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I. Thong tin chung vé dé tai:

1. Tén @é tai: Nghién ctru tuyén chon vi sinh vét ndi sinh ¢6 kha ning tong hop
chit diéu hoa sinh trwéng 1AA (indole-3-acetic acid), GAs (Gibberelic acid) va buéc
diu danh gia thir nghiém trén cay lan gia hac (Dendrobium spp.).

2. Muc tiéu dé tai: Nghién ciru tuyén chon vi sinh vat ndi sinh c6 kha nang tong hop
chét diéu hoa sinh trudng nhu IAA (indole — 3 — acetic acid), GAs (Gibberelic acid) dé
hd trg dinh dudng cho cdy phong lan nham han ché sit dung ngudn phan bon va chat

kich thich sinh trudng c6 ngudn gdc tong hop hoa hoc gop phan bao vé moi trudng.
3. Chii nhi¢m dé tai: Truong Thi Yén Nhi
4. Gido vién hwong dan: ThS. Nguyén Thi Bich Lién
5. Tong kinh phi thwe hién: 5.000.000 VND (Bang chir: nim triéu dong).
6. Thoi gian thuc hién:
Bit dau: thang 11 nam 2021
Két thuc: thang 05 nim 2022

7. Danh sdch thanh vién chinh thuc hién dé tai néu trén gom:

STT Ho va tén Mai s6 SV Lép/ Khoa
1 | Truong Thi Yén Nhi 1911319 CSK 43 — Khoa Sinh hoc
2 | Nguyén Pinh Gia Hy 1812600 CSK 42 — Khoa Sinh hoc
3 | Nguyén Kha Nhu 2015576 SHK44CLC — Khoa Sinh hoc
4 | L& Thi Hai Yén 2012340 SHK44CLC — Khoa Sinh hoc




I1. N§i dung tw danh gia vé két qua thuc hién dé tai:

1. Vé san pham khoa hoc

1.1. Danh muc san phdam da hoan thanh

. S6 lwong Khéi lwong Chat lwong
STT Ten,san Xuat Khong | Xuat Khong | Xuat Khong
pham , | Pat , Pat .| Dat
sac dat sac dat sac dat
Chung
. giong vi ) . )
sinh vat noi
sinh
Ché pham vi
2 | sinh vat noi X X X
sinh
Bao céao két
qua danh gia
su anh
huéng cua
3 c-éc chﬁng’vi y y y
sinh vat den
sinh truéng
Cua cay
phong lan
con.
Minh chung:
- Ché pham vi sinh vat noi sinh (dang bot, dang vién nén).
- Cay phong lan Gia hac dugc trong trén gia thé.
1.2. Danh myuc san pham khoa hoc duw kién iing dung, chuyén giao (néu cé):
STT | Tén san pham Thoi gian duw | Co quan du kién | Ghi chii
kién wng dung | wng dung
Ché pham vi sinh hd trg | Thang 7 nam | Khoa Sinh hoc —
1 | sinh trudng va phat trién | 2022 Truong Dai hoc
Cua cay phong lan ba Lat




1.3.Danh muc san pham khoa hoc da dieoc iing dung (néu cd):

STT Tén san pham Thoi gian wng | Tén co quan &wng | Ghi chu
dung dung

2. Vé nhitng déng gép méi cua dé tai:

Nghién ctru tuyén chon vi sinh vat néi sinh c6 kha ning téng hop chét diéu hoa
sinh trudng nhu IAA (indole — 3 — acetic acid), GAs (Gibberelic acid) dé hd trg dinh
dudng cho cay phong lan nham han ché sir dung nguén phan bon va chat kich thich sinh
trudng co ngudn goc tong hop hoéa hoc gop phan bao vé méi trudng.

3. Vé hiéu qud ciia dé tai:

3.1. Hiéu qud kinh té

B6 chung gidng vi sinh vat ndi sinh ré ciy phong lan khi duoc ¢ng dung thyc tién
s& giup ting ty 1& séng cua cay phong lan con khi ra gia thé tir ciy mé, thuc day cdy con
phat trién nhanh chéng ma khong can st dung t6i nhitg phan tan cham, phan héa hoc.
Tir @6, giam str dung phan bon va thubc bao vé thuc vat ciing nhu giam chi phi dau tu,
nang cao hiéu qua kinh té cho ngudi nong dan. San pham cua dé tai 1a ché pham vi sinh
vat noi sinh ré cay phong lan duoc san xuat dudi dang vién nén tan hoan toan trong
nude, co gia thanh san xuat thap, dé tiép can va (ng dung cho tat ca cac hé thong tudi
hién nay, tir d6 tiét kiém chi phi va nhan cong cham soc, nudi trong ciy phong lan.

3.2. Hiéu qud xa hoi

San pham cua dé tai la giéng vi sinh vat noi sinh phong lan c¢6 kha ning sinh tong
hop IAA va GAs giup tang ty | séng, thiic ddy cdy phat trién tot va giam sir dung cac
loai phan bon, thudc bao vé thuc vat, tir d6 giam thiéu 6 nhidm moi trudng va cai thién
moi trudng sinh thai hién nay. Bén canh d6, ché pham vi sinh duoc san xuit dudi dang
vién nén tan hoan toan trong nudc, c6 kha nang ung dung cao ciing nhu an toan vdi
nguoi sur dung.

I11. Tw danh gia, xép loai két qua thuc hién dé tai
1. Vé tién aé thuc hién: (d@inh ddu v vdo 6 twong vmg):

- Nép ho so diing han v



- Nép chdm tir trén 30 ngay dén 06 thang

- Nép ho so chdm trén 06 thdng

2. Vé két qud thuc hiégn dé tai:

- Xudt sdac

- Dat v

- Khong dat

Giai thich 1y do:
- Pé tai da thuc hién dung 02 ndi dung da dang ky trong thuyét minh dé tai va dap

ung dugc muc tiéu cua dé tai.

Cam doan ndi dung cua Bao cao la trung thuc; Chu nhiém va cac thanh vién tham
gia thyc hién dé tai khong st dung két qua nghién ctu ciia ngudi khéc trai véi quy dinh

cua phap luat.

CHU NHIEM PE TAI CHU TICH HP NGHIEM THU

Pt 1/ 2 6£ ( o

Trwong Thi Yén Nhi



LOI CAM DOAN

Chung t61 xin cam doan nghién ctru nay 1a do chung t6i thuc hién tai Phong thi
nghiém Cong ngh¢ Vi sinh, truong Pai hoc Pa Lat. Nhiitng hinh anh, két qua, sb liéu

chua duogc cong bd trén bat ky tai liéu nao.

Chung t61 xin chiu trach nhi€ém vai 161 cam doan nay.

Da Lat, ngay 24 thang 05 nam 2022

Nhom nghién ctru

(,--I/ﬂf;ﬂ,[.- E—

Truong Thi Yén Nhi



LOI CAM ON
Chung t6i xin gri 101 cam on sau sic dén thiy Nguyén Khoa Truéng c6 Nguyén Thi

Bich Lién, anh Phan Trung Truc, chi Lé Thi H6ng va chi Mai Thi My My Lanh, nhiing
ngudi da ddng hanh, hd trg va giup d& chung t6i trong qua hoc tap, nghién ctru, dic biét
trong thoi gian chiing t6i thuc hién dé tai nghién ctiru khoa hoc “Nghién citu tuyén chon
vi sinh vt ngi sinh c6 kha nang tong hop chat diéu hoa sinh truéng |AA (indole-3-acetic
acid), GAs (Gibberelic acid) va budc dau danh gia thir nghiém trén cdy lan gid hac
(Dendrobium spp.) .

Chung t6i cling xin cam on tit ca cac thay cb 1a giang vién Truong Pai hoc Pa
Lat, 12 nhitng nguoi da tan tinh gitp d5, tao diéu kién dé sinh vién c6 thé thuc hién cac
dé tai nghién ctru ciia minh.

Céam on gia dinh, cac anh chi, ban be da ung hg, dong vién va gitip d& ching to1
trong qué trinh nghién ctru dé tai.

Trong qué trinh nghién ciru chung t6i khong thé tranh khoi nhiing thiéu sot. Vi
vay chiing t6i rat mong nhan duoc su gbp ¥ cua quy thdy co va nhitng dinh huéng phat

trién dé tai. Xin chan thanh cam on.

Nhom nghién ciru
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CFU:

GAs:

IAA:

MRS:

NA:

NT1:

NT2:

NT3:

NT4:

OD:

TCVN:

DANH MUC CHU VIET TAT

Colony forming unit
Gibberelic acid
Indole-3-acetic acid

De Man, Rogosa and Sharpe
Nutrient Agar

Nghiém thtc 1

Nghiém thtrc 2

Nghiém thic 3

Nghiém thuc 4

Do duc cua dich 1én men

Tiéu chuan Viét Nam



Mdu 1. Théng tin két qud nghién cieu Ciia dé tai
BO GIAO DUC VA PAO TAO

TRUONG PAI HOC PA LAT

THONG TIN KET QUA NGHIEN CUU CUA PE TAI

1. Thong tin chung:

- Tén dé tai: Nghién ctru tuyén chon vi sinh vat ndi sinh c6 kha niang tong hop chat diéu
hoa sinh truong IAA (indole — 3 — acetic acid), GAs (gibberelic acid) va budc dau danh
gia thir nghiém trén cay lan Gia Hac (Dendrobium spp.).

- Sinh vién thuc hién: Truong Thi Yén Nhi

- Lop: CSK43 Khoa: Sinh hoc Nam tht: 3 S6 nim dao tao: 4 nim

- Nguoi huéng dan: ThS. Nguyén Thi Bich Lién

2. Muc tiéu deé tai:

Muc tiéu chung: Nghién ctru tuyén chon vi sinh vat noi sinh c6 kha ning tong
hop chat diéu hoa sinh truéng nhu IAA (indole — 3 — acetic acid), GAs (Gibberelic acid)
dé hd trg dinh dudng cho cay phong lan nham han ché sir dung nguén phan bon va chat
kich thich sinh trudong c6 ngudn goc tong hop hoa hoc gop phan bao vé mai truong.
3. V& nhirng déng gép méi caa dé tai:

Nghién ctru tuyén chon vi sinh vat néi sinh c6 kha nang tong hop chét diéu hoa
sinh truéng nhu IAA (indole — 3 — acetic acid), GAs (Gibberelic acid) dé hd tro dinh
dudng cho cay phong lan nham han ché sir dung ngudn phan bon va chat kich thich sinh
truong co ngudn goc téng hop hoéa hoc gop phan bao vé méi trudng.

4. Két qua nghién ciru:

1. Ttr 20 mau ré phong lan duge thu thap tai khoa Sinh hoc da phan 13p dugc 10
chung vi khuén noi sinh duoc ky hi¢u tur PLO1 dén PL10.



2. Chung vi khuan PL04 c6 kha ning sinh tong hop IAA cao voi ham luong dat
107,14 pg/mL sau 5 ngay nudi cdy. Chung vi khuidn PL09 c6 kha ning sinh tong hop
GAs cao nhét trong cac ching vi khuan noi sinh da phan lap 1a 0.3428 mg/mL.

3. biéu kién thich hop dé nhan sinh khéi chung vi khuan PL04 c6 kha ning sinh
tong hop IAA 1a méi truong I3, pH 7,5 va nhiét d6 37°C trong vong 36 gio. Piéu kién
thich hop dé nhan sinh khéi chung vi khuin PLO09 ¢ kha ning sinh tong hop GAs 1a méi
truong G3, pH 7,5 va nhi¢t ¢ 37°C trong vong 36 gio.

4. Sir dung dong thoi hai ching vi khuan c6 kha nang sinh tong hop chét diéu hoa
sinh truong IAA va GAs thi c6 tac dung ting ty 18 song, thuc day phat trién chiéu cao va

cai thién tinh trang 14 cua cay phong lan con.
5. Péng gép vé mit kinh té -xa hoi va kha ning ap dung cia dé tai:

5.1. Hiéu qud kinh té

Bo6 chung gidng vi sinh vat noi sinh ré cay phong lan khi duoc &ng dung thuc tién
s& giup ting ty 1& séng cua ciy phong lan con khi ra gia thé tir ciy mé, thuc day cdy con
phat trién nhanh chong ma khong can sir dung téi nhitng phan tan cham, phan héa hoc.
Tir @6, giam str dung phan bon va thudc bao vé thuc vat ciing nhu giam chi phi dau tu,
nang cao hiéu qua kinh té cho ngudi nong dan. San pham cua dé tai 1a ché pham vi sinh
vat noi sinh ré cay phong lan duoc san xuat dudi dang vién nén tan hoan toan trong
nude, co gia thanh san xuat thap, d& tiép can va tng dung cho tat ca cac hé thong tudi
hién nay, tir 6 tiét kiém chi phi va nhan céng chim séc, nudi trong cdy phong lan.

5.2. Hi¢u qua xa hoi

San pham cuia dé tai la giéng vi sinh vat noi sinh phong lan c6 kha ning sinh tong
hop IAA va GAs giup tang ty | séng, thiic ddy cdy phat trién tot va giam sir dung cac
loai phan bon, thudc bao vé thuc vat, tir d6 giam thiéu 6 nhidm moi trudng va cai thién
moi trudng sinh thai hién nay. Bén canh d6, ché pham vi sinh duoc san xuat dudi dang
vién nén tan hoan toan trong nudc, c6 kha nang ing dung cao cling nhu an toan vai

nguoi su dung.

6. Cong bd khoa hoc ciia sinh vién tir két qua nghién ciru cia dé tai (ghi 16 tén tap
chi néu ¢6) hoac nhan xét, danh gia cia co s& di ap dung cac két qua nghién ctru (néu

co).

Vi



Ngay 24 thang 5 nam 2022
Sinh vién chju trach nhiém chinh
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MO DAU

Trong thé giGi cac loai hoa, hoa lan 1 mot trong nhitng loai hoa dep nhat, dugc
coi 1a tinh khiét, vuwong gia va cao sang. Bén canh d6, hoa lan con ¢6 cac dic diém ma
nhiéu loai hoa khac khong c6 dugc nhu huong thom, su da dang va lau tan do d6 hoa
lan c6 gia tri rt cao vé mit thim my va kinh té. Cing béi vi 1& d6 ma gia cua hoa lan
trung binh dao dong tir 10 — 15 d6 la/cay nhung ciing c6 nhitng cay dat dén gia khoang
400 d6 la/cay va ca biét hon 1a dén vai nghin d6 la/cay (Pao Thanh Van, 2008). Vi nim
tré lai day, phong trao nudi trong hoa lan phat trién séi dong va da gitp cho nhiéu gia
dinh vuon 1én lam giau chinh dang. Tuy hoa lan c6 gia tri kinh té cao dén thé nhung viéc
cham soc va nudi trong cdy phong lan hién nay gip nhiéu khé khin, ton nhiéu thoi gian
va cong stic ctia ngudi trong. Dé chiam soc, ngudi trong phai str dung cac loai thude bao
vé thuc vat, phan nd va phan tan cham..., nhiing loai san pham c6 ngudn gbc tir cac
thanh phan hoa hoc, din dén viéc gdy anh huong rat nhiéu dén chat luong ciy, hoa va
mMOi truong sinh thai.

H¢ vi sinh vat ndi sinh cdy phong lan tir 1au da dugc nghién ctru va chimng minh
c6 tac dung cai thién, hd tro va kich thich sinh trudng manh mé cho cac loai hoa lan.
Céac chung vi sinh vat ndi sinh trén ré cdy phong lan d3 dugc chimg minh 13 ¢6 tac dung
tong hop cac chat diéu hoa sinh trudng gitp ciy ra ré va phat trién manh mé trong diéu
kién tu nhién khac nghiét (Alibrandi et al., 2020). Bén canh do, cac chung vi sinh vat
no1 sinh con c6 kha nang bao v¢ cay tranh mot sb tac nhan gay bénh. Hon thé nita, viéc
mg dung cac chung vi sinh vat vao canh tac, san xuat nong nghiép 1a huéng di bén
vitng, giam thiéu chi phi va tic dong cua phan bon hoa hoc, cac chét bao vé thuc vat dén
ciy trong, san pham ndéng nghiép va bao vé mdi trudng sinh thai. Co thé thay cac nghién
ctru vé cac nhom vi sinh vat ndi sinh noi chung, vi sinh vat ndi sinh ¢ cay ho Lan noi
riéng, 12 mot trong nhirng huéng di dang duogc quan tam, tuy nhién van chua c6 nghién
ctru ndo vé cac nhém vi sinh vat ndi sinh trén cay lan tai Viét Nam. Déng thoi, trong
qua trinh nudi trdng va cham séc cdy lan cac nha vuon tai Viét Nam da sé déu sir dung
phan héa hoc, phan tan cham, thudc bao vé thuc vat. Diéu nay anh hudng 16n dén chét
lwong hoa, cay va anh hudng xau cho hé sinh thai néng nghiép ciing nhu 14 méi truong

song xung quanh. Thém vao d6, trén thi truong hién dang luu hanh mot sé san pham
1



chia céc chét c6 kha niang diéu hoa sinh truong ciy hoa lan nhu Atonik 1, ProGibb 10
SP, Dekamon 22.43L kich thich ra hoa ra hoa nhu Asco Gold, HVP, ché phém AT,...
nhung van chua c6 mot loai ché phém nao duogc tao ra tir cac vi sinh vat ndi sinh trong

1é cay hoa lan dugc Ung dung luu hanh thi truong.

Vi vy, nham dép (mg nhu cau phat trién ciia ndng nghiép bén viing trong twong
lai, nghién ctru “Nghién ciru tuyén chon vi sinh vit ndi sinh cé khd néing tong hop
chit diéu hoa sinh truéng IAA (indole — 3 — acetic acid), GAs (Gibberelic acid) va
buwéc dau danh gid thir nghiém trén cdy lan Gid Hac (Dendrobium spp.)” 1a mot
nghién ctru mang tinh mgi mé, tién phong, sang tao va budc dau diat nén mong cho cac

nghién curu tiép theo vé vi sinh vat ndi sinh trén cay hoa lan.
Noi dung nghién ciru

1. Phan lap, tuyén chon mot s6 chung vi sinh vat ndi sinh, c6 kha nang sinh téng
hop IAA va GAs trong ré cAy phong lan.

2. Nghién ctru cac diéu kién 1én men dé xay dung cac budc san xuét thu sinh khéi
vi sinh vat noi sinh.

3. Panh gia sy anh huong cua cac ching vi sinh vat ndi sinh dén sinh trudong, phat

trién cta cay phong lan.



CHUONG I. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Tong quan vé cAy phong lan
1.1.1. Vi tri trong hé théng phan loai thwe vat va phan b

Ho Lan (Orchidaceae), thudc 16p thuc vat mot 1a mam, 13 ho 16n nhat va da dang
nhét trong gidi thuc vat ¢o hoa, chiém 10% sb thuc vét bac cao (Moudi et al., 2013). Ho
Lan c6 1000 chi va hon 25000 loai véi mau séc, kich thude, huong thom va méi trudng
song da dang. Tir phong lan ¢6 ngudn gdc tir tiéng Hy Lap (Orchis) c6 nghia 1a tinh hoan
vi hinh dang ctia cti ré & mot s6 loai thudc chi Orchis. Nhitng cay thudc ho Lan hoac biéu
sinh (trc 1a moc trén céac cay khac) hoac dia sinh (tirc moc trén dét). Hau hét cac loai tu
san xuat thirc an, nhung mot sd séng hoai sinh hodc 13y chat dinh dudng tir nAm cong
sinh (Dodson, 2021). Ho Lan duoc tim thdy & khap noi trén thé gidi, trong moi moi
truong sdng ngoai trir nhitng ving lanh nhit va kho han nhét. N6i chung ho nay rit da
dang trong diéu kién am udt nhu cac ving nhiét déi va c6 nhiéu moi truong séng vi
chung c6 thé phat trién ¢ d6 cao 4200m trén muc nudce bién (Moudi et al., 2013). Tuy
nhién phan b6 chinh cua ho nay la & cac vi d6 nhiét déi, dac biét la Chau My va Bong
Nam A (Tran Hop, 1998).

Chi Lan hoang thao (Dendrobium), c6 tir 800-1400 loai trén thé gidi. Hau hét cac
loai thudc chi nay thich cac viing c6 lwong mua hang nim cao va khong c¢6 mua kho dé
phat trién (Moudi, 2013); ching phan bd cha yéu & cac ving nhiét d6i va can nhiét d6i
ciia Chau A va Chau Pai Duong (Nie et al., 2018). Cac loai thudc chi Dendrobium chit
yéu 1a biéu sinh, moc trong tu nhién trén cic canh va than cay. Tén chi bt ngudn tir tiéng
Hy Lap dendron c6 nghia 1a cay va bios c6 nghia 1a cudc séng. Chiing 1a loai da than
(sympodial), tao ra cac than méi (gia hanh) & gdc cua cac than cii. Cac loai thudc chi
Lan hoang thao 1 mot trong nhiing loai lan pho bién nhat vi gia tri duoc pham va thuong

mai ciia nd trong cac nganh trong hoa trong chau va cat canh (Moudi, 2013).
1.1.2. Tinh hinh canh tc va gia tri kinh té ciia cAy phong lan
1.1.2.1. Tinh hinh canh tdc va gid tri kinh té trén thé gidi

Theo Gido trinh hoa lan ctua Pai hoc Ty Nguyén, gia lan bién dong rat cao trén
thi truong, trung binh 1a 10-15 doéla/cay, nhung cling c6 cac loai quy dat t&i 400 dola/cay,
ca biét c6 loai gia ban t6i vai nghin d6 la (Pao Thanh Van va Pang Thi T6 Nga, 2008).
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Trong sudt mot thap ky qua, Thai Lan van giir viing vi tri qudc gia san xuat va xuat khau
hoa lan 16n nhat thé gi61 voi ) luong 1é€n dén 31,6 triéu cay con. Phat biéu tai hdi thao,
ong Nguyén Vin Puc Tién, Pho giam dbc Trung tim tu van Hd trg nong nghiép, So
Nong nghiép va Phat trién nong thon Thanh phd HO6 Chi Minh, cho biét tinh hinh xuét
khau hoa lan trén thé giéi ting dan tir ndm 2016 (193,4 triéu USD), dén hét nam 2018
gi4 tri xuat khiu dat ngudng cao nhit giai doan (khoang 217,6 triéu USD). Gia tri xuat
khau vé hoa lan hién nay trén thé gii chu yéu tap trung & mot vai qudc gia nhu Ha Lan,
Thai Lan, Dai Loan, Singapore, New Zealand (Nguyén Hién, 2016). Nam 2009, tri gia
lan xuét khau Thai Lan 1a 79,8 triéu USD. Hoa lan Thai Lan xuat khau phﬁn 16n thudc
chi Dendrobium, hon 80% lugng hoa thuéc nhom nay trén thi truong thé gidi cé xuit xir
tir Thai Lan. Dendrobium chiém dén 94,73 % tong s hoa lan cét canh va 51,4 % tong
s6 cdy lan xuét khau ctia Thai Lan. Mic du 12 cudng qudc xuat khau hoa lan, nhung nim
2009 Thai Lan van phai nhap tir 0,9 — 1 triéu USD tong gia tri hoa lan cat canh va lan
ciy dé phuc vu nhu cau tiéu dung trong nuéc. Hién nay Thai Lan c6 khoang hon 1000
loai lan bao gém cac gidng lan thuan va lan lai. O Pai Loan, dién tich trong hoa cdy canh
12 12.481 ha, trong d6 dién tich trong hoa lan 1a 484 ha. O M¥, nhu cau st dung hoa lan
Cattleya va Dendrobium rat 16n. Nam 2007, tong gia tri nhap khau hoa lan gan 144 triéu
USD, tang gan 12% so véi naim 2006 va dimg thir hai so v6i nhiing cdy hoa khac (Hoang
Xuan Lam, 2016).

1.1.2.2. Tinh hinh canh tac va gia tri kinh té tai Viét Nam

Theo s6 liéu thong ké cua Tong cuc Hai quan, kim ngach nhap khau phong lan
cat canh qua dudng chinh ngach cua nudc ta trong thang 02/2007 14 26,515 nghin USD,
giam 20,17% so véi thang 01/2007 nhung van ting 51,76% so véi thang 12/2006. Nam
2010, dién tich san xuét chi dat 190 ha thi dén hét nim 2018 dién tich tr6ng lan da dat
mbc 375 ha. Cung véi su gia ting vé dién tich, quy mo cung tng hoa lan cia TPHCM
cling tang nhanh, tir mtrc 84,5 tri¢u canh ndm 2010 1én 134,5 tri¢u canh vao nam 2018,
gap 1,6 1an. Tir cac nguodn cung ra thi truong thanh phd, hoa lan duge ban cho céac cira
hang hoa (19,5%), cac cho dau mdi (45%), ban di cac tinh (30,5%) va xuat khau (5%)
(Nguyén Hién, 2019). Thi trudng nhap khau lan cit canh chinh cia Viét Nam trong thoi
gian qua 1a Thai Lan v6i gan 95% lugng lan cat canh, chu yéu 1a Dendrobium va

Oncidium.Trong thang 9/2008, kim ngach xuit khau hoa phong lan Viét Nam lai ting



rit manh, tang 218% so voi thang 8/2008, dat 61 nghin USD. Nhat Ban 1a thi truong
xuit khau hoa lan tiém ning cta Viét Nam (Truwong Thi Van Ha, 2015).

Tuy dién tich tréng hoa lan & Viét Nam con ¢ murc hét sic khiém ton, chi chiém
10% dién tich cac loai hoa dang dugc tréng nhung ) luong céc loai lan duogc tréng hién
nay tai Thanh phd H6 Chi Minh va céc tinh 1an cén c6 thé 1én dén 100 loai khac nhau.
Céc loai hoa lan nay c6 thé cho doanh thu tir 500 triéu — 1 ty déng/ha/ndm, cha yéu 1a
hoa cat canh thudc nhém Dendrobium va Mokara, chiém ty 1¢ it hon 14 lan Cattleya va
Oncidium. Bdi voi thi trudng trong nudce, san luong hoa phong lan ciing chua dap tng
dugc nhu cau ciia ngudi tiéu ding. Céac co s san xuat hoa lan ciing chi dap tng dugc 30
— 40% nhu cAu lan cét canh con lai phai nhap tir cdc nudc khac. Theo tinh toan cia Bo
Nong Nghiép va phat trién Nong thon, néu trong hoa lan cat canh, mdi ha dat trong co
thé thu nhap 500 triéu dén 1 ty ddng/nam, cao hon han tréng laa va hoa mau (Truong

Thi Van Ha, 2015).

Hién nay, mdi nim Viét Nam van phai chi hang ty ddng dé nhap phong lan tir cac
nuoc lang giéng cho nhu cau ndi dia. Thi trudong nhap khau lan cét canh chinh cta Viét
Nam trong thoi gian qua 1a Thai Lan v6i gan 90% luong lan cét canh (Dendrobium) va
lan chdu (Cattleya, Oncidium). Nhu vay, vin dé san xuat va kinh doanh hoa lan & Viét

Nam tir trudc dén nay van & dang tiém niang (Hoang Xuan Lam, 2022).
1.1.2.3. Tinh hinh canh tdc va gid tri kinh té tai Lam Pong

Nhitng nim gan day, viéc trong va kinh doanh hoa lan dang né ro trong tinh. San
pham hoa lan Lam Pong di va dang trd thanh 1a mot trong nhom san pham nong nghiép
chu lyc, ¢6 kha niang g dung cong nghé cao, phat trién theo huéng nong nghiép do thi,
mang lai hiéu qua kinh té cao cho nong dan. Hoa lan & Lam Pong hién duoc trong chii
yéu ¢ ba Lat, Buc Trong, Di Linh, Bao Loc, Pon Duong. Trong do, nhiéu nhit & huyén
Ptic Trong véi trén 100 loai va mau sic khac nhau (Thanh Sa, 2020). O Pa Lat mdi nim
nhan gidng lan hang ngan ciy c6 ngudn gdc nhap vé tir khu vuc cac nude chau My, chau

A, ban ra tir 50.000 dong dén 100.000 dong/cay. (Van Viét, 2020).

Dic trung khi hau Da Lat 1 1oi thé dé phat trién, nhan gidng da dang cac loai lan
rimg, trong d6 c6 loai lan gia hac. Pac biét, gidng cay lan gia hac san xuat tai Pa Lat véi
s6 luong dai tra khi dua vé cham séc ¢ nhitng ving dong bang trong ca nudc déu dat

chét luong hoa tuoi dai ngdy, hoa nhiéu canh, thoi gian sinh trudng 14u dai néu cham séc
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dung k¥ thuat. Gia ban tir 100.000 d6ng dén 200.000 dong/cay v6i 2 mau cha dao 1a mau
tim va mau tring (Van Viét, 2020).

1.2. Tong quan vé vi sinh vét ndi sinh thue vat
1.2.1. Vi sinh vat ngi sinh thuc vat

Vi sinh vat ndi sinh séng trong mé cua té bao thuc vat, khong gay hai cho cay chu
ma thudng tao ra cac chét c6 hoat tinh sinh hoc nhu: chat diéu hoa sinh trudng, cac chét
khang sinh, nhom axit pholic... cic hop chat nay di phat huy vai tro cta nd déi voi doi
song cua cay chi, kich thich sinh trudng thuc vat, sinh khang sinh e ché sy phat trién
ciia mam bénh, ting stc dé khang cho cay (Nguyén Thi Thuy Nga, 2015). Vi sinh vat
ndi sinh c6 thé duoc truyén tor cay bd me sang thé hé cay con (hé soi ndm in siu vao
phoi ciia hat cay me) hoic lan truyén trong quan thé cay chu thong qua bao tir vi sinh vat
ndi sinh (Suryanarayana, 2013; Tadych et al., 2014). Céc vi sinh vat n0i1 sinh c6 kha ndng
tang cuong strc dé khang va kha ning song sot clia cdy chii d6i vdi cac loai sau bénh,
V01 cac stress lién quan dén nudc, nhiét, dat ngheo dinh dudng, mudi va cac dong vat an
co (Pablo et al., 2015). Cac vi sinh vat ndi sinh c6 kha nang giup cay chi ngan chan cac
mam bénh hay céc sinh vat ky sinh bang cach ¢ 1ap chung, ¢ 1ap mo bi xdm nhiém va
loai trir thong qua canh tranh véi cac mam bénh hay cac sinh vat sir dung thyc vat lam
thire an (Kuldau el at., 2008). Mot s6 nAm va vi khuan ndi sinh da dugc ching minh 1a
ting cuong sy sinh trudng va cai thién sitc chong chiu & thuc vat (Pablo et al., 2008).
Mat do vi sinh vat ndi sinh cuc ky bién thién trong cac loai thuc vat va mé khac nhau va
da dugc chung minh 1a khac nhau, tir hang tram dat dén 9 x 10° vi khuan/ gram mo thyuc
vat (Jacobs et al., 1985). Mic du c6 nhiéu nghién ciru, tuy nhién can nghién ctru thém dé
b6 sung ngudn vi khuan noi sinh va chon loc dong vi khuan ndi sinh tt dé ing dung
trong nhiéu linh virc nhu phan boén sinh hoc, d6i khang. ..( Lwong Thi Hong Hiép & Cao
Ngoc Diép, 2011).

Trong dat, vi khuan ving ré c6 kha ning thic ddy ting trudng thuc vat. Khong
gidng nhu cong sinh bat budc, nhitng vi khuan nay c6 thé tuong tac voi nhiéu cay ky chit
va cai thién su phat trién va strc khoe ciia cdy théng qua nhiéu co ché cé thé truc tiép,
chang han nhu ¢6 dinh nito hodc gian tiép canh tranh véi mam bénh . Vi khuén thuc day

sinh truong thuc vat c6 kha nang diéu chinh kién trac hé thong ré (tirc 1 cau hinh khong
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gian cua hé thong ré), yéu to quyét dinh dang ké dén ning suit cay trong (Eline

& Louisa, 2016).

1.2.2. Vi sinh vat néi sinh san xuit chit diéu hoa sinh trwéng IAA

Indole-3-Acetic Acid (IAA) 1a chat diéu hoa sinh truéng thuc vt thuoc nhom
auxin dau tién dugc xac dinh giir vai tro trung tAm trong sy ting trudng ¢ thuc vat va
duogc coi la loai auxin ty nhién quan trong nhat trong cac chét diéu hoa sinh truéng. O
thuc vat, IAA duge san xuét ¢ 14 non, than va hat thong qua cac phan trng decarboxyl
hoa va transamin tir tién chat tryptophan (Lebuhn & Hartmann, 1993). IAA thuong dugc
dung nhu mot chat diéu hoa qué trinh sinh hoc, gitp kich thich kéo dai té bao bang cach
thay ddi cac diéu kién nhit dinh nhu tinh thim loc, tdng tinh thdm nudc, giam ap luc
thanh té bao va tang tong hop thanh té bao. IAA con ngin chan va tri hoan hién tuong
sinh 1y cua 14, thac ddy su ra hoa, tao qua (Zhao, 2010). Vi khudn phan lap tir ving ré
cac loai cdy c6 kha nang sinh IAA nhu chét chuyén hoa thi cap giup tham gia vao qua
trinh hap thu dinh dudng cho cay (Datta et al., 2000), c6 vai trd quan trong ddi voi su

sinh trudng va nang suat cua cay trong.

Kha ning san xuat IAA d3 duoc tim thay ¢ cac vi khuan quang dudng va di dudng
khac nhau, khong chi cac loai gay bénh hodc cong sinh ma con ca cc vi sinh vat séng
tu do khong gén lién vé6i thuc vat (Mishke et al., 1988; Kamneva et al., 1999). Viéc sinh
tong hop IAA d3 duoc bdo cdo hién dién ¢ chi Pseudomonas, Agrobacterium,
Azospirillum, Azotobacter, Alcaligenes, Enterobacter, Acetobacter, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Bacillus, Arthro bacter, Herbaspirillum, Xanthomonas, Klebsiella,
Methylobacterium, Methylovorus, Aminobacter (Mishke et al., 1988; Kamneva et al.,
1999; lvanova et al.,, 2001; Agrios et al., 1997). Achromobacter, Flavobacterium,
Rhodococcus, Acinetobacter, Corynebacterium va Micrococcus ciing tao ra chat diéu
hoa tang truong thuc vat (Libbert et al., 1969; Belimov et al., 1999). Wilkinson va cong
su di phéan 1ap tir r& cua cay lan Uc sbng trén can c6 lién quan dén vi khudn néi sinh,
mot s6 trong s6 d6 thudce chi Pseudomonas, Bacillus va Xanthomonas sinh tong hop 1AA
(Tsavkelova et al., 2005; Tsavkelova et al., 2004).

1.2.3. Vi sinh vat ndi sinh san xuit chit diéu hoa sinh truéng GAs

Gibberellin 1a cac phan tr nho ctia mgt nhom 1én cac acid cacboxylic diterpenoid

bdn vong, dugc xac dinh theo cAu tric hoa hoc cua chuing, dua trén khung carbon ent-
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gibberellane, va sb gibberellin duoc 4n dinh tuy thudc vao thtr tu thoi gian nhan dang
ctia chiing. S lugng gibberellin rat 16n, nhung khong phai tit ca déu hoat dong sinh hoc;
nhiéu chét trung gian trong qué trinh tong hop GAs c6 hoat tinh sinh hoc, trong khi
nhirng chét khac & dang bét hoat (Malonek et al., 2005). Gibberellin duoc san xuét boi
cac vi khuan chu yéu lién két véi thyuc vat, va ching anh huong t6i qua trinh sinh trudng
va phat trién cua thuc vat nhu kéo dai than, nay mam, ra hoa. Gibberellin 1an dau tién
dugc phan 1ap vao nam 1935 tir ndm Gibberella fujikuroi va duoc téng hop boi mot sd
vi sinh vt trong d4t. Anh hudng cua gibberellin ddi véi sy ting trudng va phat trién cia
thuc vat da duoc nghién ctru, cling nhu cac con dudng sinh tong hop, enzyme, gen va su
diéu hoa ctia chung (Keswani et al., 2021). Minh chtng cta viéc gibberellin 4nh hudng
dén sinh trudng ciia cdy 1a sau khi phun GAs & cac nong do khac nhau cho cay ¢ ca giai
doan 1 nam tudi va 2 nim tudi déu co tac dung ting sd 14, sd ré, chiéu dai 14, chiéu dai

1é& so v6i d6i chimg (Pinh Thi Dinh va cong su, 2014)
1.2.4. Vi sinh vat nfi sinh trén cay phong lan

Vi sinh vat ndi sinh trong mdi quan hé cong sinh véi cdy phong lan hoat dong
nhu mot cong cu sinh hoc, thuc day su ting truong va phét trién (diéu hoa sinh hoc), hap
thu chat dinh dudng (phin bon sinh hoc) va san xuit phytohormone (bao vé sinh hoc)
(Pant et al., 2017). Vi khuan noi sinh trong hoa lan chii yéu dugc khao sat & cac loai co
gia tri thuong mai bang cach phan lap sau khi khtr tring bé mit r& hodc 14, nhiéu dong
phan 1ap dugc phat hién vira lam ting sy niy mam cua hat vira thic day su phat trién cia

cay (Alibrandi et al., 2020).

Qua trinh sinh truéng ciia cdy phong lan con phy thudc vao cac nim cong sinh
nhu 1a ngudn cung cap cacbon cho chiing va trong giai doan truéng thanh cac ndm cong
sinh ¢6 thé hitu ich dé cdy phong lan ddi pho véi cac diéu kién méi truong bét loi nhu
han han, nhiém min, stress oxy hoa,...(Chand et al., 2020). Nam ré cong sinh c6 thé
cung cap hodc ting kha niang hap thu cc chit dinh dudng vo co va hitu co caa lan bao
gdm carbon, phdt pho, nito, nudc, vitamin (Zhu et al., 2008). Fusarium, Rhizoctonia,
Mycena, Tulasnella, Trichoderma va Alternaria la nhitng chi ndm ndi sinh thudng thay
& phong lan (Pant et al., 2017; Yuan et al., 2008; Chand et al., 2020). Mot s6 loai vi

khuan Bacillus, Burkholderia, Flavobacterium, Pantoea, Pseudomonas va



Stenotrophomonas dwgc phan lap tir ré va ving ré cay phong lan c6 kha niang c¢6 dinh

nito va san xuat indole-3-acetic acid (IAA) (Tsavkelova et al., 2007, 2011).

Sy twong tac giita r& cdy phong lan va ndm ndi cong sinh duoc nghién ciru nhiéu
cho dén hién nay, tuy nhién, thanh phan va hoat déng chirc ning cua vi khuan lién quan
dén phong lan it duoc biét dén (Elena et al., 2006). Tsavkelova et al. (2004) d3 phat hién
ra rit nhiéu vi khudn di dudng va quang dudng trén ré cia cac loai lan nhiét déi dugc
trong thudc cac chi Calanthe, Acampe va Dendrobium. Sau d6, tac gia da cho ra rang
cac chung vi khuan ndi sinh trén cdy phong lan ¢6 kha ning ¢ dinh nito, san xuat IAA

theo cac con duong di dudng khac nhau (Tsavkelova et al., 2005).

HAau hét cac cay thuoc ho Lan déu phu thudc vao cac loai nam ré dé nay mam.
Néam ré cung cép cac ngudn dinh dudng ma phoi thai can dé phat trién tdi giai doan tiép
theo. Tuy nhién, & giai doan hat ndy mam va giai doan cdy con, lan can cac chat dinh
dudng khac dé duy tri sy phat trién va hoan thanh vong doi ctia nd. Céc vi sinh vat co
loi khac trong dat, chéng han nhu vi khuan séng tu do va cong sinh, co thé két hop véi
ré phong lan tao ra mot twong tac dic biét ma hau nhu chua duge kham pha. Hau hét cac
vi khuan c6 lgi lién quan dén 1& c6 thé gitip cay trong hoa tan cac chat dinh dudng thiét
yéu nhu phospho va nito, cling nhu tao ra cac chit chuyén héa c6 loi da dang c6 thé gop
phan cai thién san xuat sinh khéi, kha nang chdng chiu cing thang va kiém soat sinh hoc

ctia cac loai nAm phytopathogenic tiém niang (Héctor et al., 2022).
1.3. Tinh hinh nghién ciru & Thé giéi va Viét Nam

Trén thé gid1, cling da c6 cac nghién ctiu vé vi sinh vat ndi sinh trén cay ho Lan
nhu: Phan 13p, x4c dinh dac tinh va céc hoat dong thuc déy tang truong thyc vat clia nam
ndi sinh tir mot loai lan rirng Vanda cristata (Chand et al., 2020); Phan 1ap va xac dinh
dic diém cta ndm noi sinh thac day ting truong thuc vat tir r& cdy Dendrobium
moniliforme (Shah et al., 2018); Tiém ning thuc day ting truéng thyuc vat ciia cac vi
khuan ndi sinh tir ba loai dia lan ving Pia Trung Hai (Alibrandi et al., 2020); Anh huéng
ctia IAA dén su nay mam cOng sinh ciia mot cay lan Uc va su san sinh ctia n6 béi cac vi
khuan lién quan dén cay lan (Wilkinson et al., 1994); Tuong tac gitta thuc vat va vi
khuén biéu sinh lién quan dén qua trinh trao d6i chat Auxin ciia chung. Phan 1ap va xac

dinh IAA-San xuat va tiéu diét vi khuén tir cay ddu (Libbert et al., 1969).



Tai Viét Nam, theo ghi nhan cia nhém nghién ctru, hién nay cé nhiéu dé tai
nghién ctru v& vi sinh vét ndi sinh nhu: Dé tai Vi sinh vat ndi sinh va st dung trong quan
1y bénh rung 14 mua mua cay cao su @ Pong Nam B cua Pam Van Toan va cong sy vao
nam 2018 ; Phan lap, tuyén chon vi sinh vat ndi sinh tong hop indole — 3 — acetic acid
(IAA) trong hé 1& cdy ca phé (Coffea) tai Pak Lik (Nguyén Khoa Trudng va cong su.,
2021); Anh hudng cua vi sinh vat noi sinh cay thong nhwra (Pinus merkusii) dén mét sd
tap tinh ctia sau rom thong (Dendrolimus punctatus) (Pao Ngoc Quang va Pang Nhu
Quynh, 2014). Nghién ctru str dung vi khudn ndi sinh phén 1ap tir cac ving sinh thai khac
nhau (Nguyén Hai Van va Nguyén Thi Minh, 2017). Mot s6 dé tai nghién ctru vé IAA
nhu: Khao sat kha nang kich thich ndy mam va sinh truéng rau mudng ctia mot s dong
vi khuan ¢ dinh dam va tong hop IAA (Lé Thi Xa va cong su., 2020); Phéan lap cac
dong vi khuan ndi sinh c6 kha nang téng hop IAA va ¢ dinh dam trén cay chudi (Nguyén
Thi Huynh Nhu va cong su., 2013); Sy san xuat IAA va siderophore cta cac ching vi
khuan lién hiép thuc vat va anh hudng 1én sy ting trudng cua ciy bip (Zea mays L.)
trong trong chau (Pang Thi Ngoc Thanh va cong su., 2016). Bén canh d6, nhom ciing
ghi nhan duoc mot sd dé tai nghién ciru vé Gibberellin nhu: Su phan b cac gen sinh
téng hop gibberellin va san xuat gibberellin trong Gibberella fujikuroi phtic hop loai
(Malonek et al., 2005); Sinh tong hop va chuyén héa gibberellin (Sponsel, 1995); San
xuat gibberellin béi vi khudn va sy tham gia ctia né trong viéc thic ddy sy phat trién cia
ciy trong va ting niang suat (Botini et al., 2004); Anh hudng cia cac ving sinh thai va
xtr Iy gibberellin (GA3) t6i sinh trudng va ra hoa cia gidng lan dai chau tring d6m tim

(Pinh Thi Dinh va cong su., 2014).

Nhin chung, cac nghién ciru vé vi sinh vat ndi sinh c6 kha nang sinh tong hop céc
chat diéu hoa sinh truong da duge thuc hién kha nhiéu tai Viét Nam. Tuy nhién, cho dén
hién nay, nhom nghién ctru chua ghi nhan dugc mot nghién ctru nao thyc hién vé vi
khuan noi sinh trén cdy phong lan. Nhan thiy tim quan trong ctia vin dé nay tir nhiing
yéu cau cap thiét ciia nén nong nghiép hién nay, ching toi tién hanh nghién ciru, tuyén
chon vi khun ndi sinh c6 kha ning sinh téng hop mét sé chit diéu hoa sinh trudng trén
ciy phong lan va budc dau danh gia hiéu qua cta cac chung vi khuan da tuyén chon trén

ciy trong.
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Pbi twong, dia diém va thoi gian nghién ciru
2.1.1. Poi twong nghién ciu

Céc ching vi khudn ndi sinh c6 kha ning sinh tong hop IAA va GAs trong hé ré
cay phong lan.

2.1.2. Pia diém va thoi gian nghién ciru

- Pia diém nghién ctru: Phong thi nghiém Coéng ngh¢ Vi sinh, khoa Sinh hoc,
truong Pai hoc Pa Lat.

- Thoi gian nghién ciru: Tir thang 11 ndm 2021 dén thang 5 nam 2022.
2.2. Phwong phap nghién ciru
2.2.1. Phwong phap thu miu ré ciia ciy phong lan

Mau ré phong lan dugc thu tai 2 dia diém khu san xuét thir nghiém A12 va vuon
nha kinh Khoa Sinh hoc lac sang sém va chiéu mat. Str dung dao cit mau dé cit phan ré
non cua cdy phong lan (mdi cay thu mét ré). Sau d6 miu dugc bao quan bang thi zip dé

dua vé phong thi nghiém dé phan 1ap va nghién ciru.
2.2.2. Phwong phap phan 1ap miu ré ciia cy phong lan

Mau ré& ciy phong lan sau khi thu thap duogc tién hanh xr Iy nhu sau: Méu ré
phong lan dugc rira trén voi nudc dé loai bo céc bui ban con bam trén bé mit r&, sau d6
rira lai bang nude cit vo trung roi cit ré thanh nhitg doan nho. Tién hanh khir tring miu
bang cén 96% trong 3 phut, hypochloride 1% trong 3 phut, hydrogen peroxide 3%
(H202) trong 3 phut va rira lai v6i nudce cat vo trung 4 1an dé loai bo cac loai hoa chat

con thira (Luong Thi Hong Hiép va Cao Ngoc Diép, 2011).

Sau khi khtr trung, mau duoc cit thanh cac doan dai tir 0.5 — lem, mot phén duoc
nghién nho trong nude mudi sinh 1y vo tring va mot phan duoc dat tryc tiép 1én bé mat
thach. Hat 100 pl dich nghién mau trai trén cac dia moi trudng thach Nutrient Agar (NA)
(Peptone:10 g, Yeast extract: 3 g, NaCl: 5 g, Agar: 20g, pH = 7) da duoc khu trung tai
diéu kién 121°C, 15 phut (Nguyén Thi Minh va D6 Minh Thu, 2017) va nudi mau trong
ti 4m ¢ 30°C trong vong 24 — 48 gid. Pong thoi, hat 100 pl dung dich rira mau 1an cubi
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cung trai trén moi trudng NA kiém tra sy xuét hién vi sinh vat bé mat (Nguyén Khoa

Trudng va cong su, 2021).

2.2.2. Phuong phap dinh tinh kha ning sinh tong hop chit kich thich sinh truéng
IAA

Céc chung vi sinh vat da phan 1ap dugc nudi tdng sinh trong 100 mL moi trudong
dich thé Luria Bertani c6 bo sung 0,1% L - Tryptophan trong may lic 6n nhiét ¢ toc do
150 vong/phut, trong thoi gian tir 2 ngay dén 3 ngay, nhiét do tir 28°C dén 30°C. Ly tAm
khéng it hon 3 mL dung dich mau thir bang may ly tam vai tbc d6 6000 vong/phiit, trong
thoi gian 10 phat. Liy 2 mL phan dung dich trén bé mat (phan nudc trong) cho vao binh
dinh mirc dung tich 10 mL. Thém thudc thir Salkowski dén vach dinh muc, tron déu. o
t6i trog vong 25 phut va tién hanh so sanh mau sic cia cac chung vi sinh vat, mau cang

d6 thi ham luong IAA tong hop dugc cang cao (TCVN 10784:2015).

2.2.3. Phwong phép dinh lweng kha ning sinh tong hop chat kich thich sinh
truéong [AA

Céc chung vi sinh vat da phan 1a8p dugc nuoi tang sinh trong 100 mL moi trudong
dich thé Luria Bertani ¢6 bo sung 0,1% L - Tryptophan trong may lac 6n nhiét & téc do
150 vong/phut, trong thoi gian tir 2 ngay dén 3 ngay, nhiét do tir 28 °C dén 30 °C dé dam
bao mat d6 té bao vi sinh vat khong nho hon 108 CFU/mL.

Dung mét pipet vo tring 1y 1 mL dung dich tir binh ting sinh cho véo binh tam
giac chira 100 mL méi truong dich thé Luria Bertani c6 b6 sung 0,1% L - Tryptophan.
Nudi lic ¢ téc dd 150 r/min, trong t6i hoan toan, thoi gian tir 3 ngay dén 5 ngay, nhiét

do tir 28 °C dén 30 °C. Mdi mau dugc ciy lap lai khong it hon 2 lan.

Ly tam khong it hon 3 mL dung dich miu thir bang may ly tam véi téc do 6000
vong/phut, trong thoi gian 10 phut. Ly 2 mL phan dung dich trén bé mat (phan nudc
trong) cho vao binh dinh mirc dung tich 10 mL. Thém thudc thir Salkowski dén vach
dinh mc, tron déu.

Ly tim khong it hon 3 mL méi trudng dich thé Luria Bertani ¢6 bo sung 0,1% L
- Tryptophan (mau tring) bang may ly tim véi toc d6 6000 vong/phut, trong thoi gian
10 phut. Ly 2 mL phan dung dich trén bé mit (phan nuéc trong) cho vao binh dinh muc
dung tich 10 mL. Thém thude thir Salkowski dén vach dinh muec, tron déu.
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Giit yén dung dich mau thir va mau tring da b sung thude thir Salkowski trong
thoi gian 25 phut. Xac dinh ham luong IAA trong mu tring bang may quang phd &

budc song 530 nm.

Gia tri OD cua dung dich mau thtr dugce dbi chiéu voi d6 thi chuan dé tinh ham

luong TIAA (ug/mL) trong dich nudi ciy (Gordon & Weber, 1951; TCVN 10784:2015)

2.2.4. Phwong phap dinh lwong kha niing sinh tong hop chét kich thich sinh
truong GAs

Céc chung vi sinh vat da phan lap dugc nudi tang sinh trong 100 mL moi trudong
dich Nutrient Agar cho vao trong may lic 6n nhiét & toc d6 150 vong/phut, trong thoi
gian tr 2 ngay dén 3 ngay, nhiét d6 tir 28 °C dén 30 °C dé dam bao mat do té bao vi sinh
vét khong nho hon 108 CFU/mL. Ding mét pipet vo trung ldy 1 mL dung dich tir binh
tang sinh cho vao binh tam giac chira 100 mL moi trudng dich thé Nutrient Agar. Nudi
tinh ¢ nhiét 46 phong trong 7 ngay. Mdi mau dugc cdy lap lai khong it hon 2 lan. Ly
tam khong it hon 15mL méi trudong dich thé Nutrient Agar trong 10 phut véi téc do 8000
vong/phiit. Lay 10 mL phan dung dich trén bé mat (phan nude trong), thém 2 mL dung
dich ké€m axetat va 2 mL kali ferrocyanide vao. Sau d6 mang di ly tam trong 10 phut &
tbc d6 8000 vong/phat. Liy 5 mL phan ndi phia trén thém vao 5 mL acid clohydric 30%
va i1 & 27°C trong 75 phit. Phép do do hap thu sir dung may quang phd & bude song 254
nm. So sanh ham luong GAs tao thanh cua cac ching vi sinh vat voi duong chuan da

dung (Gusmiaty et al., 2019).
2.2.5. Nghién ctru, xdy dung cac buéc nhan nudi sinh khdi vi khuin ni sinh

St dung hé théng Bioreactor va Fermenter 1én men céc chiing vi sinh vat da tuyén
chon tao sinh khdi (Lé Gia Hy va Khuat Hiru Thanh, 2010). Chuan bi méi trudng thich
hop cho timg chiing vi sinh vét, bom vao Bioreactor va Fermenter véi mot thé tich tuong
g véi dung tich cia thiét bi. Tién hanh khir tring méi truong & diéu kién 121°C, 15
phut. B6 sung giéng vi sinh vét da chuan bi sin. Theo ddi qua trinh 1én men qua céc
thong s6 va do duc cta dich 1én men (OD). Sau khi 1én men tién hanh ly tdm thu sinh
khéi bang may ly tdm lién tuc tbc d6 cao HIMAC High - Speed Refrigerated Centrifuges
CR22N/CR21N & tdc d6 10.000 rpm. Sinh khdi sau ly tim duoc phdi tron véi co chat
v6i ty 16 1:1 va say kho ¢ nhiét d6 nho hon 45°C.
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Céac budc 1én men duoc tién hanh nhu sau
Budc 1: Kiém tra giéng di luu
Budc 2: Chuan bi méi trudng nhéan gidng cac cip
Budc 3: Chuédn bi méi trudng 1én men
Budc 4. Lén men
Budc 5. Theo dbi, kiém tra qua trinh 1én men
Budc 6. Ly tam dich 1én men - thu sinh khdi
Buéc 7. Kiém tra mat do va bao quan

2.5.6. Panh gia sw anh hwéng ciia cac chiing vi khuin ndi sinh tuyén chon dén

sinh truémg va phat trién clia ciy trong

St dung céac cdy phong lan gia hac con c6 sirc séng dong déu nhau dé bb tri thi
nghiém danh gia sy anh huéng cac chung vi khuan ni sinh tuyén chon dén sinh truong

va phat trién ciia cdy trong. Cac nghiém thirc duge bd tri nhu sau:

Nghiém thirc 1 (nghiém thirc d6i chtng): khong bo sung cic chung vi sinh vat ndi

sinh.
Nghiém thtc 2: bo sung chung vi khuan noi sinh ¢6 kha ning sinh tong hop IAA
Nghiém thirc 3: bd sung chung vi khuan ni sinh c6 kha ning sinh tong hop GAs

Nghiém thirc 4: bo sung ca hai ching vi khuan noi sinh c6 kha nang sinh tong

hop IAA va GAs.

Céc nghiém thic dugc cham s6c nhu nhau va theo doi ty 1€ song, chiéu cao cua

ciy trong.
2.5.7. Phuwong phap xir 1y s6 li¢u

Céc s liéu cua dé tai duoc téng hop va xir Iy bang phan mém Microsoft Excel

vi1 cong cu phan tich Data analysis.

Xtr Iy y nghia théng ké theo phép thir Tuskey bang phan mém R.
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CHUONG 3: KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua phan lap vi sinh vat ndi sinh trong miu ré phong lan

Tir 20 mau ré phong lan ching t6i di phan 1ap dugc 10 chung vi khuan néi sinh,

dac diém khuan lac va hinh thai t€ bao cua cac chung vi khuan néi sinh dugc trinh bay

tai bang 3.1.

Bang 3.1. Két qua hinh thai khuén lac, hinh thai té bao ciia cac chiing vi sinh vt

STT

Tén chiing

vi khuan

Pac diem khuan lac

Hinh thai té bao

|

PL 01

Khuan lac tron, mau trang nga; vién
déu; bé mdt nhan, bong, phang; moc

trén mat thach

Truc khuan gram (+)

PL 02

Khuan lac v6 dinh hinh, mau trang
nga, gang vién hoi nhan, bé mat kho

nham.

Tryc khudn gram (+)

PL 03

Khuan lac tron, trang stra; vién déu; bé

mat phéng, kho, nham.

Tryc khudn gram (+)

PL 04

Khuan lac v6 dinh hinh, mau vang, tAm
vang duc; vién vang trong, dang tia
mong; bé mat phéng; moc trén mat
thach.

Tryc khudn gram (+)

PL 05

Khuén lac tron mau tring trong, vién
déu, bé phang tron, bong kich thuéc

nho.

Truc khuan gram (-)

PL 06

Khuan lac tron mau vang cam, c¢6 tam
nho 1én cao mot xiu mau cam, vién
mau vang chanh déu, bé mat tron,

bong.

Truc khuan gram (-)
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Khuan lac tron mau trang stra, vién

7 PL 07 5 . ~°. . Truckhuan gram (+)
rang cua thap hon mdt xiu, bé mat kho.
Khuan lac v6 dinh hinh mau tring sita,

8 PL 08 vién ring cua tdim dam hon nhd cao  Truc khuan gram (+)
hon mét xiu, bé mit kho nham.
Khuan lac tron mau tring sita, vién .

9 PL 09 o N Truc khuan gram (+)
tron dam hon, bé mat kho nham.
Khuan lac mau tring sita, vién ring .

10 PL 10 Tryc khuan gram (+)

cua, bé mat nhan kho, nham.

Hinh 3.1. Hinh thai ria khuan lac va
hinh thai & bao cua chang PL 01

Hinh 3.3. Hinh thai ria khuan lac va
hinh thai té bao cua ching PL 04

Hinh 3.2. Hinh thai ria khuan lac va
hinh thai t bao cua chung PL 02

Hinh 3.4. Hinh thai ria khuan lac va
hinh thai t& bao cua chung PL 10
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3.2. Két qua dinh tinh va dinh lwong kha niing sinh tong hop IAA ciia cac chiing
vi khuén ndi sinh

Chung t6i tién hanh dinh tinh kha nang sinh tong hop IAA cua 10 chung vi khuan
ndi sinh r& cdy phong lan di phan l4p theo phuwong phap duoc md ta tai muc 2.2.2. Két

qua dinh tinh dugc thé hién tai bang 3.2 va hinh 3.1.

Béang 3.2. Ghi nhan mau sac phan ng mau Salkowski ctia cac ching vi khuan néi

sinh ré cay phong lan

. . L. R Mau sic phan ung voi thudc thir
STT Tén ching vi sinh vat

Salkowski
1 PLO1 Mau do6 nau nhat
2 PLO2 Vang nau nhat
3 PLO3 Vang nau nhat
4 PLO4 Mau do6 thAm
5 PLO5 Vang nau nhat
6 PLO6 Vang nau nhat
7 PLO7 Vang nau nhat
8 PLO8 Vang nau nhat
9 PLO9 Vang nau nhat
10 PL10 Vang nau nhat
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Hinh 3.5. Két qua dinh tinh IAA

Tir bang 3.2. va hinh 3.1 thdy rang chung vi khuan PL04 cho phan tng mau d6
v6i thude thir Salkowski 1a ¢dm nhat trong cac ching thir nghiém, ké tiép do 1a chung
vi khuan PLO1 véi mau d6 nau nhat; cac chung vi khuan con lai khong cho phan tng
mau vé6i thude thr Salkowski. Do do6, hai chung vi khuén 12 PLO1 va PL04 duoc chon

dé tién hanh dinh luong lam huong IAA tong hop dugc.

Duong chuan IAA sau khi thuc nghiém c6 dang: y = 82,65x - 6,9176 va
R2=0.9765 cho thdy ddy 1a phuong trinh dudng chuan cé d6 tin ciy cao. Ham lugng

IAA téng hop dugc cua cac chung vi khuan dugc thé hién tai biéu d6 3.2.
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Bigu d8 3.1. Twerng quan giira ham leorng 1AA L. )
[ug/mL) va OD [530nm) Biéu do 3.2: Ham lwong IAA tong
100 hop sau 5 ngay (ug/ml)
80 : gn 150
'%‘ # vy =82.65% - 69176 oY) 107.14
- B0 » R?* = 0.9765 2 100
2 nd «
< 40 ) < .
= 0 N 1]
20 9 1 2 E
OD 530 nm = Chung vi sinh vat
mPL01 mPLO4

Tir biéu dd 3.2 co thé thay rang, tai thoi diém 5 ngay thi chung vi khuan PL04
sinh tong hop dugc 107,14 pg IAA/mL cao hon so véi ching PLO1 chi dat 28,62 pg
IAA/mL IAA. Theo nghién ciru cia Nguyén Thi Thanh Mai va cong su (2018) da phan
lap duoc dong vi khuan cé kha ning sinh tong hop duoc 68,79 ug IAA/ML tai ngay thir
4 trong qua trinh nudi cdy. Twong tu nhu vay, Nguyén Hoang Nhut Lynh va Nguyén
Hoang Hiép ciing dd phan 1ap duoc 10 dong vi khuan cé kha ning sinh 1AA véi ham
luong tir 3,04 dén 19,206 pg/mL. Gan day nhat, Nguyén Khoa Truong va cong su (2021)
da tuyén chon duoc 04 chung vi khuan nai sinh ré cay ca phé c6 kha ning sinh tong hop
IAA dat 96,78 pug/mL sau 5 ngay nudi cay. Do d6, co thé thay rang chung PL04 véi kha
nang téng hop duoc 107,14 pg IAA/mML 14 d3 twong duoc hoic cao hon cac nghién ciru
khac.

3.3. Két qua dinh lrong GAs

Chung t6i tién hanh dung duong chuin GAs va dinh lwong ham luong
Gibberellin theo phuong phap duge mé ta tai muc 2.2.4 cho 10 ching vi khuan noi sinh
ré& ciy phong lan. Puong chuan ¢ dang: y = 1,1987x + 0,0209 va ham luong GAs tong

hop dugc ciia cac chiing vi sinh vat duoc thé hién tai bang 3.3 va biéu d6 3.4.

Bang 3.3. Ham lwong GAs sinh tong hop dwoe ciia cac chiing vi khuin ndi sinh ré

cay phong lan
Chiing vi sinh vat Ham lwgng GAs (mg/mL)
PL 01 0.0209
PL 02 0.0209
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PL 03 0.0209
PL 04 0.1018
PL 05 0.0209
PL 06 0.0209
PL 07 0.1508
PL 08 0.0209
PL 09 0.3428
PL 10 0.0209

Biéu d0 3.3: Phuong trinh twong quan ciia

ndéng do GAs va OD
E 120
Ei 1.00
g 1 y = 1.1987x + 0.0209
2 080 R? = 0.9932
< 0.60 =
@ . 4
<
Z 020
0.00 T T )
0.00 0.20 0.40 0.60
OD 254 nm
Biéu d6 3.4. Ham lwgng GAs (mg/mL) sinh
tong hop dwoc ciia cac chung vi khuin néi
sinh
0.4000
0.3000
0.2000
0.1000 . l

Ham lwgng GAs (mg/mL)

mPLO1mPLO2=mPLO3mPL0O4mPL 05
PLO6mPLO7 mPLO8mPLO9mPL 10

Két qua tir bang 3.3 va biéu do 3.4 cho thiy rang chung vi khuan PLO09 sinh tong

hop dugc ham lugng GAs cao hon so véi cac ching vi khuan con lai voi ham lugng dat
0.3428 mg/mL. Theo sau d6 1a chung PLO7 v6i 0.1508 mgGAs/mL va PL04 v6i 0.1018

mgGAs/mL. Ham luong GAs cua cac chung vi khuan con lai rit nho, dao dong trong
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khoang 0.0209 mg/mL. Nam 2019, Gusmiaty va cong sy da phan 1ap va tuyén chon
duge 35 chung vi khuén c6 kha ning sinh tong hop IAA tir 0,389 dén 2,370 mg/L va
1,959 dén 4,322 mgGAs/L. So véi két qua cua ching t6i, chung PL09 di c6 kha ning

sinh téng hop GAs cao hon so v6i nghién ciru cua tac gia trén.
3.4. X4y dung cac buéce tao ché pham vi khuian ndi sinh ré ciy phong lan

3.4.1. Nghién ctru cac diéu kién 1én men thu nhan sinh khoi vi khuan néi sinh reé

ciy phong lan ¢6 kha niing sinh tong hop IAA

Cin ctr vao két qua phan lap, tuyén chon vi khuén noi sinh ré cay phong lan ¢6
kha nang sinh tong hop IAA chung toi chon ching vi khuan c6 ky hiéu 1a PL04 dé thuc
hién nhan nuoi trén hé théng Bioreactor tao ché phﬁm vi khuén noi sinh dé thu nghiém
danh gia trén cdy trong. So sanh gitra dic diém khuan lac va hinh thai té bao ciia chung
vi khuan PL04 véi khoa phan loai vi khuan cta Bergey va cong su (1992), ching toi
thay rang cac dic diém mo ta trén phii hop véi mé ta cia chi Bacillus.

Khao sat anh huong cia cac méi truong (phu luc 1), nhiét do va pH dén mat do
sinh khéi chiing PLO04 trong vong 36 gid, két qua duoc trinh bay tai bang 3.4 va bang
3.5.

Bang 3.4. két qua khao sat anh hwéng ciia méi truwong va nhiét do 1én men dén

mit d sinh khoi chiing PL04

Mat do chiing vi khuan PL04 (10''CFU/mL)
Méi truong 27°C 32°C 37°C
11 3,100 £ 0,22 7,50¢+ 0,14 10,50 + 0,28
12 0,50°+ 0,16 8,400 + 0,22 15,70° + 0,21
13 9,08+ 0,29 24,402 + 0,22 62,002 + 0,16

Trong ciing mét Cét, cac ky tw di sau cdc gid tri §iong nhau thi khéng c6 y nghia

thong ké véi mire y nghia 5% (theo phép thir Tukey).
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Biang 3.5. Két qua khio sat anh hwéng ciia pH méi trwong 1én men dén mat do

sinh khéi chiing PL04

oH Mat dé sinh khéi chiing PL04 (10
CFU/mL)
6,5 24,00° + 0,33
7 45,80% + 0,37
7,5 60,80 + 0,41

Trong ciing mét nhiét dé, cdc ky tw di sau cdc gid tri Qiong nhau thi khong cé y

nghia thong ké véi mire y nghia 5% (theo phép thir Tukey).

Két qua tir bang 3.4 va bang 3.5 c6 thé thdy rang mdi truong nudi cdy, nhiét do
va pH 1én men anh huong rat 16n dén mat do cua cac ching vi khuan. Méi trudng 13 va
nhiét d¢ 37°C va pH 7,5 1a cac diéu kién nhan nudi chung PL04 cho mat do cao 1én dén
62 x 10 CFU/mL. Cac moéi truong va diéu kién 1én men khac cho mat do sinh khéi
khoéng cao nhu diéu kién da néu, do do, chung t6i lya chon cac diéu kién da liét ké bén
trén dé tién hanh 1én men tao sinh khdi vi khuan noi sinh ré cdy phong lan c¢6 kha ning

sinh tong hop TAA.

3.4.2. Nghién ctru c4c diéu ki¢n 1én men thu nhin sinh khéi vi khuan néi sinh ré

ciy phong lan c6 kha niing sinh tong hop GAs

Cin ctr vao két qua phan 1ap, tuyén chon vi khuan noi sinh ré cdy phong lan c6
kha ning sinh tong hop GAs ching t6i chon chung vi khuan c6 ky hiéu 1a PL09 dé thuc
hién nhan nuoi trén hé théng Bioreactor tao ché phém vi khuan ndi sinh dé thu nghiém
danh gia trén cdy trong. Dic diém khuan lac va hinh thai té bao cia chung vi khuan
PLO09 14 phit hop v&i mo ta vé chi vi khuan Baciilus theo khoa phan loai vi khuan cia

Bergey va cong su (1992).

Tién hanh khao sat sy anh huong ctia méi truong nudi cdy, nhiét dé va pH 1én
men dén mat do sinh khéi ching PLO9 trong vong 36 gio, két qua dugc trinh bay tai
bang 3.6 va bang 3.7.
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Bang 3.6. két qua khio sat anh hwéng ciia méi truwong va nhiét d9 1én men dén

mait dé sinh khéi ching PL09

Mat d sinh khéi chiing PL0O9 (10':CFU/mL)
Mbi truong 28°C 32°C 37°C
Gl 4,50° + 0,20 7,50 = 0,30 20,94° + 0,45
G2 8,60° + 0,35 9,20+ 0,10 33,89° = 0,54
G3 12,50° + 0,62 14,80° + 0,75 94,24 + 1,03

Trong cing mét nhiét dg, cdc ky tw di sau cdc gid tri Qidng nhau thi khéng cé y
nghia thong ké véi mire y nghia 5% (theo phép thir Tukey).
Bang 3.7. Két qua khao sit anh hwéng ciia pH mdi truwong 1én men dén mat do

sinh khéi chiing PL09

oH Mat d sinh khéi chiing PL09 (101
CFU/mL)
6,5 65,40°+ 0,48
7 73,320+ 0,33
7,5 80,242+ 0,75

Trong ciing mét nhiét dg, cdc ky tw di sau cdc gid tri 9iong nhau thi khéng cé

nghia thong ké véi mike y nghia 5% (theo phép thir Tukey).

Két qua tir bang 3.6 va bang 3.7 cho thay rang tai moi truong G3, nhiét do 37°C
va pH 7,5 cho mat do sinh khdi vi khuan PL09 1a cao nhét dat 94 x 10** CFU/mL, cao
hon so vé6i cac diéu kién khac. Do d6, chung t6i chon diéu kién nay dé 1én men thu nhan
sinh khéi vi khuan chung PL09 noi sinh cdy phong lan c6 kha ning sinh tong hop GAs.
3.4.3. Xay dung cic bwdée 1én men thu sinh khéi vi khuin ndi sinh ciy phong lan
6 kha ning sinh tong hop IAA va GAs
Céc budc 1én men thu nhan sinh khéi vi khuan ndi sinh cay phong lan duoc thuc hién
nhu sau:

Budrc 1: Kiém tra giong da luu

Lay 6ng gidng dugc bao quan ¢ -30°C. Str dung dng gidng con nguyén ven dé

tién hanh hoat héa trén moi truong ldng MRS 1 da chuén bi sén. Céy ria tao khuan lac

don dé kiém tra do thuan khiét.
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Budéc 2: Chuin bi méi trwong nhin giong cac cap

Chuén bi méi trudng I3 cho vi khudn ndi sinh c6 kha ning sinh tong hop IAA va
moi trudng G3 cho chung vi khuan néi sinh c6 kha ning sinh tong hop GAs, pH moi
truong duoc didu chinh vé 7,5. M6i trudng duge hip khir trang & nhiét d6 121°C trong
15 phut.

Nhaén gidng cip 1: Trong mbi binh tam giac chira 100mL méi trudng long di khir
trung, tién hanh cdy 1 vong khuan lac chung vi sinh vat vao mdi binh méi truong tuong
ng. Nudi tai diéu kién 37°C, 150 rpm trong vong 36 gio.

Buéc 3: Chuan bi méi trudong 1én men

Mai trudng 1én men céac ching vi khuan 13 twong tmg v6i méi trudng nhan giéng,
chuan bi 5L mdi trudng va bom vao hé thong Bioreactor sau dé khir trung & diéu kién
121°C, 15 phut.

Budc 4. Lén men

BO6 sung gidng vi sinh vat da chuan bi, bom vao hé thdng Bioreactor thong qua
bom nhu dong va ng gidy silicone da khtr trang. Sau d6 cai dit thong sb cho qua trinh
1én men bang hé thong may tinh diéu khién di kém.

- Thoi gian 1én men: 36h - 48h
- Nhiét do 1én men: 37°C
- pH moi truong: 7,5
- pO2: 50%
- Tbc do khudy: 150-180 rpm
Budrc 5. Theo déi, kiém tra qua trinh 1én men
Trong qua trinh 1én men, hé théng may tinh ty dong theo ddi va diéu chinh cac thong s6

1én men theo thoi gian thuyc.
Buéc 6. Ly tim dich 1én men - thu sinh khoi

Két thiic qu4 trinh 1én men, str dung bom nhu dong dé két ndi Bioreactor voi may ly tim

lién tuc Himac CR22N, ly tdm dich 1én men & téc @6 10.000 rpm, 15°C.
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Thu sinh khéi sau ly tdm va ¢ dinh v6i chat mang da khir tring roi siy & nhiét do 40 -
45°C cho dén khi kho hoan toan. Sau khi sinh khéi kho, tién hanh nghién min dé thu
dugc sinh khéi thanh pham.

Bude 7. Kiém tra mat d va bao quan

Tién hanh kiém tra mat do vi khuan ndi sinh phong lan c6 kha ning sinh tong hop IAA
va GAs theo phwong phap pha lodng cdy trai (Koch, 1883) trén méi trudng tuong tng.
Sinh khéi vi khuan dugc bao quan trong tui nhom han kin miéng & diéu kién nhiét do

phong.

Hinh 3.6. Ché pham vi sinh vat ngi sinh (Dang bét,
dang vién nén)

3.5. Panh gia sw anh huéng ciia cic chiing vi sinh vat ndi sinh dén sinh truéng,

phat trién ciia cAy phong lan con

Tién hanh bb sung cac chung vi khuan ndi sinh vao cdy phong lan con va chim
soc, theo ddi qua trinh sinh truéng, phat trién cua cdy trong, ching toi budc dau ghi nhan
duoc su thay d6i vé ty 16 song, toc do ting trudng chibu cao trung binh va danh gia cam

quan vé sy phét trién cua ciy trong, chi tiét duoc trinh bay tai bang 3.8 va bang 3.9.

Bing 3.8. Két qua danh gia sy sinh trwéng va phat trién ciia cAy phong lan con

sau khi bo sung vi khuan ngi sinh

A r g A )( Téc d@ tﬁng r L4 2
TT | Nghiém thirc | Ty I¢ song i Danh gia cam quan
truong
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(%)

trung binh

vé chiéu cao

(cm)

NT1

77,58+ 1,2

0,15+ 0,02

Nghiém thirc c6 thém 14 chdi méi va
duong kinh cdy nho hon céc nghi¢m
thirc khac, 14 cay c6 mau xanh dam,

it phat trién thém chdi 14 moi.

NT2

92,5+ 0,45

0,21° + 0,02

Nghiém thirc ¢6 thém 17 chdi moi,
duong kinh than cay duoc cai thi¢n,
1a cay xanh tuoi va xuat hién choi 14

moi

NT3

96° + 0,34

0,25°+ 0,01

Nghiém thirc c6 thém 16 chdi méi,
duong kinh than cdy nho hon,
nghiém thirc 2 tuy nhién s6 1a nhiéu
hon va sb chdi ciing nhiéu hon so véi

nghiém thuec 2.

NT4

96° + 0,56

0.369+ 0,03

Nghiém thirc c6 thém 23 chdi méi,
duong kinh than cady to hon so véi
nghiém thtc 3 va chiéu cao, sb 1a
cling dugc cai thién hon so voi

nghiém thirc s6 3.

Trong cung mét nhiét dd, cdc ky tw di sau cdc gid tri giong nhau thi khéng cé y

nghia thong ké véi mike y nghia 5% (theo phép thir Tukey).

14 15 16 17 18

8 9 10 11 12 13

a2 34 5 6 7
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Hinh 3.7. So sanh su khac biét ciia mot so ciy trong trong cic nghiém thirc

Két qua tir bang 3.8 cho thiy rang nghiém thirc 04 bd sung dong thoi hai chung
vi khuan ndi sinh c6 kha nang sinh tong hop IAA va GAs cho thay tac dung ciia ching
d6i vai cdy trong 14 16n hon so voi cac nghiém thice d6i chimg (NT1), nghiém thirc bd
sung riéng 1& ching vi khuan sinh téng hop IAA va GAs (NT2 va NT3) véi ty 18 séng
1én dén 96% va tc do ting truong chiéu cao 13 0,36 cm/tudn. C6 thé thy rang su két
hop gitra hai ching vi khuan nay c6 tac dung ting ty 1 séng cta ciy phong lan con ra
chau, thuc déy phat trién chiéu cao va cai thién tinh trang cua 14 cay so v&i st dung riéng

1€ cac chung vi khuan va khong bo sung cac chung vi khuan ndi sinh da tuyén chon.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

1. Két luin

1. Tir 20 mau ré phong lan dugc thu thap tai khoa Sinh hoc da phan 1ap dugc 10
chung vi khuan ni sinh duoc ky hiéu tir PLO1 dén PL10.

2. Chung vi khuan PL04 c6 kha ning sinh téng hop IAA cao voi ham luong dat
107,14 pg/mL sau 5 ngay nudi cdy. Chung vi khuin PL0O9 c6 kha ning sinh téng hop
GAs cao nhit trong cac chung vi khuan noi sinh da phéan lap 1a 0.3428 mgGAs/mL.

3. biéu kién thich hgp dé nhéan sinh khéi chung vi khuan PL04 c6 kha nang sinh
tong hop IAA 1a méi truong I3, pH 7,5 va nhiét d6 37°C trong vong 36 gio. Diéu kién
thich hop dé nhan sinh khdi chung vi khuan PL09 ¢ kha nang sinh tong hop GAs 1a moi
truong G3, pH 7,5 va nhi¢t d6 37°C trong vong 36 gio.

4. Sir dung dong thoi hai chung vi khuan PL04 va PL09 co tac dung ting ty 18

song, thuc day phat trién chiéu cao va cai thién tinh trang 14 ciia cdy phong lan con.
2. Kién nghi
- Tiép tuc dinh danh 2 chung vi khuan da dugc tuyén chon 1a PL04 va PL09.

- Tiép tuc phat huy tinh méi cta dé tai, trién khai danh gia chuyén sau hoat tinh
sinh hoc cila cac chung vi khuan ndi sinh da tuyén chon.

- Tiép tuc danh gia sy anh hudng cta cac chung vi khuan noi sinh dén qua trinh
sinh trudng, phat trién va ra hoa cta cay phong lan trudng thanh.

- Xay dyng thém mot nghiém thirc, bo sung dong thoi ca 10 ching vi khuan da
phan lap duoc, dé theo ddi su sinh truong va phat trién cua cdy phong lan c6 khac biét
gi 50 v&i nghiém thirc b6 sung 2 ching vi khuan san sinh chat diéu hoa sinh truong TAA

va GAs.
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PHU LUC

Phu luc 1: Hinh anh dic diém khuén lac va hinh thai té bao ciia cac chiing vi sinh
vat da phan lap dwoc tir ré cAy phong lan

Hinh 3.1. Hinh thai ria khuan lac va
hinh thai té bao cua chung PL 01

Hinh 3.2. Hinh thai ria khuan lac va
hinh thai té bao cua chung PL 02

Hinh 4. Hinh thai ria khuan lac va hinh
thai t& bao cua chung PL 03

Hinh 3.3. Hinh thai ria khuan lac va
hinh thai té bao cua chung PL 04

Hinh 5. Hinh thai ria khuan lac va hinh
thai t& bao cua chang PL 05

Hinh 6. Hinh thai ria khuan lac va hinh
thai t& bao cua chung PL 06

Hinh 7. Hinh thai ria khuan lac va hinh
thai t& bao cua chang PL 07

Hinh 8. Hinh thai ria khuan lac va hinh
thai t& bao cua chiung PL 08




Hinh 9. Hinh thai ria khuan lac va hinh
thai t& bao cua ching PL 09

Hinh 3.4. Hinh théi ria khuan lac va
hinh thai t& bao cua chiung PL 10




Phu luc 2. Méi trweong nhan nudi sinh khéi vi khuan ngi sinh sinh téng hop 1AA

va GAs.

Moi treong nhan nudi sinh khéi vi khuan noi sinh PL04 ¢ kha ning sinh téng

hop 1AA
Tén mdi trudng 11 12 13
Nude gia: 250mL Peptone: 5g Glucose: 109
Peptone:10g Yeast extract: 2,59 | Nudc gia: 500 mL
Yeast extract:5g | Clucose: 209 Amoni citrat 1,79
Glucose: 20g Cao thit: 59 Mat ri: 7,29
Cao thit; 10g KH2PO4: 29 Pepton tur thit: 11,13g
KH2PO.: 29 MgSO.: 0,389 MnCly: 16,58 mM
Thanh phan | CH,COONa: 5g | CH3COONa:3g | KoHPO.: 5g
MnSOa: vét Nudc gia: 250 mL | CaCl2 0,01g
Trytophan: 0.1% Trytophan: 0.1% NaCl: 4,04
Nuéc vira da 1 it Nuoc vira du 1 1it | FeSO4.7H20: 1uM
MgS0O4.7H20: 0,38g
Trytophan: 0.1%
Nudc vira du 1 it

Moi truong nhan nudi sinh khéi vi khuan noi sinh PL09 c¢6 kha ning sinh tong hop

GAs

Moéi truong G1 G2 G3

Thanh phan Glucose: 10g Peptone: 59 Nudce gia: 500 mL
Amoni citrat 1,79 Yeast extract: 2,59 Nuéec thit: 100 mL
Mat ri: 7,29 Glucose: 20g Glucose: 20g
Pepton tir thit:11,13g | €80 thit: 59 KzHPO4: 5¢
MnCly: 16,58 mMm | KH2PO4+ 29 CH3COONa: 59
KoHPO4: 5¢ MgSOsa: 0,389 CaCl»: 0,01 g
CaClz: 0,01g CH3COONa: 3g MgSOQa: 0,389
NaCl: 4,04 Nudce gia: 250 mL MnSO4: 0,019

FeS04.7H20: 1uM

Nudc viura du 1 it

Amoni citrat: 1,7¢g




MgS04.7H20: 0,389

Nudc vua du: 1 it

Mat ri duong: 7,2 g

Nudc vira du 1 it




Phu luc 3. Hinh anh thuc hién cac nghiém thirc

Hinh 10. Gia thé trong cay lan thir Hinh 11. Chau trong lan thir nghiém
nghiém (Dan soi)

Hinh 13: M6t s6 cay phong lan trudc khi dua vao nghiém thirc
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Hinh 14. Cay phong lan nghiém thtrc 1 sau 1 thang

BERNR 4 8 6 7 €

1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11 12 13 fatisnon
— < gy a

Hinh 16. Cay phong lan nghiém thirc 3 sau 1 thdng bo sung vi sinh vat




Hinh 17. Cay phong lan nghiém thac 4
sau 1 thang bd sung vi sinh vat

Hinh 3.7. So sanh su khac biét cua mot
sd cdy trong trong cac nghiém thirc

Hinh 18. Hinh anh cac nghiém thuac

Hinh 19. Ché pham vi sinh vat ngi sinh
(Dang bot, dang vién nén)




