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MO PAU

Tinh cip thiét cia d@ tai

Lua gao la cay luong thuc chinh va déng vai tro thiét yéu trong viéc
cung cip ngudn dinh dudng cho gin mot nira dan s6 thé gidi. Do d6, viéc dam
bao sy 6n dinh va gia ting vé ning suat va chit luong lua rit quan trong ddi
v6i an ninh luong thyc tai nhidu qudc gia. Tuy nhién, sy khai thac qua mirc
dat canh tac cing voi viée sir dung thiéu kiém soat phan bon vo co va thude
bao vé thuc vat hoa hoc da gy ra tinh trang thodi hoa dét trén dién rong.
Dong thoi, mam bénh cé xu hudng tich lity qua nhiéu vu canh tac, tré' thanh
mot thyc trang phé) bién trén pham vi toan cau. Hién nay, viéc phat trién va
tmg dung cc ché pham sinh hoc sir dung vi sinh vat (VSV), dic biét 1a vi
khuan noi sinh (VKNS) 1a mot cach tiép can kha thi nham timg budc giam
thiéu sy phu thudc vao hoéa chat trong san xuat nong nghi¢p. Cac ché pham
nay c6 kha ning kich thich sinh truéng thuc vat, nang cao hiéu qua hap thu
dinh dudng va/hodc kiém soat cac tac nhan gy bénh thuc vat.

Nghién ctru vé VKNS da duoc bat dau tir thé ky 20 va da chimg minh
kha nang cua VKNS trong vi¢c cai thién sinh truong thyc vat va dbi khang lai
cac tac nhan gay bénh. Sy phat trién ciia cong nghé giai trinh tu gen thé hé
méi, cong cu tin sinh hién dai va ky thuit metagenomics da tao diéu kién
thuan lgi cho viéc phan tich da dang sinh hoc va lam 16 vai tro cu thé cua hé
VKNS thyc vat. Nhiéu phét hién méi vé méi tuong tac thuc vat - VKNS ciing
nhu sy hinh thanh hé vi sinh vat gdy bénh ¢ thyc vat (pathobiome) da duoc
cong bd.

Lua la cay luong thuc quan trong cta nudc ta voi dién tich canh tac
hang nam khoang 7,1 — 7,8 tri¢u hecta. Bénh bac 14 lta do vi khuan
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) giy ton hai ning dén ning suét va chat
luong lua gao. Phuong phép kiém soat sinh hoc sir dung cac VSV ¢6 ich trong
d6 c6 VKNS hién dang dugc quan tdm nghién cuu do tinh an toan va than
thién v6i moi truong. DE tai “Nghién cieu vi khudn ndi sinh ¢ mt sé giong
lita va kha néing doi khdng Xanthomonas oryzae pv. oryzae gdy bénh bac ld
clia cdc chiing tuyén chon” dugc thyc hién nham hiéu biét sdu hon vé hé
VKNS ciia mot s6 giéng lta ¢ Viét Nam, dong thoi tim kiém cac chung
VKNS c¢6 tiém ning tmg dung trong phong trir bénh bac 1a la do vi khuan
Xoo gay ra.



Muc tiéu cua dé tai

1. Nghién ctru hé VKNS trén ciy lia & Viét Nam bang cong cu metagenomic

va danh gia vai tro ctuia chiing doi vdi bénh bac 14.

2. Nghién ctru tmg dung VKNS lua trong phong trir bénh bac 14 do Xoo gay

ra.

Y nghia khoa hoc — thye tién ciia dé tai

Nghién ciru di cung cap théng tin vé hé¢ VKNS & hai gidng lta quan trong
1a Bic thom 7 va IR4625, lam sang to mbi lién hé giira hé VKNS va bénh
bac 14 laa.

Nghién cuu da ching minh ching VKNS Bacillus velezensis VY03 c6
tiém ning ung dung t6t trong kiém soét sinh hoc phong trir bénh bac 14,
hudng téi gidam thiéu thudc bao vé thuc vat va phan bon hoéa hoc trong
canh tac lua hitu co.

Két qua nghién ctru ctia dé tai 13 tai liéu tham khao hitu ich cho nhimg
nghién ciru khac vé hé VKNS thuc vat va tng dung phat trién cac ché
pham sinh hoc phong trir bénh hai & ciy trong do VSV gy ra.

Tinh méi cta luin an

Luén an la cong trinh dau tién tai Viét Nam thyc hién nghién ctru so sanh
metagenome ctia h¢ VKNS ¢ hai giéng lta quan trong, Bic thom 7 (man
cam vé&i bénh bac 14) va IR4625 (it nhiém bénh bac 14), trén co s& d6 danh
gid mdi lién quan giita hé¢ VKNS va bénh bac 1a Itia. Nghién ctru di cho
thiy su c6 mit cta Acholeplasma spp. trong hé VKNS ¢ gidng lua
IR4625 c6 thé 1a gop phan vao kha niang chong chiu bénh bac 14 & giéng
lta nay.

Nghién ctru da ching minh chung VKNS laa Bacillus velezensis VY03 tc
ché Xoo bang hai con duong (i) sinh hoat chat khang khuan tiét ra ngoai té
bao va (ii) canh tranh khong gian sinh truong. Ching VY03 thé hién hiéu
quéa kiém soat bénh bac 14 tot trong thi nghiém ¢ diéu kién nha Iudi va
diéu kién déng rudng, 1a tac nhan kiém soat sinh hoc tiém nang cho nén
ndng nghiép hitu co.



CHUONG L. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. HE VI SINH VAT THUC VAT
1.1.1. HE vi sinh vt thuc vat

H¢ VSV thyc vt (plant microbiome) bao gdm tit ca cac VSV lién két
v6i thuc vat va dong vai trd quan trong d6i véi sinh truong, phat trién va kha
nang thich nghi véi moi truong cua thuc vat (Hinh 1.1) (Gopal & Gupta,
2016). HE VSV thyc vat 1a mot tap hop nang dong, da dang va bi anh huong
boi cac yéu td nhu loai thyc vat, didu kién moi truong va giai doan phat trién
(Dastogeer et al., 2020; Zhang et al., 2023). Cau trac h¢ VSV thyc vat theo
cac 0 sinh thai (nlche) bao gom: (1) hé VSV ving ré (trong dat quanh re -
rhlzosphere hodc bam trén bé mat re - rhizoplane), (ii) h¢ VSV biéu sinh narn
trén bé mat cac co quan trén mat dat (phylosphere) (iii) hé¢ VSV ndi sinh séng
bén trong cic mo thyc vat bao gém ré, than, 14, hoa va hat (endosphere)
(Vorholt et al., 2012; Compant et al., 2019).

HE VSV thyc vat rat da dang, phuc tap va mang lai nhiéu loi ich cho
thyuc vat bao gom kiém soat sinh hoc ‘cac tac nhan gy bénh thyc vat va thuc
day tang truong thuc vat, do do, quyét dinh tinh trang sirc khoe ciia thyuc vat
(Cornpant etal., 2024). H¢ VSV thyc vét c6 vai tro kep trong bénh ly thuc vat,
mot 6 loai ¢6 the gay bénh, mot sO loai khac lai c6 kha ning bao vé cay chii
trude sy tan cOng cua cac mam bénh. Tuong tac thuc vat - VSV dong vai tro
quan trong d6i véi viee hinh thanh h¢ VSV cling nhu anh hudng dén biéu hién
gen va cac chuc ndng song quan trong cua thuc vat.

1.1.2. H& vi sinh vat giy bénh thuc vat

Bénh thyc vat 1a két qua cua mdi quan hé ba bén thyc vat - tic nhan gay
bénh - cac VSV khac trong cac didu kién khac nhau (Trivedi et al. 2022) Su
tuong tac gilra tdc nhan gy bénh va cac VSV khac cua hé VSV co thé anh
huong tich cyc hodc ti€u cyc den ddc luc cua tac nhan gay bénh, quyet dinh
mirc d¢ bicu hién bénh. Mot so tac nhan gay bénh khi xam nhép vao thuc vat
s€ gay ra thay d6i vé thanh phan va su phong phu cta hé VSV thuc vat. Mot
sO tac nhan gay bénh thyc vat c¢o thé lién két voi cac tac nhan gy bénh khac
hoic cac vi khuan cong sinh & thuc vat, dan dén twong tac da loai phuc tap,
lam tang muc d§ nghiém trong cua bénh (Bez et al., 2021).

HéE VSV gay bénh thuc vat (pathoblome) 1a mot phan cua h¢ VSV thuc
vat, tap hop cac VSV gdy bénh, bao gdm céc sinh vét nhan chuén, vi khuan va
virus. Nhitng VSV nay duoc phan biét v6i cac thanh phan khac ciia hé VSV
thuc vét dua trén kha nang gy hai cho mo thyc vat thong qua su phat trién
tam thoi dudi nhing didu kién cu thé. Hé VSV gay bénh thuc vat con bao
gdm cac twong tac da loai quyét dinh tinh trang stc khoe ciia cdy (Nemchinov
et al., 2023).



1.1.3. H¢ vi sinh vt ngi sinh thuc vat

VSV noi sinh dugc dinh nghla 1a “tit ca cac sinh vat xdm chiém bén
trong m6 thyc vét trong mot phan Vong doi cua chung va khong gy ra cac
triéu chimg bénh nhiém tring cho ciy chu, bao gdm ca cic mam bénh tiém
an, dugc goi 1a VSV noi sinh” (Petrini, 1991).

VSV noi sinh vat bao gdm nam ndi sinh, vi khuan ndi sinh va xa khuan
ndi sinh (Dubey et al., 2020). Cac thanh vién chinh cua nam ndi sinh bao gém
Ascomycota, Zygomycota va Basidiomycota. Xa khuan ni sinh thuong duogc
phén 14p tir nhi€u loai thye vat, dac biét 1a tir cdy ngdp man va cay thudc trong
rung mua nhiét doi. Vi khuan noi sinh 1 thanh phan chinh cia hé¢ VSV thyc
vat, v6i cac nganh chu yeu la Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Firmicutes Acidobacteria va Chloroflexi (Michl et al., 2023).

Nhin chung, 5O luong va loai VKNS trong ré cdy nhiéu hon so véi cac
bd phan khac cta cdy, phan 16n VKNS con chua dugc kham pha va xac dinh.
VKNS Ia mdt nhom dic biét duoc quan tam do dong vai tro ndi bat trong vigc
thiic ddy sinh truong thuc vat va bao vé cay khoi cac yéu té gay hai. 8 (Xia et
al., 2022).

1.2. VI KHUAN NOI SINH THUC VAT
1.2.1. Ngudn géc va sw phin bé ciia vi khuin ndi sinh thue vét

Vi khuan noi sinh thuc vat duoc cho 1a c6 ngudn goc chu yeu tir dat,
sau d6 di chuyén lén thén va 1a thong qua hop bao trong cac mach g6 (Kumar
et al., 2020a). Ngoai ngudn goc tir dat, VKNS c6 thé 1a cac loai biéu sinh trén
bé mit cac co quan trén mit dat (phyllosphere) ctia thyc vat hodc tir hat.

Vi khuan c6 thé xam nhap qua 1é bén, dau 18, long 1 va cac vét nirt ré.
Tir cac vi tri d6, vi khuan co thé tlep tuc x&m nhdp vao cac mach phloern va
xylem. Ngoai ra, VKNS cling ¢6 thé xam nhap vao cdy thong qua cac vét
thuong nhu duat ré, rach 14 do dong vat in co, con trung hodc ton thuong co
hoc khac (Compant et al., 2019) Bén trong than cdy, VKNS xam chlern
khoang gian bao, cac khoang ndi bao, h¢ thong mach, 16p biéu bi...cia hau
hét cac bo phan cua cay nhu ré, than, 1a, hoa, qua..

Kha nang chuyén dong, hoa huéng dong, san sinh cac enzyme phéan
hiy thanh t€ bao thuc vat, sinh hpopolysaccharlde ngoal bao, 51derphoreva hé
thong bai tiét 1a mot s6 ddc diém quan trong gitp vi khuan 1ay nhiém va thich
nghi voi cudc sdng bén trong thuc vat (Piromyou et al., 2015).

1.2. 2. Tinh da dang ciia hé vi khuin ndi sinh thye vat

Hién nay, hon 200 chi thudc 16 nganh VKNS da duoc bao cao ¢ nhleu
loai thyc vat khac nhau, bao gém cac loai co thé nuéi cdy duoc va khong thé
nudi cdy dugc. Chiém wu thé nhit 1a cac nganh Proteobacteria,
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Actinobacteria, Firmicutes va Bacteroidetes véi cac chi vi khuan ph bién nhu
Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter va Serratia (Kumar et al.,
2020b).

Theo hudng tiép can nudi céy truyén théng, VKNS duge xac dinh co
mdt voi mat do khac nhau trong cac b phan cua thyc vat, trong do 1é c6 mat
d06 cao nhét 1a 10* - 108 CFU/g 1é va ciing da dang nhat, tiép theo 1a 14 va than
10° - 10* CFU/g, hoa, qua va hat 10 - 10° CFU/g (Bulgarelli et al., 2013).

Cac nghién ctu su dung ky thuét rnetagenomlcs da xac dinh nganh
Proteobacteria chlem uu thé 16n nhat trong quan thé VKNS Ita (10 - 70%),
tham chi c6 thé chiém toi 99%, tiép theo 1a Bacteroidetes, Firmicutes hodc
Actinobacteria (Kunda et al., 2018; Kumar et al., 2021).

1.2.3. Céc yéu té anh huong dén h¢ vi khuin ndi sinh thye vat

Céu trac ciia hé VKNS phu thudc vao h¢ sinh thai cta thyc vat va dat
tuong tac bén trong mo cay chu va cac yéu té moi truong ngoai sinh, bao gom
loai thuc vat, kleu gen, loai co quan thuc vat, glal doan phat trién, mia vu, vi
tri dia 1y, loai dat, tinh trang dinh dudng ciia cdy chii, phuwong thiic canh tac va
phén bon (Liu et al., 2017).

Céc yéu tb sinh hoc hodc phi sinh hoc, vi du nhu ham lugng CO; va O,
trong khong khi, myc nudc hay nhiét d9, ciing c6 thé dan dén sy thay doi tinh
da dang cua h¢ VKNS (Compant et al., 2021). Ngoai ra, kha nang phong v¢
cua thyc vat va trang thai suc khde ctia céy chu cling anh huéng dén dac tinh
va chirc nang cua h§ VKNS thyc vat.

1.2.4. Nghién ciru vi khuin ndi sinh thye vat bang phwong phap
sinh hgc phén tir

Metagenomics la linh vye nghién ctru vat li¢u di truyén da hé gen
(deoxyribonucleic acid (DNA) metagenome) cua tat ca cac VSV thu
nhan truc tiép tor mau moi truong tu nhién (la than, ré, hat cua thuc vat)
ma khong thong qua phan lap hay nudi cay tung chung (Mametja ret
al., 2025). Hai hudng tiép can chinh dé phan tich thanh phan
(taxonomy) va chic nang (function) cua h¢ VSV ndi sinh bao gom
amplicon-based  metagenomics  (metabarcoding) va  shotgun
metagenomics (whole metagenome sequencing).

Giai trinh ty toan bd hé gen (whole genome sequencing) la k¥ thuat xac
dinh toan bd trinh ty nucleotide trong by gen cua mot chung VSV, giup thu
dugc thong tin di truyen day du nhat vé chung do (Chaudhry et al., 2017).
Quy trinh co ban gém cac budc: (1) tach chiét DNA ¢ d9 tinh sach cao; (2)
xdy dyng thu vien DNA (library preparatlon) bang cach cat nho DNA va gin
adaptor; (3) glal trinh ty biang cac nén tang nhu [lumina, Oxford Nanopore
hoic PacBio; va (4) lap rap (assembly) va chil giai gen (annotation).
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1.3. VAI TRO CUA VI KHUAN NOI SINH TRONG BAO VE CAY
TRONG TRUOGC SU TAN CONG CUA MAM BENH VA CAC YEU TO
BAT LQI

1.3.1. Co ché truc tiép bao vé ciy trong khang bénh thue vit
1.3.3. Phat trién ché pham sinh hoc tir VKNS

Nhiéu ching VKNS nhu Bacillus, Thiobacillus, Pseudomonas,
Azospmllum Rhizobium va Gluconacetobacter... da dugc ung dung de san
xuat va thuong mai dudi dang phén bon sinh hoc (blofemhzer) va che pharn
sinh hoc (bioinoculant) giup ting cuong sy phat tri€n va nang suét clia ciy
trong.

Trong nhitng nim gan day nghién ctru phat trién ché pham sinh hoc
trong nong nghiép da dich chuyén tir don chiing sang hudng sir dung hon hop
chung, thdm chi 1a h¢ VSV (Tosi et al., 2020). Trén co s¢ thong tin tong quat
metagenome cua h¢ VKNS, cac t6 hop VSV c6 thé duoc thiét lap tir bo chiing
phéan lap dé dat duoc hidu qua mong mubn (Vorholt et al., 2017). Khi duogc
dua vao ap dung trong thyc t€, cac to hop VSV nhu vay co the dam bao ¢ muc
cao 1a s& c6 mot hodc mot sd ching song sot, canh tranh tot va duy tri hiéu
qua lau dai.

1.4. BENH BAC LA LUA VA CAC BIEN PHAP PHONG TRU
1.4.1. Hién trang bénh bac 14 lua va tidc nhian giy bénh

Bénh bac 14 ta (bacterial leaf blight) la m¢t b¢nh hai nghi€ém trong gy
ra boi vi khuan Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) (Mansﬁeld et al.,
2012).. Bénh xuat hién & khap cac ving trong ltia trén thé gigi va co thé gay
ton that nang suét lua t6i 60%, tham chi 100%. Cay lua ¢ thé bi nhiém bénh
o tat ca cac g1a1 doan, dic biét tir dé nhanh dén ra dong, trd bong Triéu chlrng
ban dau 1a cac mép 14 bi héo xanh, sau do lan dan vao trong va tir trén xudng
dudi, khién toan bo 14 bi héo kho, mét kha nang quang hop, dan té1 glarn nang
suét (Zhang & Wang, 2013). Bénh phat trién manh ¢ khi hau 4m, 4m 28 —
34°C. Nguon lay nhiém chinh 1 nudc tudi, hat gidng va gdc ra. Xoo lay lan
nh¢ gid, mua va thuong xam nhap vao 14 lua thong qua khi khong va cac vét
thuong (Chukwu et al., 2019). Xoo la vi khuan gram am hinh que san sinh
nhiéu yéu t6 doc Iyc, trong d6 quan trong nhét 1a exopolysacchande (EPS)
hay con goi la xanthan (Husaln et al. 2019) Xanthan tao cdu tric mang sinh
hoc bén Vung giup bao v¢ vi khudn kh01 cac tac dong bat loi. Sinh khoi Xoo
va EPS co thé lap kin cac mach dan, lam tic nghén duong van chuyen nude
va dinh dudng, dan dén 14 bi kho héo va anh huong nghiém trong dén ning
suét laa.

O Viét Nam, bac 14 1a mot trong nhiing bénh hai nghlem trong nhét trén
cdy lua, gay that thu ning suat tir 10 - 50%, tham chi c6 thé 1én t&i 70 - 80%
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trong nhiing vu c6 dleu kién thoi tiét thuan loi (ndng 4m, muwa nhiéu, gio
16n...) cho bénh phat trién (Nguyén Thi Lién va cs., 2012; Pham Thién Thanh
va cs., 2020) Bénh lay lan nhanh qua nuéc tudi, tan du cdy beénh va vét
thuong co gidi do gid, mua hodc con trung, trong khi cac yéu t6 canh tac nhu
gleo cay day, bon thira dam, dat ngap ng lau ngay va str dung giéng rat man
cam nhu BT7, QS, Khang Dan 18 gép phan lam gia tang ty 1€ bénh (Nguyen
Thi Tho va cs., 2022; Tran Thi Nam Ly va cs., 2023). Bénh pho bién tai cac
ving trong lua chinh nhu dong bing song Hong va dong bang song Cuu
Long, dac bi¢t nghi€ém trong ¢ céc tinh Hai Phong, Ninh Binh va Hung Yén
sau cac dot mua bio (Tran Qubc Tudn va cs., 2017).

1.4.2. Cac bién phap phong tri bénh bac 14 lua
1.4.2.1. Cii tién kj thudt canh tic

1.4.2.2. Sir dung thudc bdo vé thue vit héa hoc
1.4.2.3. Tao giong liia khdng bénh bac ld
1.4.2.3. Kiém sodt sinh hoc bé¢nh bac ld liia

Kiém soat sinh hoc dwgc cho 1a mot giai phap cé hiéu qua trong viéc
ngan ngura bénh bac 14 lta va than thién v6i moi tru’ong Cac nghién ctu lién
quan dén linh vyuc nay phan 16n dé cap dén ing dung vi sinh vat, trong do co6
VKNS nhu Pseudomonas fluorescens, Bacillus spp. 1am tac nhan ki€ém soat
sinh hoc.

O Viét Nam, mot s6 nghién ctru Ve viéc sir dung vi khuan d6i khang
bao gom Bacillus spp., Streptomyces dé phong tri bénh bac 1a lta da dugc
cong bd. Cho dén nay hau nhu c6 rat it nghlen clru trong nude bao cio vé cac
chung VKNS thyc vat noi chung va ndi sinh lta noi riéng c¢6 kha nang doi
khang Xoo va phong trir bénh bac 1a. C6 thé thay rang linh vuc nghién cuu
nay can dugc quan tdm hudng t6i myc ti€u tao ra ché pham sinh hoc tir cac
chung VKNS phuc vu cong tac kiém soat bénh bac 14 mot cach hiéu qua va an
toan.

St dung cac bién phap kiém soat sinh hoc trong phC)ng trir cac bénh
thyc vat ndi chung va bac la noi riéng 1a xu hudng chung clia san xudt nong
nghi¢p bén viing trén thé gisi va & Viét Nam. VKNS ¢6 anh huong tich cyc
den su sinh truong va stic khoe cua cay trong thong qua cac co ché khac nhau
nho kha nang kich thich sinh truong va d6i khang mam bénh. Vigc tim kiém
cac chung vi khuan c6 loi trong d6 c6 VKNS la huong di tiém nang dé phuc
vu phét trién nong nghlep hitu co. Nghién ctru vé h§ VKNS ¢ thyc vat noi
chung va & cay lta noéi r1eng, cling nhu tuong tac cua chung dbi voi cac VSV
gay bénh ¢ cay chu glup g1a1 dap duoc nhiéu cau hoi vé co ché gay bénh &
thuc vat, 1am co s¢ cho viéc ing dung trong phong trur bénh hiéu qua.



CHUONG II. NGUYEN VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU
2.1.NGUYEN VAT LIEU

2.1.1. Mau laa

Gibéng lua Bac thom 7 duge cung cip boi Cong ty cd phan Tap doan
Gibdng cay trong Thai Binh. Cay lta gidng Bic thom 7 (ky hiéu TB) va
IR4625 (ky hiéu LA) ¢ giai doan lam dong dugc thu hai trong vu Hé Thu
2018. Giéng laa Bic thom 7 trong tai huyén Vii Thu, tinh Thai Binh
(20°21'28.8"N, 106°17'15.8" E). Gidng Béc thom 7 dugc trong rong rai &
ddng bing séng Hong, man cam cao véi bénh bac 14. Gidng lua IR4625 trong
tai huyén Thu Thira, tinh Long An (10°34'27.6" N, 106°21'57.2" E). Giéng
LA 1a gidng lta nép chat luong cao, duogc trong phd bién & cac ving nhu
Dong bang Song Ciru Long, Pong Nam Bo va Tay Nguyén, nhd ning suét
cao, cung cdy va kha nang chiu phén tdt, it man cam voi bénh bac 14.

Cay lua nhiém bénh bac 14 va ciy lua khée manh dugc thu thap trén
cung mot rudng. Nhitng cay nhiém bénh dugc lya chon dua trén biéu hién cac
tri¢u chung bénh bac 1a dién hinh, nhitng cdy khde manh dugc chon ng?lu
nhién, hoan toan khong c6 tridu chimg bénh va cang gan véi nhiing cay nhiém
bénh cang tt. Tong cong 30 cay lta (15 cay gidng LA va 15 cay giéng TB) ¢
giai doan lam dong dugc thu thép vao thang 5 - 6/2018.

2.1.2. Chung vi sinh vt

Chung Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) noi RS (VTCC 12280)
phan 1ap tir mAu 14 Ita nhiém bénh bac 1a duoc luu giir tai Trung tim Ngudn
gen Vi sinh vit Quéc gia, Vién Vi sinh vét va Cong nghé sinh hoc, Pai hoc
Quéc gia Ha Noi.

2.1.3. Oligonucleotide

2.1.4. Ho4 chat

2.1.5. Thiét bi

2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.2.1. Phin tich hé vi khuin ndi sinh lta bing phwong phap metagenomic

2.2.1.1. Tach chiét DNA h¢ gen tir ré/than/ld liia

2.2.1.2. Tao thw vién gen 16S rDNA
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2.2.1.3. Phén tich metagenome hé vi khudn néi sinh dwa trén thuw vién doan
16S rDNA

2.2.2. Phan lap vi khuin ndi sinh
2.2.3. Panh gia hoat tinh khing Xoo ctia vi khuin ngi sinh
2.2.4. Nghién ciru cac dic tinh sinh hoc ciia vi khuin ndi sinh

2.2.5. Pinh danh va phan tich trinh ty hé gen ciia cic chiing vi khuin ndi
sinh

2.2.6. Panh gi4 kha niing xAm nhip vao ré laa ciia vi khuin ngi sinh

2.2.7. Panh gia hiéu qua kiém soat nhiém Xoo ciia cac chiing vi khuan noi
sinh

2.2.7.1. Thi nghig¢m trong diéu ki¢n nha luéi
2.2.7.2. Thi nghi¢m ¢ diéu kién dong rupng
2.2.8. Phan tich s6 liéu

So dd cac bude nghién ciru

Thu thap mau lda

Kh{r tring mau

Tach chiét DNA Phéan |ap va sang loc vi khuan noi
metagenome sinh d&i khang Xoo

l J Nghién clru cac ddc tinh sinh hoc ‘

| Tao thuvién 165 rDNA |

l

l Giai trinh ty J Chlng dgf khéng
” I ) manh

4 Giai trinh ty va phan tich hé gen ‘

Dénh gia kha nang xam chiém
ré lGa

Phan tich CSDL Danh gia hiéu qua phong trir
metagenome béng bénh bac |4 & diéu kién nha luéi
céc cdng cu tin sinh va dong rudng

Hinh 2.2. So d6 cac budc nghién ctru



CHUONG III. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. NGHIEN CUU MOI LIEN HE GIUA HE VI KHUAN NQI SINH
LUA VA Xoo

3.1.1. Sw da dang cia h¢ vi khuin ndi sinh lia qua phén tich metagenome

Téng cong c6 30 cdy lta cia cac gibng LA va TB (mdi giéng 15 ciy)
dugc thu thap dé phéan tich metagenome hé VKNS, Cac cay lua gidng TB gom
8 mau cdy bi bénh bac 14 (duoc chon dua trén cac vét bénh mau xam nau -
trang doc theo gan 14), va 7 mau cay khoe manh duoc thu tai cing mét ruéng
v6i cdy bi bénh. Déi véi gidng LA, ¢6 15 cay khoe duge thu thap, khong phat
hién mau bi bénh bac 14 nao trong cac dot thu mau. Tién hanh cét cic mau
r&/than/14 (tong s6 46 mau gém: 30 miu 14, 8 mAu than, 8 mau ré), khir tring
méu va tach chiét DNA tong sb. Sau budc tach chiét DNA thu dwoc 43/46
méu (30 miu 14, 6 mau than, 7 mau rd) trong d6 gidng LA 23 miu va giéng
TB 20 mau dép tmg cac diéu kién chat luong dé giai trinh tu metagenome.

Téng s6 lan doc (reads) dat chét lugng hay téng s6 trinh tu dat chit
lugng cua 43 mau la 234.803, trong d6 mau LA 1a 164.829 trinh ty va mau
TB 14 69.974 trinh ty. SO trinh ty ciia mot mau dao dong trong khoang 194 -
22.676, gia tri trung binh 1a 5.461 (d6 1éch chuin SD 6.072). Cac dit liéu trong
bang duoc xac dinh sau khi di loai bo cac trinh tu chimera, trinh ty mdi va
adaptor.

Céc trinh tir dat chat lugng véi >97% tuong dong duoc sap xép vao cac
don vi phan loai (OTU). Sb lugng OTU cua gidng LA tir 13 - 142, trung binh
1a 54,57+37,83 va ciia gidng TB tir 12 - 121, trung binh 1a 41,65+34,29. Két
qua nay cho thdy mau LA c6 sé luong OTU phong phti hon so véi giéng TB,
tuy nhién su khac biét khong c6 y nghia vé mit thong ke.

Bang 3.2. Chi s6 da dang alpha cua h¢ VKNS cua
hai giong lua LA va TB
Chaol Shannon Simpson
LA ™ | p |LIA[TB]| p |[LA[TB ]| p

Tong | 77,92 55,91 10,09 | 2,19 | 2,11 | 0,70 | 0,76 | 0,76 | 0,93
La 55,26 39,35 10,04 | 1,88 | 1,84 | 0,75 | 0,71 | 0,72 | 0,84
Than | 77,85 84,29 | 0,69 | 2,23 | 2,73 | 0,40 | 0,76 | 0,87 | 0,49

Ré 162,98 | 119,83| 0,05 | 3,29 | 3,08 | 0,38 | 0,92 | 0,90 | 0,36
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Két qua phan tich da dang alpha cho thay gia tri Chaol cia gidng LA
cao hon cua gidng TB, nghia 1a hé VKNS ciia giéng LA c6 sy phong phii hon
so voi cia gidng TB, dic biét 1a & 14 (p<0,05) va r& (p=0,05) (Bang 3.2). Phan
tich da dang alpha ciing chi ra ring sy khac nhau vé gia tri Shannon va
Simpson 13 khong dang ké. Nhu vay, tinh dong déu ciia hé VKNS cua ca hai
gidng lua 1a twong duong nhau.

Phén tich d¢ da dang beta st dung phuong phap toa do (ordination)
chia ty 1& da chiéu khong theo hé¢ mét (non-metric multidimensional scaling,
NMDS) cho thay hé¢ VKNS ctia hai giéng Itia TB va LA c6 do twong dong kha
cao (p = 0,023) (Hinh 3.1). Xét theo cac by phan khac nhau trén cay lua,
gidng TB phan b doc theo truc thtr nhét cho thdy hé VKNS c6 tinh bién ddi
cao hon (p = 0,001) so vé6i gidng LA (p = 0,02). O cé hai giéng lua, hé VKNS
ctia 14 va than twong d6i gan giii (c6 sy tuong dong), trong khi thé hién khac
biét 1én v6i hé VKNS cia ré (tao thanh mot cum riéng biét trén dd thi
NMDS). Nhu vy, cau trac hé VKNS ctia hai giéng lia LA va TB khong khac
biét dang ké néu xét theo gidng lua hay vi tri canh tac, tuy nhién su khac biét
r0 rét dugc phat hién khi xét theo cac bo phan cua cay cu thé 1a 14/than so voi
r€.

0.5

Gidng lua
e LA
0.0 A A TB
B§ phan
* L3
o RE
@ Than

NMDS2

Stress 0.109

-1.0 -0.5 1.0

0.0 0.5
NMDS1

Hinh 3.1. Biéu NMDS dua trén muc don vi phan loai OT[~J cua hai g~iéng lua LA va
TB. Hinh elip cho thay khoéng tin cdy 95% (p<0,05) cho m6i nhém mau.

B9 dir liéu metagenome cua gidng laa LA va TB duoc xép vao 232 don
vi phan loai OTU (169 OTU thudc gidng lta TB va 216 OTU thudc giong lta
LA), gdbm 17 nganh, 31 16p, 48 bd, 98 ho va 232 chi (Bang 3.3). O cip d9 chi,
hé¢ VKNS & gidng Ita TB c¢6 tinh da dang thip hon (169 chi) so véi gidng lua
LA (216 chi). H¢ VKNS cua hai gidng la c6 sy khac biét rd rét trong thanh
phan ciia cac nganh, 16p, va chi uu thé.
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Bing 3.3. C4c OTU chiém wu thé theo cAp phan loai trong h¢ VKNS
cua hai giong lta LA va TB

Cép phén loai LA (%) TB (%)
Actinomycetota 13,59 15,22
Armatimonadota 0,24 0,06
Chloroflexota 0,35 0,30

Nganh Deinococcota 0,77 0,70
Bacillota 1,40 0,75
Nitrospirota 0,38 0,01
Pseudomonadota 60,90 82,80
Mycoplasmatota 22,30 0,09
Actinomycetia 13,60 15,20
Alphaproteobacteria 60,10 79,90
Anaerolineae 0,10 0,23
Armatimonadia 0,23 0,06
Betaproteobacteria 0,19 0,13

, Clostridia 1,40 0,74
Lop Deinococci 0,77 0,70
Desulfobacteria 0,33 0,16
Campylobacteria 0,23 0,02
Gammaproteobacteria 0,07 2,57
Mollicutes 22,30 0,09
Nitrospiria 0,38 0,01
Acholeplasma 22,30 0,09
Aurantimonas 0,82 5,91
Bradyrhizobium 1,39 2,50
Curtobacterium 3,02 429
Geodermatophilus 1,28 0,73
Kineococcus 1,19 2,01
Methylobacterium 13,18 13,44

Chi Mycobacterium 1,36 1,95
Nocardioides 1,14 1,22
Novosphingobium 2,09 1,21
Phycicoccus 0,24 1,06
Rhizobium 10,22 8,56
Sphingomonas 21,99 40,24
Sphingopyxis 1,92 0,41
Xanthomonas 0,00 1,82
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3.1.2. So sanh h¢ vi khuin ndi sinh ciia ciy lia khée manh va cay hia bi
bénh dé danh gid anh hwéng cia Xoo téi hé vi khuin ngi sinh laa (Xoo-
pathobiome)

Két qua phan tich da dang alpha ctia h¢ VKNS ¢ gidng TB cho thay,
chi s6 Chaol cta cac mau lua khoé manh va miu lua bénh cao tuong duong
nhau chimg to mirc d6 phong pht loai dy kién cta hai nhém mau khéng c6 su
khac biét. Chi s6 Shannon va Simpson ctia mau ltia bénh thap hon dang ké so
v6i cac mau khoe manh, cé nghia 14 tinh dong déu ciia hé VKNS trong hai
loai mau c6 sy khac biét (Hinh 3.3).

Chaol Shannon Simpson

{ 0.901

1004 { 0.854

0.80 4

36 ° 0.954 °

® 0.75

% 0.704

Knot Benh . Khot Benh Khoé Bénh

Tinh trang mau
Hinh 3.3. Danh gi4 da dang alpha (theo ba chi s6 Chaol, Shannon va Simpson) cua
hé VKNS & cac mau khée manh va mau nhiém bénh bac 14 giong lta TB.

Két qua phan tich d6 da dang beta trén biéu &6 NMDS cho thdy, hé
VKNS ctia cac mau TB bi bénh bac 14 khong khac biét dang ké so vdi mau
khoé (p = 0,062), nhung tao thanh mdt cum phu trong h¢ VKNS cua cac mau
khée manh (Hinh 3.4).

Chi s6 da dang alpha

05

Tinh trang mau

®  Khoé
©  Bénh

NMDS2
o
°

-0.5

Stress 0.066

-2 -1 0
NMDS1

Hinh 3.4. Biéu d6 NMDS dua trén muc don vi ph@n loai OTU ciia mau lua khoé
manh va mau lda bénh gidng lta TB. Hinh elip cho thay khoang tin cdy 95% (p<0,05)
cho mdi loai mau
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Tong cong 108 chi duoc tim thdy & ca hai loai {n?lu trong khi d6 s6
lugng chi chi duge tim thay trong h¢ VKNS cia cac mau lua khoé¢ manh va
mau lua bénh lan luot 1a 38 va 23 chi.

Bang 3.4. Cac OTU chiém uu thé theo cip phan loai trong hé¢ VKNS
cua giong TB

C?ip phéan loai Ca{o/lz ;1 ¢ Ca{o/l; )gnh D (t-test)
Actinobacteria 16,49 13,66 0,317
Chloroflexi 0,35 0,22 0,688
Nganh Deinococcus-Thermus 0,96 0,39 0,123
Firmicutes 1,09 0,35 0,392
Proteobacteria 80,93 85,09 0,186
Tenericutes 0,05 0,15 0,391
Actinobacteria 16,49 13,66 0,317
Alphaproteobacteria 79,30 80,68 0,643
Anaerolineae 0,28 0,16 0,610
Betaproteobacteria 0,13 0,14 0,942
Lop Clostridia 1,07 0,34 0,388
Deinococci 0,96 0,39 0,123
Deltaproteobacteria 0,24 0,06 0,329
Gammaproteobacteria 1,23 4,21 0,009
Mollicutes 0,05 0,15 0,391
Agromyces 0,16 0,15 0,969
Aurantimonas 6,90 4,71 0,273
Bradyrhizobium 3,44 1,34 0,479
Brevundimonas 0,35 0,51 0,536
Curtobacterium 3,72 5,00 0,400
Deinococcus 0,93 0,93 0,133
Geodermatophilus 0,58 0,92 0,321
Chi Gibbsiella 0,60 0,03 0,098
Kineococcus 1,86 2,18 0,644
Marmoricola 0,22 0,04 0,100
Methylobacterium 11,53 15,79 0,218
Microbacterium 0,76 0,76 0,989
Mycobacterium 2,49 1,29 0,314
Nocardioides 1,75 0,57 0,147
Novosphingobium 1,59 0,75 0,452
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C?ip phén loai Ca{o/lz ;‘ ¢ Cazfo/l;)gnh D (t-test)
Ochrobactrum 0,33 0,16 0,390
Phycicoccus 1,79 0,16 0,077
Rhizobium 8,30 8,88 0,825
Serpens 0,59 0,11 0,129
Sphingobium 0,80 0,51 0,537
Sphingomonas 38,30 42,60 0,541
Sphingopyxis 0,20 0,66 0,060
Xanthomonas 0,00 4,05 <0,001

O cip phan loai 16p, 16p Gammaproteobacteria c6 su khac biét rd rét
gitta cac hé vi khuin cia miu khoé va miu bénh (p=0,009). Lop
Gammaproteobacteria bao gdm cac chi chiém wu thé 13 Serpens, Gibbsiella va
Xanthomonas nhung chi ¢ chi Xanthomonas thé hién su khac biét c6 y nghia
(p=0,0001) giita hai loai mau duoc nghién ctru (Bang 3.4).

Két qua phan tich sy khac biét tuyén tinh (linear discriminant analysis)
bang cong cu DESeq2 chi ra rang hai chi Xanthomonas va Bradyrhizobium ¢
ty 1¢ khac biét nhat (Hinh 3.6). Chi Bradyrhizobium xuét hién véi ty 1¢ trung
binh 3,44% trong than va ré cia mau lia TB khoé manh, cao hon so véi gia tri
trung binh 1,34% & mau lia bénh nhung c¢6 sy khac biét rat 16n khi phan tich
so sanh theo cip mau bang phan tich sy khac biét tuyén tinh.

Xanthomonas- ©

Lép
5 ©® Alphaproteobacteria
© Gammaproteobacteria
Bradyrhizobium- °

p: ?)gZFoIdOChange4 ) ¢
Hinh 3.6. So sanh su khéq biét vé h¢ VKNS (cap do chi) ¢ qﬁy Ita bi bénh bac 1a va
cay lua khoe manh cua giong lia TB. So sanh khac biét tuyén tinh dya trén DESeq2

(p<0,05).
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Nguoc lai, chi Xanthomonas thé hién sy khac biét rat 16n trong hai loai
méu khi phén tich so sanh bang hai phwong phap. Chi Xanthomonas c6 mit
véi ty 1€ cao trong cac mau laa bi bénh (4,05%) va chi co trong cac mau 4.
Céc phan tich trén cho thiy, sy c6 mit ciia Xoo ¢ 1a khong gy su thay doi
dang ké trong thanh phan ciia hé¢ VKNS. Ty 1& Xanthomonas cao trong cic
mau lta TB bi bénh bac 14 rit c6 thé 1a mot yéu t6 lam thay ddi tinh da dang
va déng déu ctia hé VKSN so véi cac mau lta TB khoe manh. Tuy nhién,
khong xac dinh dugc cac loai VNKS khéac thay dbi ty 1& 16 rét (ting hodc
giam) khi c6 mat Xoo. Noi cach khac, khong xac dinh dugc sy thiét 1ap hé vi
sinh vét gdy bénh (pathobiome) dic trung dbi véi Xoo.

3.1.3. So sanh h¢ vi khuén ndi sinh & hai giéng lia TB va LA dé xac dinh
nhém vi khuin lién quan tinh khing bénh bac l4 & gidng lia LA

Két qua phan tich da dang alpha ctia hé VKNS & cac mau khoé manh
clia hai giéng ltia cho thdy chi sb Chaol & gidng LA (77,92) cao hon so véi
gidng TB (55,63) trong khi hai chi s6 Shannon va Simpson cao twong duong
nhau. Xét theo cac bd phan clia cdy, ca ba chi sb nay ¢ ré cua gidng LA cao
hon so véi gidng TB, nhung & than, chi s nay ¢ gidng TB cao hon (Béing
3.5). Su phong phu loai dy kién ctia hé VKNS ¢ mau 1 cia giéng LA cao hon
& mirc c6 ¥ nghia so voi gidng TB (p<0,05)

Bang 3.5. Chi s6 da dang alpha cua h¢ VKNS trong mau khoé manh
cua hai giong lua LA va TB
Bo Chaol Shannon Simpson
phan | LA [ TB [ p |[LA| TB | p LA [ TB [ p

Tong | 77,92 |55,63 (0,17 2,19 | 2,18 | 0,96 | 0,76 | 0,77 |0,80
La 55,26 130,80 (0,01 (1,88 | 1,81 | 0,76 | 0,71 | 0,72 0,96
Than | 77,85 | 84,28 0,70 |2,23 | 2,73 | 0,40 | 0,76 | 0,87 |0,49
RE 162,98 113,87 10,08 |3,29 | 2,88 | 0,06 | 0,92 | 0,87 |0,09

Céc tinh todn bang cong cu DESeq da phat hién 08 OTU c6 ty 1¢ khac
biét 16n (Hinh 3.9). Chi Acholeplasma (thudc 16p Mollicutes) cé su khac biét
1o rét & mau LA, thé hién qua gia tri log2 fold change dat -11,87, cao hon &
mau LA, trong khi cic chi Gibbsiella va Serpens thudc 16p
Gammaproteobacteria c6 ty 1& cao hon & mau TB, gi4 tri log2 fold change dat
tuong ung 4,212 va 4,917.
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Sphingopyxis + ° L 6 p
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Hinh 3.9. Phén tich sy khac biét tuyén tinh DESeq (p < 0,05) so sanh hé VKNS trong
cac mau kho¢ cua hai giong lua LA va TB dua trén mtic OTU.

So sanh cac mau 14 bi bénh va miu 14 khoe manh ctia ca hai giéng lua
chi ra rang chi Xanthomonas xuat hién trong cic mau 14 TB méc bénh (4,05%)
trong khi chiém ty 1¢ hau nhu khong déng ké trong gidng LA (0,003%) (Hinh
3.10A). Nguoc lai, chi Acholeplasma chi duge phét hién ¢ gidng laa LA véi
ty 1& cao (22,32%), tap trung trong 14 va than (Hinh 3.10B), nhung c6 ty 1¢ rat
thép (0,09%) o giéng laa TB, ca mau khoe manh va mau bi bénh, tdp trung &
la (Hinh 3.10A, B).

A

LA ] 30- A e
£ 2. 3
3 g
b4 @ 20-
§ 15- g
3 Chi s Chi
:2 10- [l Xanthomonas 2 B Xanthomonas
& M Acholeplasma . B Acholeplasma
g g 10-
< £
§ 5- =%

0- _. 0- = i
Khoé Bénh Khoé Bénh Li RE Than Ld RE Thin
Tinh trang miu B phan

Hinh 3.10. D6 phong phu twong dbi (relative abundance) cua cac chi Acholeplasma
va Xanthomonas trong h¢ VKNS cua hai giong lia LA va TB. (A) Xét theo triéu
ching bénh; (B) Xét theo cac bd phan cua cay
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Tur két qua nay, gia thiét duoc dé xuét 1a Acholeplasma c6 mat voi ty 16
cao O gidng lta LA 1a yéu td lién quan dén kha nang it nhlem bénh bac 14 cia
gidng laa nay, trong khi Xanthomonas c6 mat ¢ cac méu bénh cua gidng lua
TB 1a yéu t6 lién quan dén tinh min cam cua cac gidng nay dbi voi bénh bac
14. Acholeplasma c6 mit véi ty 1¢ cao trong than va 14 cta gidng laa LA c6 thé
da can trd su xam nhap cta Xanthomonas va/hodc canh tranh khong gian sinh
truong voi Xanthomonas. Gia thiét nay dugce dé xuat giai thich cho kha ning
chéng chiu bénh bac 14 cua giéng lua LA.

3.2. NGHIEN CUU UNG DUNG VI KHUAN NOI SINH TRONG
PHONG TRU BENH BAC LA

3.2.1. Phén lap chiing vi khuin ndi sinh va danh gia cac dic tinh sinh hoc
3.2.1.1. Phén Idp chiing vi khudn ni sinh va ddnh gid hoat tinh khding Xoo

Téng cong co 394 chung tng vién VKNS dugc phan 1ap, trong do 189
chiing dwoc phan 13p tir r& (chiém 48%), 111 chiing tir than (28,2%), 84 chiing
tr1a (23,3%).

Sau khi sang loc hoat tinh khang Xoo thu dugc 2 chiung gilt hoat tinh
khang Xoo 6n dinh sau 2 lan khéo sat 1ap lai 1a VY03 va VY148 véi vong tc
ché 1an luot 14 15 mm + 0,5 mm va 28 mm + 0,5 mm.

Chiing VY03 va VY148 dugc phan lap twong tng tir ré va than da khir
tring bé mit cia cdy lta khoe manh gidng TB, thu thap trong cling rudng cé
cay nhiém bénh bac 14. Trén méi truong TSA, ching VY03 c6 khuén lac hinh
dang khong xac dinh, mép khong déu, 10i cao hinh vanh khan, nhﬁy, bé mat
nham, mau tréng duc. Té bao cua chung hinh tryc khuén c6 kich thude tir 2,2 -
6,8 x 0,47 - 0,78 um, Gram duong. Chung VY148 co khuén lac hinh tron,
mép déu, phang, bé mit bong, mau vang nhat, dudng kinh 1,6 - 2 mm. Té bao
cua chung hinh tryc khuén ngén, kich thuée 1,5 - 1,7 x 0,5 - 0,6 pm, Gram
am.
3.2.1.2. Dinh danh hai chiing VY03 va VY148

Chung dugc dinh danh 1a B. velezensis VY03 dya trén phan tich so sanh
trinh tu gen 16S rDNA va rpoB . Trinh tu gen 16S rDNA va rpoB cua ching
VY03 da dugc giri vao GenBank dudi cac sb hidu MT256303 va MW863332.
Ching VY148 dugc dinh danh 1a P. ananatis VY148, ma GenBank
MT256304.

3.2.1.3. Pdnh gid khd ning xdm nhdp vé liia ciia hai chiing VY03 va VY148
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Ching VY03 ¢6 kha ning xdm nhép ré tdt, thé hién qua kha ning sinh
truong noi sinh cao, dat mirc 9,9x10° CFU/gam ré tuoi. Chiing VY03 ciing c6
kha ning sinh truong biéu sinh kha tot, dat mirc 4,9x10° CFU/gam ré tuoi.
Nguoc lai, chung VY148 chi biéu hién 15i song biéu sinh véi mat do té bao
trén bé mit ré cao, dat 1,3x107 CFU/g ré, khong phat hién dugc té bao noi
sinh.

3.2.1.4. Ddnh gid danh hwéng ciia cdc diéu kign nuéi cdy dén sinh truong va
hoat tinh khang Xoo ciia hai chiing VY03 va VY148

Nhiét d6 phi hop cho sinh truong va hoat tinh d6i khang Xoo ciia
chung VY03 la 30 — 37°C, cta chung VY148 la 25 — 37°C. pH phu hop cho
sinh truong t6t va hoat tinh ddi khang Xoo ciia hai ching 1a pH 7. Hai ching
sinh trudng t6t va c6 hoat tinh khang Xoo cao nhét & nf)ng d6 mudi 5 - 15 g/L.
Ngudn carbon thich hop véi chung VY03 la glucose, ngudn nito thich hop 1a
peptone, casein, cao thit va cao nam men. Nguon carbon thich hop véi ching
VY148 la glucose, glycerol va ri dudng, nguon nito thich hgp la cao thit va
cao nim men.

3.2.2. Phin tich hé gen cua hai chiing VY03 va VY148

Chung Bacillus velezensis VY03 c6 nhiém sic thé dang vong co chiéu
dai 3.942.273 bp v6i ham lugng GC 1a 46,7%. Toan bd hé gen dugc du doan
chtra 3.714 trinh ty ma hoa protein (protein - coding sequence CDS), 86 tRNA
va 27 rRNA. Tong cong 1.686 chirc ning gen dugc mod ta dwa trén cong cu
Rapid Annotation Subsystem Technology (RAST), bao gom cac chirc ning
sinh hoc chlnh ctia vi khuén, véi cac chirc nang uu thé bao gém axit amin va
cac dan xuat (299), carbohydrate (219) va chuyén hoa protein (210).

Hé gen chiing B. velezensis VY03 chira 12 cum gen lién quan dén qua
trinh sinh tong hop céc hop chét khang khuan bao gom: ba cum ma hoéa cho
ba hop chét non-ribosomal peptide (NRPS) (fengycin, bacillibactin va
bacilysin) va ba cum ma héa cho ba hop chat polyketide (PKS) (macrolactin,
bacillaene va difficidin) twong dong 100% véi cac cum gen di bao cdo & cac
chung B. velezensis khac. Ngoai ra, h¢ gen chung VY03 ciing chtra cum gen
sinh tong hop surfactin (82%), butirosin (7%) va kijanimicin (4%). Cac gen
lién quan dén kha ning xam chiém noi sinh nhu gen epsBCD, cum gen flg,
cac locus ma héa cic enzyme phan hity thanh té bao thuc vat pela, pelBl,
galETK, xylA, cac gen kiém soat qua trinh tong hop sinh hoc cac hop chit
kich thich tiang truéng thuc vat va/hodc kha niang mién dich cua thuc vat nhu
trpABCDER, prid, alsDSR va bdhA da dugc phat hién trong hé gen ctia chung
VYO03.
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Hé gen cia chung P. ananatis VY148 bao gom nhiém sic thé dang
vong voi chidu dai 4.465.754 bp va mot plasmid dai 302.727 bp. Phén tich sau
hon du doan h¢ gen chura trinh ty DNA ma hoa cho 4.248 gen, 77 gen tRNA
va 22 gen rRNA. DNA h¢ gen c6 ham lugng GC trung binh cao hon 1a 53,6%.
S6 luong cac gen & mdi nhom chire ning cao hon so véi chung VY03.

Hé gen ching VY148 chita cum gen ma hod cho cic hop chat khang
khuan siderophore desferrioxamine E (twong dong 100%) va aerobactin
(twong ddng 77%), luminmycin/glidobactin  A/cepafungin  (15%) va
lankacidin C (13%). H¢ gen ctia chung VY148 ciing chira cac gen lién quan
dén cau truc roi bao gdm f1i, flh, flg, motA/motB, gen lién quan dén qua trinh
di hoa carbohydrate nhu galEKT, xylAB va xynA. Cac protein lién quan dén
hoa hudéng dong nhu CheAVW da dugc xac dinh trong hé¢ protein 15i cua
chung P. ananatis VY 148.

Hé gen cua cac ching VKNS dugc ky gui tai GenBank v6i ma sO
BioProject PRINA719969. Ma s6 trinh ty hé gen chung B. velezensis VY03
va cua chung P. ananatis VY 148 lan lugt 1a CP072843 va CP0860009.

3.2.3. Danh gia hiéu qua phong trir bénh bac 14 cia hai ching VY03 va
VY148

3.2.3.1. Danh gia hiéu qud phong trir bénh bac la ciia hai chiing VY03 va
VY148 ¢ diéu ki¢n nha lwoi

Nhom ddi chimg khong xir 1y dich huyén phu té bao VKNS c6 cac triéu
chimg bac 14 rd rét v6i chi s6 bénh 1a 40,47 + 0,82% va ty 18 bénh cao 13 76,67
+ 5,78%. Nhom duge xir 1y bang VY03 cho thdy chi s bénh giam manh con
33,04 £ 3,72%, tuy nhién, hi€u lyc phong trir kha thép & muc 20,71 + 2,03%.
Céac mau lta duoc xr Iy bang té bao VY148 dat dwgc mirc do kiém soat bénh
manh hon, chi ) bénh giam con 27,38 £ 2,73%, voi ty 1¢ bénh 1a 50% va hi€u
luc phong trur 1a 34,52 + 5,15%.

Dich nuéi ciy khong c6 té bao cua ching VY03 di lam giam chi sb
bénh xubng con 15,39 + 3,24%, dat hiéu lyc phong trir 1a 43,45 + 6,27%. Ddi
v6i ching VY148, chi sé bénh rat thip chi ¢ mirc 6,03 + 2,19% va hiéu luc
phong trir cao 1a 62,69 + 7,56% da dugc ghi nhén, thdm chi cao hon dang ké
so voi xtr 1y bang thudc hoéa hoc Starner, c6 hiéu luc phong trir 13 40,48 +
5,15%.

Chung VY148 sinh siderophore va mang cac cum gen lién quan dén
sinh tong hgp aerobactin, cd thé c6 lién quan dén kha ning doi khang Xoo.
Ching VY03 mang rat nhiéu gen/cum gen lién quan dén sinh tong hop céac
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chit khing khuin (nhu fengycin, bacillibactin, bacilysin, macrolactin,
bacillaene va difficidin). Bén canh Xoo, ching VY03 ciing {rc ché sy phat
trién ciia cic tic nhan gdy bénh quan trong khac trong néng nghiép nhu
Ralstonia  solanacearum,  Alternaria  alternata va  Colletotrichum
gloeosporioides.

Chung VY03 chira cac gen mé hoa cho enzyme PCWDE nhu pectin
lyase, phan hiy galactose va xylose trong hé gen, c6 kha nang ndi sinh tot,
trong khi biéu sinh ¢ muc thip c6 thé khong phai 1a d6i thu canh tranh tryc
tiép ctia Xoo vé khong gian sinh truong. Ching VY148 duoc phan 1ap tir mau
than da khir tring bé mit ciia cay laa va phat trién hoan toan biéu sinh, 1a ddi
tugng chia s¢ khong gian sinh trudng va canh tranh truc tiép voi Xoo. Do vy,
chung biéu sinh VY148 c6 hiéu qua bao vé cao hon VY03 chdng lai Xoo
nhiém bénh trén 14 l0a theo ca hai co ché (i) sinh hoat chat khang khuan va (ii)
canh tranh vé khong gian sinh truéng. Uu thé ctia ching VY03 so véi ching
VY148 co thé 1a kha ning xAm nhap vao 1& cao, sinh cac chéat khang khuan va
khang nam pho rong va sinh truéng ndi sinh, dong hanh va bao vé cay lia
trong sudt qua trinh sinh truéng.

3.2.3.2. Danh gia hiéu qud phong trir bénh bac la lia cia chiing VY03 ¢
diéu kién dong rupng

Két qua diéu tra mtrc d6 nhiém bénh bac 14 trong giai doan cay lua lam
dong dén trd (70 - 75 ngay tudi) cho thay bénh bac 14 xuat hién & tat ca cac
rudng thi nghiém véi ty 1¢ bénh ting dan qua cac ky diéu tra (Bang 3.11). Sau
khi xac dinh sy gia ting ctia bénh bac 14 trong cac rudng thi nghiém, dich nuoi
cay (khong loai té bao) ctia ching VY03 dugc phun & rudng thi nghiém (cong
thirc thi nghiém, CTTN) va so sanh v6i d6i chimg 1a ruéng khong xir Iy bénh
(d6i ching am, PC (-)) va rudng cia cic hd dan xung quanh phun thudc
Kasumin 2SL (d6i chiing kiém soat, DCks).

Két qua cho thay xir Iy bang ching VY03 lam giam ty 1¢ bénh va chi s6
bé&nh mot cach 1o rét, & mirc twong duong voi thudc hoa hoc Kasumin 2SL
(Bang 3.11). O thoi diém 21 ngay sau xir Iy véi VKNS, ruéng dugc phun dich
nudi cdy ching VY03 (CTTN) c6 ty 1 bénh va chi sb bénh cao twong dwong
v6i rudng phun thude Kasumin 2SL. Rudng dbi chimg co ty 16 bénh va chi sb
bénh tiép tuc ting nhanh qua cic ky diéu tra va dat cao nhét ¢ giai doan nay.
Hiéu lyc phong trir bénh bac 14 ¢ ruong xu ly bﬁng chung vi khuén VY03 va
ruéng phun thudc Kasumin 2SL twong duong nhau & thoi diém ngay 14 - 28
ngay, tuong ung dat muc 74,31 - 84,21% va 79,05 - 87,88%. Hi¢u qua kiém
soat bénh cao hon so véi thi nghiém trong diéu kién nha ludi, phan anh tac
dung cuia viéc xir Iy dat ma bang ching VY03.
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Bing 3.11. Muc d6 nhiém bénh & cic cong thic thi nghiém
CTTN (%) PCxs (%) PC(-) (%)
TLB CSB TLB CSB TLB CSB

0 ]19,83%4,86(9,21+2,01 |20,05+3,83| 9,38+0,82 | 21,24+5,36 |10,16+4,26
7 24,5343,51|10,34+1,42|25,6242,91|11,07+1,82| 48,72+7,90 (26,25+2,28
14 |17,2745,79| 9,35+2,48 |14,23+4,38| 7,71+3,42 | 68,63+£9,71 (37,21£1,42
21 |12,9644,82| 6,63£3,72 |10,4546,20| 4,12+0,80 | 67,35+8,80 |44,75+3,70
28 19,3843,16 | 6,59£1,24 | 7,07+4,69 | 4,96+2,06 |60,11+13,69]42,22+2,08

Ngay

Phan tich phuong sai hai chiéu (two-way ANOVA) cho thiy thoi gian
1a yéu t6 anh hudng chinh dén hiéu qua phong trir bénh bac 14, ty 1¢ bién thién
dat 69,57-79,81%. Ca CTTN va DCks déu dat hi¢u qua cao nhat sau 28 ngay,
v6i hiéu Iyc twong duong nhau va khong c6 khac biét thong ké dang ké giira
cac cong thirc.

S6 bong/m? ciia CTTN trong khoang 267 - 291, s6 hat chic/bong giao
dong tir 117 - 122 hat, cao hon BC (-) (mtc sai khac c6 y nghia). Khdi lwong
1000 hat trong CTTN ciing cao hon PC (-) (mtrc sai khac c¢6 y nghia). Nang
sut 1y thuyét (NSLT) ctia CTTN va DCxs dat twong tng 64,7 va 70,4 ta/ha,
cao hon cong thirc BC (-) 12 va 13% (so sénh c6 y nghia) (Bang 3.12).

Bing 3.12. Yéu t6 cdu thanh ning suit va ning suit lGa cta thi nghiém.

Cong | pome | SOhat | MI000 Nl\;ilg“T “’*‘gﬂg NSTT
thire chac/bong hat (g) suit (%) (ta/ha)
CTIN | 2856 11025 2056 | 647" 12 59,2
PCxs | 2898 | 118.12° | 2058 | 704" 13 62,3
bC 268,8 104,22 1925 | 539 - 48,6

Tdong hop cac két qua phan tich trong thir nghiém dong rudng cho thay
ching VY03 ¢ anh huong tich cuc téi su phat trién ciia cdy lua, gdm (i) kiém
soat bénh bac 14 va (ii) ting ning suat lua. Viéc xur 1y hat gidng bang VY03
trong qua trinh gieo ma rat thuan tién va hoan toan tich hop véi cac quy trinh
san xuat cdy con, khong co gi6i han vé thoi gian phun nhu thuc hoa hoc.
Viéc ng dung VY03 nhu mdt probiotic, mdt tac nhan sinh hoc phu hop véi
xu hudng canh tac lta hitu co va giam thiéu sir dung hoa chat trong nong
nghiép, gop phan bao vé moi trudng va sirc khoe con ngudi.
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KET LUAN

1. Két qua phan tich so sanh hé VKNS cuia hai giéng laa Bic thom 7 (TB) va
IR4625 (LA) bang cong cu metagenomics cho thay:

- HE VKNS cua glong laa LA phong pht va dong déu hon so véi gidng loa
TB. Hé VKNS ré khéc biét so voi h¢ VKNS ciia 1/than & ca hai giéng
la.

- Su x4m nhép ciia tic nhan gay bénh bac 14 Xoo & mau lua bénh gidng TB
khong dan dén thiét 1ap mot hé VKNS gay bénh dic trung (pathobiome),
ngoai trir lam giam tinh da dang ciia h¢ VKNS.

- Chi Acholeplasma c6 mit véi ty 1¢ cao & gidng laa LA (tap trung & than
va 1) 1a khac bi¢t 1on nhat so voi giong lia TB, do vy dugc dé xuat la co
vai tro doi véi kha nang bénh bac 14 cia giong lua LA.

2. Chung Bacillus velezensis VY03 (ma VTCC 60016) va Pantoea ananatis
VY148 (md VTCC 60020) dugc phan 1ap thuan khiét tvong tng tir 1& va
than da khir trung bé mit cua cay lua TB khoe manh c6 hoat tinh dbi khang
Xoo cao, sinh truong t6t ¢ didu kién wa 4m va sir dung cac ngudn carbon
va nito thong thuong. Ching VY03 sinh trudng ndi sinh t6t hon biéu sinh,
trong khi ching VY 148 chi sinh truéng biéu sinh.

- Hé gen cua hai ching chira nhiéu gen lién quan dén kha ning sinh tong
hop cac hoat chat khang khuan, kha nang di dong va kich thich sinh truong
thuc vat. Ching VY03 chtra cac cum gen ma hoa cho cac enzyme phéan
huy thanh té bao thuc vat, trong khi ching VY148 khéng chira cac gen
tuong tu.

3. Pénh gia ¢ diéu kién phong thi nghiém, nha ludi va dong rudng cho thiy:

- Dich nuéi khong chtra té bao cua hai chung VY03 va VY148 c6 hiéu qua
phong trir tét d6i v6i bénh bac 14, trong d6 chung VY148 c¢6 hiéu qua
phong trir cao hon (62,69 + 7,56%) so véi chung VY03 (43,45 + 6,27%).
Té bao cta ching VY03 va VY148 thé hién tinh d6i khang véi vi khuan
gdy bénh thong qua co ché sinh chit khang khuan va canh tranh vé khong
gian sinh trudéng.

- O diéu kién déng rudng, viéc xu Iy dich nudi chung VKNS VY03 ¢ giai
doan gieo ma va phun bd sung khi c6 triéu ching bénh bac 14 giup dat
hiéu qua phong trir cao twong duong véi xir Iy bang thude Kasumin 2SL,
dat mirc 74,31 - 84,21%. Nang suat 1y thuyét cia cong thic xtr 1y véi
chung VY03 cao hon cong thirc dbi chimg 12%.
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HUONG NGHIEN CU'U TIEP THEO
Mot s6 hudng nghién ciru tiép theo can thyc hién nhu sau:

- Nghién ctru 1am sang to vai tro ctia Acholeplasma dbi véi kha nang chong
chiu bénh bac 14 ctia giéng lua LA.

- Xac dinh hoat chat sinh hoc khang Xoo ctia hai chung Bacillus velezensis
VY03 va Pantoea ananatis VY 148.
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