinh trang méc bénh héo xanh clia cay trdng (cé hodc khéng cd triéu chirng méc bénh).

CHU THICH: Thir nghiém phai bao dam han ché ti da anh hwdng clia cac yéu té phi thi nghiém.

10
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5.3.2.3 Tinh két qua

Ty Ié cay bi bénh (%) dwoc tinh theo cong thirc (2):
Sé cay bj bénh
Ty 1& cay bj bénh (%) = x 100 (2)
Sé cay diéu tra

So séanh ty 1& cay bj bénh gitra cong thirc thi nghiém véi cong thire dbi chirng va danh gia hoat tinh dbi
khang cla vi sinh vat theo cac cip d néu trong Bang 1.

Bing 1 — Mdrc dd hoat tinh dbi khang cta vi sinh vat

Ty lé cay bj bénh (%) Cép do dbi khang Mirc d6 hoat tinh dbi khang
Khéng Ién hon 30 1 Cao
Tr 31 dén 50 2 Kha
Tir 51 dén 70 3 Trung binh
Tir 71 dén 80 4 Yéu
Khdng nhé hon 81 5 Khéng c6

6 Bao cao thir nghiém

B4o céo thtr nghiém can bao gdm day du céc théng tin sau:

- moi théng tin cAn thiét dé nhan biét ddy da vé mau thi;

- phuong phap l&y miu da s& dung, néu biét;

~ tét ca cac thao tac khdng qui dinh trong tiéu chudn nay, cing véi cac chi tiét bat thuwéng nao khac
c6 thé anh huwéng dén két qua;

- cac két qua thir nghiém thu duorc;

- néu d6 13p lai dwoc kiém tra, thi néu két qua cudi cung thu dugc.

11
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Phu luc A

(Qui dinh)

Thanh phin méi tredng nubdi cdy

A.1 MOi treong SP (Sucrose — Peptone)

Sacaroza (C12H22014) 200g
Pepton 509
Dikali hydro phosphat (K.HPO,) 05g¢g
Magie sulphat ngam bady phan tlr nwéc (MgS0O4.7H20) 025¢g
Nwéc cit vira du 1000 ml
pH 6,8dén7,0
CHU THICH: Néu méi trueng thach dfa thi bd sung 20,0 g thach.
A.2 Moéi trworng Thit ~ Pepton
Chét chiét thit bd 50g
Pepton 10,0g
Natri clorua (NaCl) 50g
Nuéec cét vira dl 1000 ml
pH 6,8 dén 7,0
A.3 Mbéi trrrrng Czapek — Dox
Sacaroza (C12H2011) 30,0¢g
Natri nitrat (NaNO3;) 20g
Kali clorua (KCI) 109
Kali dihydro phosphat (KH.PO,) 1,0g
Magie sulphat ngam bay phén t&r nwéc (MgS0,.7H,0) 05g
Sét sulphat ngam bay phan tir nuwéc (FeS0,.7H,0) 0,01g
Nuére cét vira au 1000 mi
pH 6,0 dén 6,5
CHU THICH:

1) pH méi clia trudng dugc didu chinh bing axit axetic 1N
2) Néu méi trwrng thach dTa thi bd sung 20,0 g thach.

12



A.4 Moi trwong PD (Potato Dextrose)

Dextrose (CgH1206) 20,09

Khoai tay* 200,0 g

Thach 20,09

Nuéc cét vira du 1000 mi

pH 6,0 dén 6,5
CHU THICH:

TCVN 9300:2014

1) Khoai tay thai nhd, cho vao 1 lit nwdc va dun sdi trong 20 min; sau d6 loc 1y nuwéc trong dé siv dyng lam

mdi trudng;
2) pH méi clia trwdng dugce didu chinh bing axit axetic 1N;

3) Néu mdi tréng thach nghiéng hozic thach dTa thi bd sung 20,0 g thach.
A.5 MoGi tredrng Gauze

Tinh b6t tan (CsH1oOs)n) 20,0 g
Kali nitrat (KNO3) 109
Kali dihydro phosphat (KH,PO,) 05g
Magie sulphat ngadm bay phan t&r nwéc (MgS0O,4.7H;0) 056g
Natri clorua (NaCl) 0,59
Sét sulphat ngam bay phan t& nwéc (FeS0,.7H;0) 0,01g
Nwéc cét vira dd 1000 ml
pH 7,0d8én7,2

CHU THICH: Néu méi trwérng thach nghiéng hodc thach dfa thi bd sung 20,0 g thach.

A.6 MO tredrng ISP- 4 (Inorganic Salts Starch — 4)

Tinh bt tan (CeH100s)n) 10,09
Kali dihydro phosphat (KH.POy,) 1049
Magie sulphat ngam bay phan tlr nwdc (MgS0O,.7H,0) 1,09
Natri clorua (NaCl) 109
Amoni sulphat (NH,)>SO, 20g
Canxi cacbonat (CaCOs) 109
Nuwérc cat vira du 1000 ml
pH 7,0dén7,2

CHU THICH: Néu méi trirérng thach nghiéng hodc thach dia thi bd sung 20,0 g thach.

13
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Thw muyc tai liéu tham khao

[1] 10 TCN 714:2006. Vi sinh vét - Phurong phap danh gid hoat tinh déi khang vi khuan gay bénh
héo xanh cay tréng can Ralstonia solanacearum Smith.
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