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Tóm tắt:

Tỉnh Bến Tre có diện tích trồng dừa lớn nhất cả nước, hơn 79.000 hecta. Tuy nhiên, loài cây này đang bị gây hại bởi 
sâu đầu đen (Opisina arenosella Walker), ảnh hưởng nghiêm trọng đến năng suất cây dừa tại tỉnh Bến Tre. Trong 
nghiên cứu này, từ 32 mẫu đất được thu thập ở khu vực đất vườn dừa và đất không canh tác lâu năm tại tỉnh Bến 
Tre đã phân lập được 96 chủng vi khuẩn Bacillus, và đã sàng lọc được 30 chủng sinh chất hoạt động bề mặt sinh học. 
Trong đó, chủng vi khuẩn Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum B9.10 và Bacillus velezensis D13 có khả năng 
gây chết sâu đầu đen với hiệu lực lần lượt là 100,00 và 86,67% sau 24 giờ theo dõi. Phân tích hàm lượng surfactin 
bằng phương pháp sắc ký lỏng khối phổ UPLC-MS/MS cho thấy, cả hai chủng vi khuẩn Bacillus đều có sự xuất hiện 
của hoạt chất surfactin, chủng Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum B9.10 đạt hàm lượng surfactin là 0,60 
mg/g và chủng Bacillus velezensis D13 đạt hàm lượng surfactin là 0,42 mg/g.  
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Abstract:

Ben Tre province has the largest coconut growing area in the country, more than 79,000 hectares. However, this tree 
species is being damaged by the black-headed caterpillar (Opisina arenosella Walker), seriously affecting coconut 
tree productivity in Ben Tre province. In this study, from 32 soil samples collected in coconut garden areas and 
perennial uncultivated land in Ben Tre province, 96 Bacillus spp. strains were isolated and 30 biosurfactant strains 
were screened. Among them, the bacterial strain Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum B9.10 and Bacillus 
velezensis D13 are capable of killing black-headed worms with an effectiveness of 100.00% and 86.67%, respectively, 
after 24 hours of monitoring. Analysis of surfactin content using ultra-performance liquid chromatography-mass 
spectrometry (UPLC-MS/MS) showed that both strains of Bacillus spp. all have the presence of the active ingredient 
surfactin, strain Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum B9.10 reached a surfactin content of 0.60 mg/g and 
strain Bacillus velezensis D13 reached a surfactin content of 0.42 mg/g.
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1. Đặt vấn đề

Tỉnh Bến Tre có diện tích trồng dừa lớn nhất cả nước, tính đến 
hết quý I/2024, tổng diện tích dừa toàn tỉnh khoảng 79.078 hecta, 
tăng 1,36% so với cùng kỳ. Tuy nhiên, nhiều vườn dừa ở tỉnh Bến 
Tre đang bị thiệt hại rất nặng bởi sâu đầu đen (Opisina arenosella 
Walker), từ đầu năm đến nay tổng diện tích vườn dừa bị nhiễm sâu 
đầu đen trên 388 ha. Lũy kế diện tích nhiễm sâu đầu đen trên vườn 
dừa từ trước đến nay trên 2.680 ha [1].

Sâu đầu đen có tên khoa học là Opisina arenosella Walker là 
loài sâu bản địa và có thể được tìm thấy rộng rãi ở khu vực Nam Á 
và Đông Nam Á [2]. Sâu ẩn mình dưới bề mặt lá để ăn chất diệp 
lục của lá và tạo thành màng tơ ở mặt dưới của lá, dẫn đến việc 
phun thuốc bảo vệ thực vật không đạt hiệu quả [3]. Bên cạnh đó, 
việc dùng thuốc bảo vệ thực vật nguồn gốc hoá học còn ảnh hưởng 
đến sức khỏe con người, gây hiện tượng kháng thuốc, ảnh hưởng 
đến môi trường, gây mất cân bằng sinh thái. 

Ngày nay, việc sử dụng các chủng vi sinh vật có khả năng diệt 
sâu được xem là một biện pháp hiệu quả và có tiềm năng trong 
tương lai. Trong đó, những loài vi khuẩn thuộc chi Bacillus có 
khả năng tổng hợp chất hoạt đông bề mặt sinh học có tác dụng 
kiểm soát côn trùng hoặc đối kháng với một số nấm bệnh, vi 
khuẩn gây hại cho cây trồng. Các chất hoạt động bề mặt sinh học 
được hình thành bởi một số lipopeptide và polyketide bao gồm 
iturin, fengycin, surfactin, bacyllomicin, bacillaene, macrolactin 
và difficidin. Trong tất cả các lipopeptide, surfactin có hoạt tính 
diệt côn trùng mạnh nhất có thể ảnh hưởng đến các bộ khác nhau 
như bộ cánh đều Homoptera; bộ cánh vảy Lepidoptera, và bộ ruồi 
Diptera [4-8]. Một số nghiên cứu ngoài nước cũng đã công bố một 
số loài vi khuẩn Bacillus sinh tổng hợp hoạt chất surfactin đều có 
tác dụng kiểm soát sâu hại cây trồng. Theo nghiên cứu của L. Assié 
và cs (2002) [7] cho thấy, hoạt chất surfactin C14 và C15 được 
chiết xuất từ chủng Bacillus subtilis S499 với nồng độ 100 ppm đã 
gây tỷ lệ tử vong ở ruồi đục quả trưởng thành tương ứng là 85,4 và 
92,6% sau một ngày tiếp xúc; khả năng ức chế xuất hiện ruồi con 
F1 của surfactin C14 và C15 lần lượt là 79,8 và 91,3%. Hoạt chất 
surfactin được chiết xuất từ chủng Bacillus subtilis subsp. subtilis 
(VCRC B471), có hiệu quả diệt muỗi Anopheles stephensi ở giai 
đoạn ấu trùng và nhộng [8].

Do vậy, mục tiêu nghiên cứu này là phân lập và tuyển chọn 
được một số chủng vi khuẩn Bacillus sinh hoạt chất surfactin có 
khả năng gây chết sâu đầu đen. Kết quả nghiên cứu này là tiền đề 
để tạo chế phẩm sinh học phòng trị sâu đầu đen gây hại cây dừa 
tại tỉnh Bến Tre.

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Đối tượng

- Sâu đầu đen được thu thập tại vườn dừa tại tỉnh Bến Tre.

- 32 mẫu đất được thu thập ở khu vực đất vườn dừa và đất 
không canh tác lâu năm tại tỉnh Bến Tre. Dùng túi nilon khử trùng 
sẵn thu mẫu đất ở những gốc dừa phát triển khỏe mạnh trong những 

vườn dừa bị dịch hại sâu đầu đen và đất thuộc vùng đất tự nhiên trên 
địa bàn tỉnh Bến Tre, vị trí lấy mẫu: 0-10 cm lớp đất bề mặt dưới lớp 
lá mục. Ngoài túi ghi rõ các thông tin: mẫu, ngày lấy mẫu, nơi lấy 
mẫu. Mẫu được mang về phòng thí nghiệm, bảo quản trong điều 
kiện lạnh 4°C cho đến khi sử dụng.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Phân lập các chủng vi khuẩn Bacillus từ mẫu đất thu thập 
được tại tỉnh Bến Tre: Cân 10 g đất mẫu cho vào bình thủy tinh 
chứa 90 g nước cất vô trùng (thực hiện trong tủ cấy vô trùng) 
lắc đều. Sau đó, bình thủy tinh chứa mẫu đất được đun cách 
thủy ở nhiệt độ 80oC trong 15 phút để loại bỏ tế bào sinh dưỡng 
chỉ giữ lại những chủng có sinh bào tử để chọn lọc và làm thuần 
Bacillus. Phân lập bằng phương pháp pha loãng và cấy trải trên 
đĩa petri có chứa môi trường Luria Bertani (LB) agar, nuôi cấy 
37°C trong vòng 24 giờ. Chọn khuẩn lạc đặc trưng Bacillus và 
cấy chuyền nhiều lần để làm thuần. Các chủng thuần được bảo 
quản ở nhiệt độ -80oC. Các chủng vi khuẩn được định danh sơ 
bộ dựa trên đặc điểm hình thái (khuẩn lạc và tế bào), đặc điểm 
sinh lý, sinh hóa [9].

Sàng lọc các chủng vi khuẩn Bacillus có khả năng sinh chất 
hoạt động bề mặt sinh học: Định tính khả năng tạo chất hoạt 
động bề mặt sinh học được thử nghiệm bằng cách sử dụng môi 
trường Nutrient Broth (NB). Các chủng Bacillus được nuôi cấy 
trong bình nuôi cấy có chứa 20 ml NB và được ủ trong 48 giờ mà 
không cần lắc, nhiệt độ 37°C. Sự hình thành màng sinh học trên 
bề mặt của môi trường là dấu hiệu của quá trình sản xuất chất 
hoạt động bề mặt sinh học [10]. 

Đánh giá khả năng phòng trị sâu đầu đen của các chủng vi 
khuẩn Bacillus  riêng lẻ ở quy mô phòng thí nghiệm: Bổ sung 5 
ml dịch tăng sinh vi khuẩn Bacillus đạt mật độ 105 CFU/ml (OD 
600 nm=0,1) vào 95 ml môi trường LB lỏng và được nuôi cấy lắc 
(250 rpm) ở 37°C trong 48 giờ. Sau 48 giờ dịch lên men được thu 
nhận bằng ly tâm ở 6.000 vòng/phút trong 15 phút [11]. 

Sâu đầu đen 2-5 ngày tuổi được khử trùng sơ bộ bằng nước 
cất vô trùng và phân vào các hộp nhựa, mỗi hộp 15 con, các hộp 
nhựa có chứa lá dừa tươi và sâu đầu đen, dịch nuôi cấy các chủng 
vi sinh đã loại tế bào được phun lên bề mặt sâu đầu đen với thể 
tích 2,0 ml/hộp. Mẫu được để ở điều kiện nhiệt độ 28-30°C và 
theo dõi tình trạng sâu đầu đen sau 6, 12, 18, 24 giờ. Mỗi hộp 
nhựa tương ứng với 01 nghiệm thức thí nghiệm (01 chủng vi 
khuẩn), mỗi nghiệm thức được lặp lại 03 lần. Thí nghiệm đối 
chứng được xử lý bằng nước cất vô trùng.

Hiệu lực tiêu diệt sâu đầu đen của chủng vi nấm được tính 
theo công thức W. Abbott (1925) [12]:
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Trong đó:  

E: Hiệu lực của dịch chiết tính theo (%); 

C: Số côn trùng sống ở nghiệm thức đối chứng; 
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16S rRNA bằng PCR với cặp mồi 27F: 5′-GAGAGTTTGATCCTGGGCTCAG-

3 và 1492R: 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3. Chu trình phản ứng PCR gồm: 

Biến tính ban đầu ở 94°C trong 4 phút, 30 chu kỳ 94°C trong 40 giây, bắt cặp 
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Định danh chủng vi khuẩn đã được tuyển chọn: Các chủng 
vi khuẩn có khả năng phòng trị sâu đầu đen được định danh bằng 
phương pháp sinh học phân tử. Các mẫu DNA chiết xuất từ vi 
khuẩn được sử dụng để khuếch đại trình tự gen 16S rRNA bằng 
PCR với cặp mồi 27F: 5′-GAGAGTTTGATCCTGGGCTCAG-3 
và 1492R: 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3. Chu trình phản 
ứng PCR gồm: Biến tính ban đầu ở 94°C trong 4 phút, 30 chu kỳ 
94°C trong 40 giây, bắt cặp 56°C trong 50 giây, kéo dài 72°C trong 
100 giây và bước cuối cùng ở 72°C trong 10 phút. Sản phẩm PCR 
được tinh sạch bằng kit thương mại và được giải trình tự bằng 
phương pháp Sanger [13]. Trình tự gen 16S rRNA được phân tích 
so sánh với dữ liệu có trên GenBank sử dụng công cụ BLAST. 

Xác định hoạt chất surfactin có trong chủng vi khuẩn tuyển 
chọn: Mẫu dịch vi khuẩn Bacillus tuyển chọn sau khi tăng sinh 
trong 48 giờ, nhiệt độ 37°C được ly tâm ở tốc độ 6.000 vòng/phút 
trong 15 phút để thu phần dịch nổi không có tế bào (CFS). Một 
phần của CFS được axit hóa đến pH 2,0 bằng HCl 6 N trong các 
ống nhựa đã được cân trước, để qua đêm ở 4°C, sau đó ly tâm ở 
6.000 vòng/phút trong 15 phút. Sau khi ly tâm, phần nổi phía trên 
được loại bỏ và kết tủa được hòa tan trong metanol nguyên chất tỷ 
lệ (1:10) (w/v). Dịch chiết metanol được lọc qua giấy lọc whatman 
(11µm), sau đó làm bay hơi đến cắn bằng thiết bị cô quay chân 
không. Cắn được hòa tan trong metanol và được đo bằng hệ thống 
sắc ký lỏng khối phổ UPLC-MS/MS. Mỗi thí nghiệm lặp lại 3 lần, 
mỗi lần tương ứng 01 mẫu [14].

2.3. Phương pháp xử lý số liệu

Dùng phần mềm excel để xử lý các số liệu. Các số liệu ghi 
nhận được xử lý thống kê bằng phương pháp One-Way ANOVA 
trên phần mềm Statgraphics phiên bản 19.

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Kết quả phân lập và sàng lọc các chủng vi khuẩn có tiềm 
năng phòng trị sâu đầu đen hại cây dừa

Phân lập và làm thuần: Sau khi phân lập 32 mẫu đất trồng dừa 
và đất không canh tác lâu năm lấy tại 16 điểm trên địa bàn tỉnh 
Bến Tre thu được 96 chủng vi khuẩn phân lập được có đặc điểm 
hình thái khuẩn lạc giống với vi khuẩn thuộc chi Bacillus như: 
khuẩn lạc tròn, có các màu như trắng ngà, trắng sữa, trắng đục, 
vàng, vàng ngà, xám, rìa tròn đều, lượn sóng hoặc răng cưa (hình 
1). Trong 96 chủng vi khuẩn phân lập được có 30 mẫu có khuẩn 
lạc màu trắng ngà (chiếm 31,25%), 15 mẫu có khuẩn lạc màu trắng 
sữa (chiếm 15,63%), 22 mẫu có khuẩn lạc màu trắng đục (chiếm 
22,92%), 10 mẫu có khuẩn lạc màu vàng (chiếm 10,42%), 17 mẫu 
có khuẩn lạc màu vàng ngà (chiếm 17,71%) và 2 mẫu có khuẩn lạc 
màu xám (chiếm 2,08%). Mật độ vi khuẩn Bacillus phân lập trong 
hai nhóm đất có sự chênh lệch lớn (đất canh tác dừa: 1,8*103-
2,7*105 CFU/g đất; đất không canh tác lâu năm: 2,1*105-5,6*107 
CFU/g đất) (bảng 1).

Bảng 1. Mật độ vi khuẩn trong mẫu đất thu nhận tại tỉnh Bến Tre.

Thứ tự Địa điểm lấy mẫu Loại đất
Mật độ 
vi khuẩn
(CFU/g đất)

Số chủng 
phân lập 
được

1 Xã An Ngãi Trung, Ba Tri
10°04’28.3”N 106°31’43.9”E Đất trồng dừa 1,8 *103 3

2 Xã An Ngãi Trung, Ba Tri
10°04’31.6”N 106°31’35.4”E

Đất không canh tác 
lâu năm 2,1 *105 6

3 Xã Phú Phụng, Chợ Lách
10°16’24.2”N 106°02’45.9”E Đất trồng dừa 2,6 *103 4

4 Xã Vĩnh Thành, Chợ Lách
10°12’03.4”N 106°13’11.7”E

Đất không canh tác 
lâu năm 3,7 *106 7

5 Xã Phú Đức, Châu Thành
10°17’39.9”N 106°18’47.0”E Đất trồng dừa 5,9 *104 6

6 Xã Tường Đa, Châu Thành
10°17’39.9”N 106°18’47.0”E

Đất không canh tác 
lâu năm 4,1 *105 8

7 Xã Thanh An, Mỏ Cày Bắc
10°10’54.3”N 106°18’06.5”E Đất trồng dừa 5,2 *103 5

8 Xã Phước Mỹ Trung, Mỏ Cày Bắc
10°11’02.1”N 106°16’07.2”E

Đất không canh tác 
lâu năm 6,4*106 6

9 Xã Thuận Điền, Giồng Trôm
10°11’05.2”N 106°24’40.7”E Đất trồng dừa 2,7 *105 8

10 Xã Phước Long, Giồng Trôm
10°08’48.0”N 106°24’50.8”E

Đất không canh tác 
lâu năm 4,9 *107 8

11 Xã Lộc Thuận, Bình Đại
10°13’11.8”N 106°34’25.6”E Đất trồng dừa 7,1 *104 7

12 Xã Thới Lai, Bình Đại
10°12’58.0”N 106°31’50.9”E

Đất không canh tác 
lâu năm 3,9 *107 8

13 Xã An Điền, Thạnh Phú
9°56’00.0”N 106°35’17.5”E Đất trồng dừa 7,6 *104 3

14 Xã Bình Thạnh, Thạnh Phú
9°54’53.9”N 106°30’37.6”E

Đất không canh tác 
lâu năm 5,6 *107 6

15 Xã Bình Phú, TP. Bến Tre
10°14’25.2”N 106°21’12.4”E Đất trồng dừa 3,6 *103 4

16 Xã Mỹ Thạnh, TP. Bến Tre
10°11’53.7”N 106°24’48.1”E

Đất không canh tác 
lâu năm 4.5 *106 7

Tổng cộng  96
    

Hình 1. Khuẩn lạc chủng vi khuẩn Bacillus B9.10. (A) Trên môi trường 
LB-Agar sau 48 giờ nuôi cấy; (B) Đại thể ở vật kính 10X.

Để xác định các chủng có khả năng là Bacillus, 96 chủng vi 
khuẩn sau khi làm thuần được kiểm tra các đặc tính sinh hóa. Kết 
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quả ở bảng 2 cho thấy, 96 chủng vi khuẩn bắt màu tím chứng 
tỏ các chủng vi khuẩn gram dương, có khả năng sinh bào tử, 
có enzyme catalase giúp phân giải H2O2 thành H2O và O2, xuất 
hiện phức hợp màu tím hoặc xanh đậm ở thử nghiệm oxidase, có 
khả năng di động trong môi trường thạch mềm có 50 ppm TTC 
(Triphenyl tetrazolium chloride), các chủng đều có khả năng sử 
dụng saccharose và maltose làm nguồn carbon đồng thời không 
thể lên men đường lactose. Trong thử nghiệm Voges-Proskauer và 
các thử nghiệm còn lại cho kết quả các chủng vi khuẩn đều có 
khả năng tạo ra acetoin trong môi trường glucose-phosphate, tăng 
trưởng tốt ở nhiệt độ 50°C, chịu được nồng độ muối 7% và phân 
hủy tinh bột đồng thời biến dưỡng citrate.  

Dựa theo khóa phân loại Bergey cho thấy 96 chủng vi khuẩn 
phân lập từ các mẫu đất có đặc điểm thuộc chi vi khuẩn Bacillus 
(hình 2) [15]. Kết quả này phù hợp với một số nghiên cứu đã công 
bố về đặc điểm hình thái và đặc tính sinh hóa của các chủng vi 
khuẩn Bacillus [16, 17].

 Khả năng sinh tổng hợp chất hoạt động bề mặt sinh học của 
các chủng Bacillus: Toàn bộ 96 chủng vi khuẩn Bacillus phân 
lập được tăng sinh trong môi trường NB lỏng không lắc ở nhiệt 
độ 37°C trong vòng 48 giờ để đánh giá khả năng sinh tổng hợp 
chất hoạt động bề mặt sinh học. Kết quả cho thấy, có 30 chủng vi 
khuẩn Bacillus có xuất hiện lớp màng màu trắng đục trên bề mặt 
môi trường (hình 3, bảng 3) tương đồng với kết quả nghiên cứu của 
Y. Yanti và cs (2017) [10]. Do vậy, có thể kết luận 30 chủng vi 
khuẩn này có khả năng sinh tổng hợp chất hoạt động bề mặt 
sinh học. 
Bảng 3. Các chủng Bacillus phân lập từ mẫu đất có khả năng sinh 
tổng hợp chất hoạt động bề mặt sinh học.

Thứ tự Chủng Thứ tự Chủng Thứ tự Chủng

1 B2.1 11 D2.2 21 D12.1

2 B9.9 12 D3 22 D10

3 B9.10 13 D4.1 23 D13

4 B14.3 14 D5.3 24 D14.2

5 B22.4 15 D6.2 25 D15

6 BA 16 D6.3 26 D18.5

7 BT411 17 D7 27 D22.4

8 BTN25 18 D8.10 28 D25.6

9 BTD 19 D11.10 29 D27.1

10 D1.1 20 D11.12 30 D32.5

            

Hình 3. Màng sinh học của chủng vi khuẩn Bacillus phân lập từ 
mẫu đất. (A) Chủng B9.10; (B) Chủng D13.

Hình 2. Kết quả kiểm tra sinh hóa của chủng vi khuẩn Bacillus phân lập 
từ mẫu đất. (A) Nhuộm gram; (B) Phân giải tinh bột; (C) Khả năng hình thành 
nội bào tử; (D) Khả năng di động; (E) Sinh catalase; (F) Sinh oxidase; (G) Sinh 
indole; (H) Voges-Proskauer; (I) Methyl Red; (J) Lên men đường lactose; (K) 
Lên men đường maltose; (L) Lên men đường saccharose; (M) Sinh trưởng ở 
50°C; (N) Sinh trưởng trong môi trường chứa 7% NaCl; (O) Sinh citrate.

Bảng 2. Kết quả thử nghiệm sinh hóa của các chủng vi khuẩn 
Bacillus phân lập từ mẫu đất.

Thứ tự Thử nghiệm sinh hóa Các chủng vi khuẩn phân lập
1 Gram +
2 Sinh nội bào tử (endospore) +
3 Voges-Proskauer +
4 Methyl Red +
5 Sinh oxidase +
6 Sinh catalase +
7 Sinh indole -
8 Sinh citrate +
9 Lên men đường Lactose -
10 Lên men đường Saccharose +
11 Lên men đường Maltose +
12 Tăng trưởng trong môi trường NaCl 7% +
13 Phát triển ở 50oC +
14 Khả năng di động +
15 Phân giải tinh bột +

Ghi chú: (+): dương tính; (-): âm tính. 
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Do đó, từ kết quả sàng lọc khả năng sinh tổng hợp chất hoạt 
động bề mặt sinh học trong môi trường NB lỏng, chọn 30 chủng 
vi khuẩn Bacillus tiến hành thí nghiệm khảo sát khả năng gây 
chết sâu đầu đen gây hại trên cây dừa. 

3.2. Nghiên cứu khả năng phòng trị sâu đầu đen của các 
chủng vi khuẩn Bacillus riêng lẻ ở quy mô phòng thí nghiệm

Từ 30 chủng vi khuẩn Bacillus có khả năng sinh tổng hợp 
chất hoạt động bề mặt, tiến hành đánh giá khả năng gây chết sâu 
đầu đen của các chủng vi khuẩn Bacillus riêng lẻ ở quy mô phòng 
thí nghiệm.

Dịch lên men của 30 chủng vi khuẩn Bacillus nuôi cấy trong 
môi trường LB lỏng được thu nhận sau tăng sinh 48 giờ, ly tâm 
với tốc độ 6.000 vòng/phút để loại bỏ sinh khối và được phun trực 
tiếp trên sâu đầu đen đã tuyển chọn. Kết quả phòng trị sâu đầu đen 
thể hiện qua bảng 4 cho thấy, hiệu lực gây chết sâu đầu đen của 
các chủng vi khuẩn có sự khác biệt có ý nghĩa. Sau 8 giờ theo dõi, 
chỉ có duy nhất chủng B9.10 đạt hiệu lực gây chết sâu đầu đen 
trên 50%, các chủng vi khuẩn còn lại có hiệu lực diệt sâu dưới 
50%. Sau 24 giờ theo dõi, hiệu lực gây chết sâu đầu đen đã tăng số 
lượng chủng đạt hiệu quả trên 50%, trong đó có 27/30 chủng, tỷ 
lệ gây chết từ 50,00% đến 100,00% chiếm 90% số chủng phân lập 
có khả năng năng sinh tổng hợp chất hoạt động bề mặt. Trong đó, 
có 2 chủng có hiệu lực gây chết sâu đầu đen mạnh trên 85% sau 
24 giờ theo dõi là chủng Bacillus B9.10 và chủng Bacillus D13. 
Chủng Bacillus B9.10 đạt hiệu quả gây chết sâu đầu đen cao nhất 
là 100,00% và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với các chủng còn 
lại, tiếp đến là chủng Bacillus D13 có hiệu lực gây chết sâu đầu 
đen đạt 86,67% sau 24 giờ theo dõi (hình 4).

 

Hình 4. Kết quả thử nghiệm khả năng phòng trị sâu đầu đen sau 
48 giờ tăng sinh. (A) Chủng B9.10; (B) Chủng D13; (C) Đối chứng.

So sánh kết quả của các nghiên cứu khác cho thấy khả năng 
phòng trừ sâu đầu đen của các chủng vi khuẩn Bacillus có thể 
thông qua cơ chế tác động của chất hoạt động bề mặt sinh học được 
hình thành bởi một số lipopeptide và polyketide bao gồm surfactin, 
iturin, fengycin, bacyllomicin, bacillaene, macrolactin, difficidin; 
được tổng hợp trong quá trình lên men vi khuẩn [8, 11, 18]. Một số 
nghiên cứu cho thấy các lipopeptide trực tiếp gây phá vỡ và phân 
hủy lớp biểu mô, gây tổn thương mô ruột giữa của ấu trùng, dẫn 
đến ấu trùng bị chết [19-21]. 

Như vậy, trong 30 chủng vi khuẩn Bacillus, chủng Bacillus 
B9.10 có hiệu lực phòng trừ sâu đầu đen cao nhất (100,00%), kế 
đến là chủng Bacillus D13 có hiệu lực phòng trừ sâu đầu đen đạt 
86,67% sau 24 giờ theo dõi. Do đó, hai chủng Bacillus này được 
tuyển chọn và định danh bằng phương pháp sinh học phân tử.

Bảng 4. Hiệu lực phòng trừ sâu đầu đen của 30 chủng Bacillus 
tăng sinh 48 giờ trên môi trường LB lỏng.

Thứ 
tự Ký hiệu Hiệu lực diệt sâu sau 

8 giờ theo dõi (%)
Hiệu lực diệt sâu sau 
16 giờ theo dõi (%)

Hiệu lực diệt sâu sau 
24 giờ theo dõi (%)

1 DC 0,00 0,00 0,00 

2 B2.1 26,67defg 57,78hi 66,67efg

3 B9.9 37,78hijk 60,00ij 73,33fg

4 B9.10 62,22m 66,67jk 100,00i

5 B14.3 24,44def 40,00de 66,67efg

6 B22.4 20,00bcde 60,00ij 53,33bcd 

7 BA 22,22cde 33,33cd 62,22cdef

8 BT411 11,11ab 31,11bc 60,00bcde

9 BTN25 13,33abc 31,11bc 53,33bcd

10 BTD 6,67a 24,47ab 48,89c

11 D1.1 17,78bcd 33,33cd 71,11efg

12 D2.2 40,00ijk 53,33ghi 73,33fg

13 D3 37,78hijk 51,11gh 75,56gh

14 D4.1 44,44kl 68,89k 75,56gh

15 D5.3 51,11l 60,00ij 73,33fg

16 D6.2 40,00 ijk 53,33ghi 73,33fg

17 D6.3 37,78hijk 42,22ef 51,11bc

18 D7 35,56ghij 42,22ef 71,11efg

19 D8.10 37,778hijk 48,89fg 66,67efg

20 D10 44,44 jkl 57,78 hi 73,33fg

21 D11.10 42,22ijkl 57,78hi 64,44defg

22 D11.12 33,33fghi 48,89fg 68,89efg

23 D12.1 35,56ghil 46,67efg 66,67efg

24 D13 37,78hijk 46,67efg 86,67h

25 D14.2 37,78hijk 46,67efg 73,33fg

26 D15 26,67defg 40,00de 51,11bc

27 D18.5 33,33fghi 42,22ef 51,11bc

28 D22.4 4,44a 22,22a 33,33a

29 D25.6 22,22cde 31,11bc 60,00bcde

30 D27.1 28,89efgh 42,22ef 64,44defg

31 D32.5 26,67defg 33,33cd 48,89b

abcdefghijk: các ký tự theo hàng dọc khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý 
nghĩa p≤0,05.
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3.3. Kết quả định danh

Kết quả điện di sản phẩm PCR cho thấy đã khuếch đại thành 
công đoạn gen có kích thước 1.500 bp ở 2 chủng vi khuẩn Bacillus 
B9.10 và D13. Để xác định danh pháp đến mức loài, các chủng 
vi khuẩn sau khi thực hiện phản ứng PCR sẽ tiến hành giải trình 
tự nucleotide ở đoạn gen 16S rRNA. Trình tự nucleotide của 02 
chủng vi khuẩn được chọn sau khi giải mã tiến hành so sánh trình 
từ trên ngân hàng dữ liệu NCBI-Blast cho thấy chủng B9.10 là 
chủng Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum độ tương 
đồng 99,86% và chủng D13 là chủng Bacillus velezensis độ tương 
đồng 99,93%. 

3.4. Phân tích hàm lượng surfactin có trong dịch vi khuẩn 
Bacillus 

Mẫu dịch vi khuẩn Bacillus B9.10 và D13 được tăng sinh trong 
48 giờ ở nhiệt độ 37°C, sau đó tiến hành chiết tách bằng dung 
môi và làm sạch, làm giàu qua cột chiết pha rắn SPE C18 trước 

khi phân tích bằng hệ thống sắc ký lỏng ghép 02 lần khối phổ 
UPLC-MS/MS. Phân tích dữ liệu được thực hiện bằng cách so 
sánh với chất chuẩn. Đối với chủng Bacillus amyloliquefaciens 
subsp. plantarum B9.10, surfactin được phát hiện ở thời gian lưu 
là 5,00 phút (hình 5A). Cấu hình tương tự thu được đối với chủng 
Bacillus velezensis D13 ở thời gian lưu là 5,01 phút (hình 5B).

Kết quả ở bảng 5 cho thấy, chủng Bacillus amyloliquefaciens 
subsp. plantarum B9.10 và Bacillus velezensis D13 có khả năng 
diệt sâu đầu đen đạt trên 85% đều có sự xuất hiện hoạt chất 
surfactin. Trong đó, chủng Bacillus amyloliquefaciens subsp. 
plantarum B9.10 có hàm lượng surfactin đạt 0,60 mg/g và chủng 
Bacillus velezensis D13 có hàm lượng surfactin đạt 0,42 mg/g. 
Kết quả này tương đồng với nhiều nghiên cứu đã chứng minh các 
chủng vi khuẩn Bacillus có sự hiện diện của chất hoạt động bề mặt 
sinh học, điển hình là hoạt chất surfactin đều có khả năng gây độc 
cho côn trùng [7, 8, 22]. 

Hình 5. Sắc ký đồ phân tích UPLC-MS/MS của dịch vi khuẩn Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum B9.10 (A) và vi khuẩn Bacillus 
velezensis D13 (B) có chứa surfactin.
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Bảng 5. Hàm lượng surfactin trong dịch vi khuẩn Bacillus 
amyloliquefaciens subsp. plantarum B9.10 và vi khuẩn Bacillus 
velezensis D13.

Thứ tự Tên chủng Hàm lượng surfactin 
(mg/g)

1 Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum B9.10 0,60 

2 Bacillus velezensis D13 0,42

Từ những nghiên cứu trên cho thấy chủng vi khuẩn Bacillus 
amyloliquefaciens subsp. plantarum B9.10 và chủng vi khuẩn 
Bacillus velezensis D13 được đánh giá là 02 chủng vi khuẩn tiềm 
năng trong việc sản xuất chế phẩm sinh học phòng trị sâu đầu đen 
gây hại trên cây dừa tại tỉnh Bến Tre.

4. Kết luận

Từ 32 mẫu đất được thu thập ở khu vực đất vườn dừa và đất 
không canh tác lâu năm tại tỉnh Bến Tre đã phân lập được 96 chủng 
vi khuẩn Bacillus, sàng lọc được 30 chủng tạo chất hoạt động bề 
mặt sinh học. Trong đó, chủng vi khuẩn Bacillus amyloliquefaciens 
subsp. plantarum B9.10 và Bacillus velezensis D13 có khả năng 
gây chết sâu đầu đen với hiệu lực lần lượt là 100,00 và 86,67% sau 
24 giờ theo dõi. Kết quả phân tích hàm lượng hoạt chất surfactin 
của chủng Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum B9.10 và 
chủng Bacillus velezensis D13 lần lượt là 0,60 và 0,42 mg/g.
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