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MỞ ĐẦU 

Sự sinh trƣởng và năng suất của cây trồng bị ảnh hƣởng nghiêm trọng bởi 

các yếu tố căng thẳng sinh học và phi sinh học. Các yếu tố stress sinh học nhƣ côn 

trùng phá hoại hoặc vi sinh vật gây bệnh cho cây trồng. Các yếu tố stress phi sinh 

học bao gồm hạn hán, độ mặn, nhiệt độ, kim loại nặng và các chất ô nhiễm hữu cơ. 

Trong số các yếu tố stress phi sinh học, độ mặn ảnh hƣởng nghiêm trọng nhất và 

đƣợc coi là một trong những yếu tố hạn chế đáng kể nhất đối với năng suất nông 

nghiệp và an ninh lƣơng thực. Hiện nay, xâm nhập mặn đang lan rộng trên toàn cầu 

với tốc độ tăng nhanh và làm tăng nguy cơ mất an ninh lƣơng thực ở một số quốc 

gia. Các khu vực đồng bằng của Ấn Độ, Myanmar và Bangladesh là những vùng 

sản xuất lúa gạo lớn của thế giới đang phải đối mặt với mối đe dọa nghiêm trọng về 

an ninh lƣơng thực do đất ven biển bị nhiễm mặn. Ở Việt Nam, xâm nhập mặn xuất 

hiện không theo chu kỳ ở các vùng ven biển nhất là ở vùng Đồng bằng sông Cửu 

Long, gây thiệt hại lớn cho sản xuất nông nghiệp đặc biệt là lúa nƣớc. Theo thống 

kê năm 2015, ƣớc tính có khoảng 35,5% diện tích trồng lúa 8 tỉnh ven biển bị ảnh 

hƣởng. Xâm nhập mặn tăng kỷ lục trong năm 2016 gây ra thiệt hại 139.000 ha lúa ở 

đồng bằng sông Cửu Long với ƣớc t nh năng suất giảm 30-70%. Năm 2020, xâm 

nhập mặn gây thiệt hại khoảng 34.600 ha thuộc 4 tỉnh Cà Mau, Kiên Giang, Bến 

Tre và Sóc Trăng với năng suất ƣớc tính giảm từ 30-70%. 

Có nhiều biện pháp khắc phục xâm nhiễm mặn nhƣ là xây dựng hệ thống ngăn 

mặn lấy ngọt tiêu úng, tạo ra các giống lúa chịu mặn và gia tăng rừng ngập mặn ven 

biển… Những phƣơng pháp này đòi hỏi nhiều thời gian và kinh phí. Gần đây, trên 

thế giới có nhiều nghiên cứu ứng dụng vi sinh vật chịu mặn k ch th ch sinh trƣởng 

thực vật (PGPB) để giảm thiểu tác hại của các yếu tố stress sinh học và phi sinh học 

khác nhau ở thực vật. Kết quả cho thấy PGPB với khả năng sinh axit indole-3-acetic  

(IAA), 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (ACC deaminase), cố định 

nitơ, phân giải phosphate và sinh siderophores… hỗ trợ cho cây trồng chống chịu 

với stress mặn, có thể đƣợc sử dụng để cải tạo, nâng cao năng suất của các hệ sinh 

thái nông nghiệp vùng đất nhiễm mặn.  

Ở Việt Nam, việc sử dụng PGPB chịu mặn để tăng khả năng chống chịu mặn 

của cây lúa còn chƣa đƣợc chú ý. Các nghiên cứu mới tập trung vào phân lập các 

chủng vi sinh vật có hoạt tính sinh học nhƣ cố đinh nitơ, phân gải phosphate và sinh 
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IAA… Chƣa có các nghiên cứu đánh giá hiệu quả của vi sinh vật chịu mặn sinh 

IAA và sinh ACC deaminase trong việc hỗ trợ cây lúa sinh trƣởng và phát triển 

trong điều kiện nhiễm mặn, đồng thời, chƣa có nghiên cứu về sự biểu hiện của các 

gen liên quan đến đáp ứng mặn ở cây lúa do sự hỗ trợ của vi sinh vật. Vì vậy, luận 

án: “Nghiên cứu tuyển chọn các chủng vi khuẩn chịu mặn có đặc tính kích thích 

sinh trưởng thực vật và tác động đến biểu hiện gen liên quan đến đáp ứng mặn 

của cây lúa.” đƣợc thực hiện với mục tiêu và nội dung sau: 

Mục Tiêu:  

Phân lập, tuyển chọn đƣợc các chủng vi khu n chịu mặn sinh chất k ch th ch 

sinh trƣởng thực vật (IAA, ACC deaminase, phân giải phosphate, phân giải 

cellulose, cố định nitơ và sinh siderophores) và nghiên cứu biểu hiện gen liên quan 

đến đáp ứng mặn của cây lúa. 

Nội dung: 

1. Phân lập và tuyển chọn các chủng vi khu n chịu mặn có khả năng sinh chất 

k ch th ch sinh trƣởng thực vật nhƣ IAA, ACC deaminase, phân giải 

phosphate, phân giải cellulose, cố định nitơ và sinh siderophores; 

2. Đánh giá khả năng hỗ trợ cây lúa chịu mặn của các chủng vi khu n chọn lọc; 

3. Nghiên cứu sự biểu hiện của các gen liên quan đến đáp ứng với stress mặn ở 

cây lúa dƣới sự hỗ trợ của chủng vi khu n chọn lọc; 

4. Giải trình tự hệ gen của chủng khu n chọn lọc và xác định các gen liên quan 

đến khả năng chịu mặn và sinh chất k ch th ch sinh trƣởng thực vật. 

Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài:  

Đề tài luận án phân lập các chủng vi khu n chịu mặn có khả năng sinh chất 

k ch th ch sinh trƣởng thực vật, từ đó chọn lọc đƣợc các chủng vi khu n có khả 

năng hỗ trợ cây lúa sinh trƣởng và phát triển trong điều kiện nhiễm mặn. Kết quả 

của đề tài luận án có ý nghĩa phục vụ công tác tạo chế ph m sinh học, nâng cao hiệu 

quả sản xuất cây lúa ở các vùng trồng lúa bị nhiễm mặn. Kết quả của đề tài luận án 

c ng bổ sung và làm giàu thêm nguồn gen vi sinh vật hữu ích và cung cấp các thông 

tin về các gen chịu mặn ở cây lúa đƣợc kích thích bởi các chủng vi khu n kích thích 

sinh trƣởng thực vật. 
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Đóng góp mới của luận án: 

Luận án phân lập và sàng lọc các chủng vi khu n chịu mặn sinh IAA, ACC 

deaminase và phân giải phosphate từ các nguồn phân lập khác nhau. Từ đó lựa chọn 

các chủng chịu mặn mang nhiều nhiều đặc điểm của vi sinh vật kích thích sinh 

trƣởng thực vật và có tiềm năng làm chế ph m sinh học. 

Đánh giá biến đổi biểu hiện của các gen liên quan đến khả năng chịu mặn ở 

cây lúa với sự hỗ trợ của các chủng vi khu n chọn lọc. 

Giải trình tự toàn bộ hệ gen của chủng vi khu n chọn lọc từ đó xác định đƣợc 

các gen liên quan đến khả năng k ch th ch sinh trƣởng và chịu mặn. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN 

1. 1. Tổng quan về vi sinh vật k  h th  h sinh tr ởng thự  vật 

1.1.1. Khái niệ  vi sinh vật   ch th ch sinh trưởng thực vật 

  Vi sinh vật bao gồm vi khu n, xạ khu n, nấm, tảo và động vật nguyên sinh 

giữ vai trò quan trọng trong việc cấu thành chất lƣợng đất. Sự đa dạng về chủng loài 

và mật độ của các loài vi sinh vật phụ thuộc nhiều vào loại đất. Vi sinh vật đất có 

khả năng phát triển nhanh chóng nhờ sử dụng các chất dinh dƣỡng trong đất. Nhóm 

vi sinh vật này có thể phân bố tự do trong đất, vùng đất xung quanh rễ cây hoặc 

xâm nhập vào rễ (nội sinh). Đặc biệt, mật độ vi sinh vật đƣợc tìm thấy xung quanh 

rễ cây lớn hơn nhiều so với mật độ vi sinh vật ở các khu vực khác. Nguyên nhân 

làm mật độ vi sinh vật xung quanh vùng rễ cây cao có thể là các chất dinh dƣỡng 

(axit amin, đƣờng và axit hữu cơ) do hệ rễ tiết ra đƣợc các vi sinh vật tại vùng rễ sử 

dụng cho quá trình trao đổi chất để tồn tại, sinh trƣởng và phát triển [1]. Sự tƣơng 

tác giữa vi sinh vật đất và cây có thể có lợi, có hại hoặc trung t nh đối tùy thuộc vào 

điều kiện của đất. Thậm ch , khi điều kiện đất thay đổi, tác dụng của một loại vi 

sinh vật cụ thể đối với cây trồng c ng có thể thay đổi theo. Vi sinh vật tồn tại tự do 

trong đất, ở vùng rễ cây hoặc cƣ trú nội sinh ở mô thực vật có khả năng làm tăng 

cƣờng quá trình sinh trƣởng và phát triển của thực vật và hỗ trợ thực vật chống lại 

bệnh tật hoặc tác hại của các yếu stress phi sinh học đƣợc gọi chung là vi sinh vật 

k ch th ch sinh trƣởng thực vật (PGPB) [2]. 

1.1.2. Đặc điểm của vi sinh vật   ch th ch sinh trưởng thực vật 

  Vi sinh vật k ch th ch sinh trƣởng thực vật có thể thúc đ y sự sinh trƣởng và 

phát triển của thực vật một cách gián tiếp hoặc trực tiếp. Sự thúc đ y quá trình sinh 

trƣởng ở thực vật xảy ra gián tiếp khi những vi sinh vật này làm giảm hoặc ngăn 

chặn một số tác động có hại của mầm bệnh (thƣờng là nấm). Trong khi đó, sự thúc 

đ y trực tiếp quá trình tăng trƣởng thực vật là do các vi sinh vật này tạo điều kiện 

thuận lợi cho cây trồng thu nhận các chất dinh dƣỡng có sẵn trong môi trƣờng nhƣ 

nitơ, sắt và phosphate hòa tan. Đặc biệt, nhóm vi sinh vật này còn có khả năng làm 

thay đổi nồng độ hormone, điều hòa quá trình tăng trƣởng ở thực vật (auxin, 

cytokinin và ethylene), nhờ đó cây trồng có thể hấp thu và sử dụng một cách có hiệu 

quả. Một số đặc điểm quan trọng của PGPB đƣợc trình bày ở Hình 1.1[2]. 
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  nh      Đặc điểm của vi sinh vật k ch th ch sinh trƣởng thực vật  

    2     hả năng c    nh nit   

Tất cả các sinh vật cần nitơ để tổng hợp các phân tử sinh học nhƣ protein và 

axit nucleic. Tuy nhiên, nguồn nitơ ch nh trong tự nhiên là nitơ kh  quyển (N2) thì 

hầu hết các sinh vật sống bao gồm cả sinh vật nhân chu n không sử dụng đƣợc. Cố 

định nitơ sinh học là quá trình khử N2 thành ammoniac (NH3) thông qua các vi sinh 

vật cố định nitơ nhờ đó mà thực vật có thể hấp thụ đƣợc nguồn dinh dƣỡng nitơ tự 

nhiên này. Vi sinh vật cố định nitơ có thể ở trạng thái cộng sinh (nhƣ hình thành các 

nốt sần rễ cây đặc biệt là cây họ Đậu) hoặc không cộng sinh (sống tự do trong đất). 

Các vi sinh vật cố định nitơ thực hiện quá trình cố định nitơ nhờ phức hệ enzyme 

nitrogenase với sự tham gia của ATP [3]. Vi sinh vật cố định nitơ thuộc nhiều chi 

khác nhau nhƣ: Rhizobium, Bradyrhizobium, Herbaspirillum, Azospirillum, 

Burkholderia, Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter và  lebsiella … 

Klebsiella oxytoca M5a1 là vi sinh vật cố định nitơ đầu tiên mà các gen liên 

quan đến quá trình tổng hợp nitơ và chức năng của enzyme nitrogenase đƣợc xác 

định và mô tả. Trong bộ gen của vi sinh vật này, 20 gen nif đƣợc phân bố trong 

vùng nhiễm sắc thể 24 kb, đƣợc tổ chức thành 8 operon: nifJ, nifHDKTY, nifENX, 

nifUSVWZ, nifM, nifF, nifLA, và nifBQ. Gen nifD và nifK mã hóa cho FeMo-

protein, gen nifH mã hóa cho Fe-protein [4].  

Một số loài trong chi Bacillus có khả năng cố định nitơ nhƣ B. subtilis, B. 

megaterium, B. circulans, B. aerophilus, B. flexus và B. oceanisediminis. Cơ sở 

phân tử của quá trình cố định nitơ ở các loài Bacillus dị dƣỡng này đã đƣợc chứng 
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minh là nhờ vào sự có mặt của gen NifH [5]. Văn Thị Phƣơng Nhƣ và Cao Ngọc 

Điệp (2014) [6] đã chứng minh rằng sử dụng 02 chủng cố định nitơ phân lập từ rễ 

lúa (Azospirillum amazonense và Burkholderia kururiensis) có thể cung cấp 50% 

đạm sinh học cho nhu cầu sinh trƣởng và phát triển của cây lúa, cải thiện chất lƣợng 

hạt và chất lƣợng đất trồng lúa ở thành phố Tuy Hòa, tỉnh Phú Yên. Kết quả phân 

t ch gen cho thấy cả hai chủng này đều mang gen NifH. 

    2 2   hả năng h a tan phosphate 

 Phospho (P) là một trong những nguyên tố thiết yếu cho quá trình sinh 

trƣởng và phát triển của cây trồng, chiếm khoảng 0,2% trọng lƣợng khô của cây. 

Photpho đƣợc xếp vị tr  thứ hai (sau nitơ) trong số các chất dinh dƣỡng phổ biến, có 

ảnh hƣởng lớn đến sự phát triển của cây trồng. Cây trồng chỉ hấp thu phospho ở 

dạng muối hòa tan. Tuy nhiên, trong đất nguyên tố này tồn tại chủ yếu ở dạng muối 

phosphate không tan của sắt, nhôm và canxi. Hàm lƣợng phospho trung bình trong 

đất chiếm khoảng 0,05% (w/w), tuy nhiên chỉ có khoảng 0,1% lƣợng này là cây 

trồng có khả năng sử dụng đƣợc. Trong quá trình canh tác, khoảng 70-90% lƣợng 

phospho ở dạng phosphate đƣợc giữ lại thông qua liên kết với Ca
2+

 để tạo thành 

canxi phosphate trong đá vôi, trong đất hoặc với Al
3+

, Fe
3+

 để tạo thành nhôm 

phosphate (AlPO), sắt phosphate (FePO) không tan trong đất chua [7]. 

 Một số vi sinh vật có khả năng hòa tan và khoáng hóa phosphate khó tan để 

cung cấp cho quá trình sinh trƣởng và phát triển ở cây trồng. Ngoài phân lân hóa 

học, quá trình hòa tan và khoáng hóa phosphate của vi sinh vật là cách khả thi duy 

nhất để tăng nguồn phosphate hòa tan cho cây trồng. Trong môi trƣờng tự nhiên, 

nhiều vi sinh vật trong đất và rễ có hiệu quả trong việc giải phóng phosphate từ 

phosphate không tan trong đất thông qua quá trình hòa tan và khoáng hóa [8]. Các 

vi sinh vật này làm tăng t nh khả dụng sinh học của phosphate không tan để thực vật 

sử dụng. Nhóm vi sinh vật này đƣợc gọi là vi sinh vật hòa tan phosphate chủ yếu 

gồm vi khu n, nấm, xạ khu n và tảo. Bên cạnh đó, các vi sinh vật đất chịu mặn 

(halophilic) c ng thể hiện khả năng hòa tan phosphate, nhờ đó k ch th ch quá trình 

sinh trƣởng và phát triển cuả cây trồng trong điều kiện nhiễm mặn. Vi sinh vật hòa 

tan phosphate bằng nhiều cơ chế khác nhau nhƣ: hoà tan bằng axit, chelat hóa và 

khoáng hóa (Hình 1.2). 
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  nh   2  Cơ chế hòa tan phosphate của vi sinh vật [8] 

 +) Hoà tan bằng axit: Cơ chế ch nh của quá trình hòa tan phosphate trong đất 

là làm giảm pH của đất thông qua sản xuất axit hữu cơ hoặc giải phóng các proton. 

Trong đất kiềm, phosphate kết hợp với canxi tạo canxi phosphate, không hòa tan 

trong đất. Độ hòa tan của hợp chất này tăng lên khi pH của đất giảm xuống. Sự có 

mặt của các axit hữu cơ làm giảm pH khiến cho hợp chất phosphate ở dạng kết tủa 

dễ dàng bị hòa tan [8]. Các vi sinh vật khác nhau tạo ra các loại và lƣợng axit hữu 

cơ khác nhau. Hiệu quả của quá trình hòa tan phụ thuộc vào độ mạnh và t nh chất 

của axit sinh ra. Trong đó, các axit tri- và di-carboxylic có hiệu quả hơn so với các 

axit monobasic và axit vòng thơm. Các axit béo đƣợc cho là có khả năng hòa tan 

phosphate hiệu quả hơn so với axit phenolic, citric và fumaric. Một số axit hữu cơ 

khác có khả năng hòa tan phosphate nhƣ axit citric, lactic, gluconic, 2-ketogluconic, 

oxalic, glyconic, acetic, malic, fumaric, succinic, malonic, glutaric, propionic, 

butyric, glyoxalic và adipic. Trong đó, axit gluconic và axit ketogluconic là hai axit 

có khả năng hòa tan phosphate mạnh hơn. Cụ thể, axit gluconic là axit hữu cơ ch nh 

đƣợc sản xuất bởi các vi khu n nhƣ Pseudomonas sp., Erwinia herbicola và B. 

cepacia. Axit ketogluconic xuất hiện ở một số chủng R. leguminosarum, R. meliloti 

và B. firmus. Ngoài ra, hai loài B. licheniformis và B. amyloliquefaciens có khả 
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năng hòa tan phosphate mạnh do khả năng sinh hỗn hợp nhiều loại axit hữu cơ nhƣ 

lactic, isovaleric, isobutyric và axetic [9]. 

 ) Quá trình chelat hóa: Các axit hữu cơ và vô cơ đƣợc sản xuất bởi vi sinh 

vật hòa tan phosphate bằng cách chelat hoá với các cation và cạnh tranh vị tr  hấp 

phụ trong đất với phosphate. Các nhóm hydroxyl và carboxyl của phức axit chelate-

cation liên kết với phosphate, tạo thành các dạng hòa tan [10]. Axit 2-ketogluconic 

có thể hình thành phức chelat Ca
2+

 mạnh. Axit nitric và axit sulphuric phản ứng với 

canxi phosphate và chuyển hóa thành dạng hòa tan. 

   ) Quá trình khoáng hóa: Thực vật và động vật chứa một lƣợng lớn các hợp 

chất phosphate hữu cơ nhƣ axit nucleic, phospholipid, phosphate đƣờng, axit phytic, 

polyphosphate và phosphonate. Các vi sinh vật khoáng hóa phospho hữu cơ trong 

đất bằng cách sản xuất các phosphatase nhƣ phytase thủy phân các dạng hữu cơ của 

các hợp chất phosphate, do đó giải phóng phosphate vô cơ để thực vật sử dụng. Một 

số nấm sản xuất phytase nhƣ: Aspergillus candus, A. fumigatus, A. fumigatus. 

Bacillus và Streptomyces spp. có khả năng khoáng hóa các phosphate hữu cơ phức 

tạp nhờ vào sản xuất các enzyme ngoại bào nhƣ phosphoesterase, 

phosphodiesterase, phytase và phospholipases [10]. 

  Sử dụng vi sinh vật hòa tan phosphate nhƣ một loại chế ph m vi sinh để phục 

hồi đất bạc màu và khôi phục năng suất của đất sản xuất nông nghiệp. Chủng B. 

thuringiensis có khả năng hòa tan phosphate cao làm tăng chiều dài của rễ lúa trong 

phòng th  nghiệm. Khi sử dụng kết hợp hai chủng Azotobacter chroococcum và B. 

subtilis năng suất lúa mì đƣợc cải thiện đáng kể [11].  

  Sử dụng vi sinh vật hòa tan phosphate phục hồi và cải tạo đất nông nghiệp 

nhiễm mặn-kiềm s  cho hiệu quả cao mà không gây ra bất kỳ nguy hiểm nào về môi 

trƣờng hoặc sức khỏe do quá trình sử dụng phân bón tổng hợp liên tục. Chủng 

Kushneria sp. YCWA18 chịu mặn, hòa tan phosphate vô cơ và phosphate hữu cơ có 

thể đƣợc sử dụng để cải tạo đất nông nghiệp nhiễm kiềm mặn [12] 

  Theo Văn Thị Phƣơng Nhƣ và Cao Ngọc Điệp (2014) [13] hai chủng vi 

khu n P. putida TAL01 và B. subtilis TAL04 hòa tan phosphate khó tan đã cung 

cấp 50% lân hữu dụng cho cây lúa trồng trên đất thịt pha cát ở thành phố Tuy Hòa, 

tỉnh Phú Yên. 

    2     hả năng sinh t ng h p     
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  Axit idole-3-acetic (IAA) là hormone k ch th ch sự phát triển ở thực vật, 

thuộc nhóm auxin, là nhóm có tác dụng sinh lý mạnh nhất. IAA ảnh hƣởng đến sự 

phân chia, kéo dài và biệt hóa tế bào; k ch th ch sự nảy mầm của hạt và củ; tăng tỷ 

lệ phát triển xylem và rễ; kiểm soát các quá trình sinh trƣởng sinh dƣỡng; hình 

thành rễ bên; sự ra hoa; ảnh hƣởng đến quá trình quang hợp, hình thành sắc tố, sinh 

tổng hợp các chất chuyển hóa khác nhau và chống lại các điều kiện bất lợi [14]. 

 Kết quả phân t ch ở các loài vi sinh vật khác nhau cho thấy sự tƣơng đồng giữa 

con đƣờng sinh tổng hợp IAA ở thực vật và vi sinh vật. IAA thƣờng đƣợc tổng hợp 

theo hai con đƣờng là phụ thuộc và không phụ thuộc tryptophan. Ở vi sinh vật con 

đƣờng tổng hợp IAA không phụ thuộc tryptophan còn chƣa r  ràng. Có bốn con 

đƣờng tổng hợp IAA phụ thuộc tryptophan đƣợc phân loại dựa trên hợp chất trung 

gian trong quá trình chuyển hóa gồm indole-3-pyruvate (IPA), tryptamine (TPM), 

indole-3-acetonitrile (IAN) và indole-3-acetamide (IAM) (Hình 1.3. 

 

  nh    . Con đƣờng sinh tổng hợp IAA [15] 

 Con đƣờng tổng hợp IAA từ indole-3-acetamide (IAM): Con đƣờng tổng hợp 

IAA qua hợp chất trung gian indole-3-acetamide đƣợc đánh giá là phổ biến nhất và 

đặc trƣng cho sự tổng hợp IAA của vi sinh vật. Đầu tiên tryptophan đƣợc chuyển 

thành IAM bởi enzyme tryptophan-2-monooxygenase (IaaM) mã hóa bởi gen IaaM. 

Tiếp theo, IAM đƣợc chuyển thành IAA thông qua sự xúc tác của IAM hydrolase 

(IaaH) mã hóa bởi gen iaaH [16]  
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 Con đƣờng tổng hợp IAA từ indole-3-pyruvate (IPyA): Con đƣờng indole-3-

pyruvate đƣợc cho là một con đƣờng ch nh cho sinh tổng hợp IAA trong thực vật. 

Tuy nhiên, các gen chủ chốt và enzyme chƣa đƣợc xác định trong các loài thực vật. 

Ở vi sinh vật, sản xuất IAA thông qua con đƣờng IPyA đã đƣợc mô tả ở nhiều loài 

nhƣ Pantoea agglomerans, Bradyrhizobium sp., Azospirillum sp., Rhizobium sp., 

Enterobacter cloacae và vi khu n lam. Bƣớc đầu tiên trong con đƣờng này là biến 

đổi tryptophan thành IPyA nhờ vào vai trò xúc tác của aminotransferase 

(transamination). Trong tỷ lệ giới hạn thì IPyA bị decarboxylated thành indole-3-

acetaldehyd (IAAld) bởi decarboxylase indole-3-pyruvate (IPDC). Trong bƣớc cuối 

cùng IAAld bị oxy hóa thành IAA [17].  

 Con đƣờng tổng hợp IAA từ tryptamine (TPM): Tryptophan đƣợc chuyển hoá 

thành TPM bởi decarboxylase sau đó TPM chuyển hoá thành IAAld bởi amine 

oxidase. Cuối cùng IAAld đƣợc chuyển hoá thành IAA bởi dehydrogenases. Trp có 

thể đƣợc chuyển hoá trực tiếp thành IAAld bởi tryptophan side chain 

monooxygenase theo con đƣờng tổng hợp IAA từ tryptophan side-chain oxidase 

(TSO). Tuy nhiên con đƣờng này chỉ đƣợc tìm thấytrong P. fluorescens CHA0 [18]  

 Con đƣờng tổng hợp IAA từ indole-3-acetonitrile (IAN): Đầu tiên tryptophan 

chuyển hoá thành indole-3-acetaldoxime (IAOX) bởi oxidoreductase, tiếp theo 

IAOX đƣợc chuyển hoá thành indole-3-acetonitrile (IAN) bởi indoleacetaldoxime 

dehydratase. Khi đó, IAN có thể đƣợc chuyển hoá thành IAA bởi nitrilases hoặc hệ 

NHase/amidase [19].  

    2     hả năng sinh     deaminase  

 Khả năng sinh enzyme 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase 

(ACCD) là một đặc điểm quan trọng của PGPB, giúp thực vật sinh trƣởng và chống 

chịu với các yếu tố stress phi sinh học nhƣ hạn hán và nhiễm mặn. Ethylene là 

hormone thuộc nhóm ức chế sự phát triển của thực vật. Khi gặp các yếu tố stress 

môi trƣờng nhƣ nhiệt độ cao, nhiệt độ thấp, hạn hán, kim loại nặng, chất ô nhiễm 

hữu cơ và độ mặn cao cây trồng sản sinh ra ethylene để hạn chế quá trình phát triển 

của thân và rễ. Hiện tƣợng này đƣợc gọi là stress ethylene. Thực vật phản ứng với 

stress bằng cách sản xuất hợp chất axit 1-amino-cyclopropane-1-carboxylic (ACC), 

tiền chất của ethylene. ACC đƣợc cây trồng tiết vào trong đất ở vị tr  xung quanh 

vùng rễ và đƣợc hệ thống rễ hấp thụ lại một lần nữa trƣớc khi chuyển thành 
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ethylene. Cơ chế để vi sinh vật kích thích sinh trƣởng thực vật làm giảm stress là 

làm giảm nồng độ ethylene thông qua việc thủy phân tiền chất là ACC bằng ACC 

deaminase. Vi sinh vật kích thích tăng trƣởng thực vật chứa ACC deaminase có thể 

phân giải ACC thành amoniac và α-ketobutyrate, làm giảm hàm lƣợng ethylene bên 

trong cây (Hình 1.4). Do đó, PGPB chứa ACC deaminase có khả năng hạn chế tác 

hại của các yếu tố stress phi sinh học. Một số nghiên cứu cho thấy, thực vật đƣợc 

nhiễm PGPB có chứa ACC deaminase, có thể hỗ trợ cây trồng chống chịu nhiều yếu 

tố stress khác nhau nhƣ nhiễm mặn, hạn hán, l  lụt và mầm bệnh. Gen acdS mã hóa 

ACC deaminase đã đƣợc phát hiện trong một số loài vi khu n và nấm. Gần đây, 

ACC deaminase đã đƣợc tìm thấy trong nhiều loại vi khu n gram âm, vi khu n 

gram dƣơng đặc biệt là vi khu n nội sinh [21]. 

 

  nh    . Vai trò của PGPB sinh ACC deaminase trong việc kích thích sinh trƣởng 

thực vật khi bị stress phi sinh học [20] 

    2      hả năng sinh siderophores 

 Siderophores là các phân tử hữu cơ nhỏ đƣợc tạo ra bởi các vi sinh vật trong 

điều kiện hạn chế sắt, hỗ trợ tăng cƣờng quá trình hấp thu sắt. Các vi sinh vật tạo ra 

một loạt các siderophores, hầu hết là catecholate (enterobactin), một số  t là 
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carboxylate (rhizobactin) và hydroxamate (ferrioxamine) [22]. Tuy nhiên, c ng có 

một số loại siderophores của vi sinh vật có chứa hỗn hợp các nhóm chức pyoverdine 

[23]. Một số loài vi sinh vật có khả năng kìm hãm hoặc tiêu diệt nấm bệnh bằng 

cách sử dụng các siderophores tự sinh. Nguyên nhân có thể là do các siderophores 

có ái lực với sắt lớn hơn nhiều so với nấm bệnh, vì vậy, nấm bệnh không thể phát 

triển trong rễ của cây chủ do thiếu sắt. Một số tác giả đã chứng minh bằng thực 

nghiệm về vai trò của siderophores trong việc ngăn chặn các bệnh thực vật gây ra 

bởi nấm. Nghiên cứu sử dụng các chủng vi sinh vật mang đột biến khiếm khuyết 

sinh tổng hợp siderophore cho thấy các chủng này kém hiệu quả hơn các chủng đối 

chứng trong việc bảo vệ cây chống lại nấm bệnh. Rungin và cộng sự (2012) [24] 

cho thấy cây lúa nhiễm chủng xạ khu n nội sinh Streptomyces sinh siderophores có 

sinh khối rễ và chồi tăng hơn so với đối chứng do sự tăng cƣờng cung cấp Fe. 

1.2. Vi sinh vật chịu mặn v      hế hỗ trợ thự  vật chịu mặn nhờ PGPB 

1.2.1. Vi sinh vật chịu mặn 

Vi sinh vật chịu mặn có thể sinh trƣởng trong dải nồng độ muối từ 1 đến 

33%. Vi sinh vật chịu mặn nhẹ có khả năng sinh trƣởng ở dải nồng độ muối từ 1 

đến 8%, chịu mặn trung bình từ 8 đến 15% và khả năng chịu mặn cao có thể sinh 

trƣởng ở nồng độ muối trên 15% [25]. Vi khu n chịu mặn sử dụng một loạt các 

chiến lƣợc để phát triển và tồn tại trong môi trƣờng mặn. Các chiến lƣợc này bao 

gồm (1) giảm thiểu sự hấp thu muối do các thành phần cấu tạo của màng tế bào 

hoặc thành tế bào; (2) điều chỉnh nồng độ ion nội bào bằng cách bơm các ion ra 

khỏi tế bào thông qua kênh vận chuyển Na
+
/H

+  
và K

+
/Na

+
; (3) t ch l y các chất hòa 

tan tƣơng th ch nhƣ sucrose, trehalose, glycosylglycerol và glycinebetaine tổng hợp 

nội sinh; (4) sản xuất protein và enzym thích nghi với nồng độ muối cao và (5) tổng 

hợp exopolysaccharides tạo màng sinh học ngăn chặn sự hấp thu muối [26, 27]. 

Vi sinh vật chịu mặn thƣờng phân bố phổ biến ở vùng rễ của các loài cây ƣa 

mặn, chúng có các đặc điểm của PGPB và các đặc điểm này vẫn có khả năng duy trì 

ngay cả ở nồng độ muối cao. Những vi sinh vật này hỗ trợ cho cây trồng chịu mặn 

và có vai trò quan trọng trong nông nghiệp do có tiềm năng trong việc cải thiện 

năng suất cây trồng ở các vùng khô hạn và nhiễm mặn. Tiwari và cộng sự (2011) 

[28] đã phân lập đƣợc các chủng Bacillus pumilus, Pseudomonas mendocina, 

Arthrobacter sp., Halomonas sp., và Nitrinicola lacisaponensis chịu mặn từ 2 đến 
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25% NaCl có các đặc điểm k ch th ch sinh trƣởng thực vật nhƣ hòa tan phosphate 

và sản xuất IAA, siderophore và ACC deaminase. Zhang và cộng sự  (2018) [29] đã 

phân lập đƣợc 305 chủng vi khu n chịu mặn từ đất vùng rễ lúa tại Giang Tô, Trung 

Quốc, trong số đó có 162 chủng có khả năng chịu đƣợc muối với nồng độ NaCl lên 

đến 150 g/l. Kết quả phân loại 74 chủng chịu mặn cho thấy thuộc các bộ Bacillales 

(72%), Actinomycetales (22%), Rhizobiales (1%) và Oceanospirillales (4%). Hầu 

hết các dòng phân lập có tiềm năng trong việc cải thiện khả năng chịu mặn, tăng 

trƣởng và năng suất lúa. 

1.2.2. Cơ chế hỗ trợ thực vật chịu mặn nhờ PGPB 

Nhiễm mặn làm giảm sự tăng trƣởng và phát triển ở thực vật bằng cách thay 

đổi quá trình sinh hóa và sinh lý của cây nhƣ quá trình phát triển lá, tăng trƣởng hệ 

rễ, hấp thụ nƣớc, độ dẫn kh  khổng và quang hợp. Nguyên nhân là do sự mất cân 

bằng th m thấu và gây độc ion. Sự mất cân bằng th m thấu ở giai đoạn đầu xảy ra 

ngay lập tức khi nồng độ muối tăng lên trên ngƣỡng xung quanh rễ, gây ra sự thiếu 

hụt nƣớc trong rễ và làm tăng trƣởng chồi bị hạn chế. Tuy nhiên, hiện tƣợng này sau 

đó có thể phục hồi để tốc độ tăng trƣởng của cây đƣợc ổn định. Giai đoạn thứ hai 

phát triển theo thời gian và đƣợc thúc đ y bởi độc tính của các ion Na
+
/Cl

-
 dƣ thừa 

tích tụ trong tế bào chất. Khi nồng độ muối vƣợt quá tốc độ thải trừ của rễ hoặc khả 

năng ngăn chặn muối vào tế bào, nó s  tích tụ trong tế bào chất và phá vỡ cấu trúc 

và chức năng của tế bào [30]. Do đó, việc tăng cƣờng khả năng chịu mặn ở thực vật 

đều hƣớng đến duy trì cân bằng th m thấu và cân bằng nội môi ion.  

Vi sinh vật k ch th ch sinh trƣởng thực vật làm tăng khả năng chịu mặn của 

thực vật nhờ các cơ chế sau (Hình 1.5): (1) t ch luỹ các chất th m thấu để giảm bớt 

sự mất cân bằng áp suất th m thấu; (2) tổng hợp các chất chống oxy hóa để ngăn 

chặn stress oxy hóa; (3) tăng hấp thụ dinh dƣỡng ở thực vật nhờ quá trình cố định 

nitơ, hòa tan phosphate và sinh siderophores hấp thụ Fe; (4) sinh tổng hợp ACC 

deaminase, chuyển đổi ACC tiền thân ethylene ở thực vật thành amoniac và α-

ketobutyrate do đó làm giảm sự tích tụ ethylene trong thực vật và tránh ức chế tăng 

trƣởng qua trung gian ethylene để đáp ứng với các stress phi sinh học nhƣ hạn, mặn; 

(5) sinh tổng hợp IAA; (6) tổng hợp exo-polysacaride (EPS) tạo vỏ bọc quanh rễ để 

liên kết các cation (đặc biệt là Na
+
) trong rễ và ngăn chặn sự vận chuyển lên lá; (7) 

Tăng cƣờng sự biểu hiện của các gen phản ứng với stress mặn; 
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Hình 1.5. Cơ chế làm tăng t nh chịu mặn ở thực vật nhờ PGPB 

1.2.2.1.   ch l   các ch t thẩ  th u 

Sự tích tụ của các ion muối xung quanh rễ cây gây ra stress th m thấu và mất 

cân bằng th m thấu. Thực vật t ch l y các chất th m thấu hữu cơ nhƣ proline, glycine, 

betaine, polyamine, các hợp chất amoni bậc bốn và các axit amin khác để phản ứng với 

các stress phi sinh học [31]. Vi sinh vật c ng sử dụng cơ chế này để thích nghi với 

stress th m thấu thƣờng xảy ra khi nhiễm mặn [32] 

Vi sinh vật kích thích tăng trƣởng thực vật làm tăng khả năng giữ nƣớc của 

thực vật thông qua t ch luỹ các chất th m thấu nhƣ proline, trehalose và glycine 

betaines hỗ trợ thực vật vƣợt qua cú sốc th m thấu ban đầu sau khi nhiễm mặn. 

Vardharajula và cộng sự (2011) [33] đã chỉ ra rằng Bacillus sp. đã hỗ trợ kích 

thích sự sinh trƣởng của cây ngô khi bị hạn và nhiễm mặn do sự tích luỹ proline 

và một số loại đƣờng hoà tan. 

1.2.2.2. Cải thiện sự h p thu ch t dinh dưỡng 

Khả năng hấp thu các chất dinh dƣỡng của cây trồng phụ thuộc vào các yếu 

tố nhƣ: pH của đất, độ  m, kết cấu và thành phần vi sinh vật trong đất. Trong hầu 

hết các trƣờng hợp, cây trồng hấp thu chất dinh dƣỡng trong phạm vi pH 5-7. Khi bị 

hạn mặn, các chất hợp chất trong đất hình thành cấu trúc ổn định thông qua liên kết 
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với các cation và anion, do đó làm thay đổi pH và ngăn cản sự hấp thụ chất dinh 

dƣỡng của cây trồng. 

Nitơ là nguyên tố dinh dƣỡng quan trọng cần thiết cho sự phát triển của thực 

vật, sự hấp thu bị hạn chế khi chịu tác động của mặn. Việc nhiễm PGPB có khả 

năng cố định nitơ làm tăng sự hấp thu nitơ bằng cách liên kết cộng sinh và không 

cộng sinh với cây trồng [34]. 

Phospho là yếu tố dinh dƣỡng thiết yếu cho quá trình quang hợp, hô hấp và 

sinh tổng hợp các đại phân tử ở cây trồng. Trong đất, phospho tồn tại ở cả hai dạng: 

vô cơ và hữu cơ. Tuy nhiên, đối với các loại đất nông nghiệp, tính khả dụng của 

phospho rất hạn chế. Đặc biệt, nhiễm mặn làm cho phospho khả dụng trong đất bị 

lắng đọng và cạn kiệt. Các vi sinh vật hòa tan phosphate, có khả năng hòa tan trầm 

tích phospho, nhờ đó làm tăng hàm lƣợng phospho khả dụng trong đất cho cây trồng 

gặp hạn mặn có thể sử dụng [35]  

Sắt (Fe) đóng vai trò là cofacter của 140 enzyme, xúc tác cho một loạt phản 

ứng sinh hóa của các quá trình trao đổi chất ở cây trồng. Thực vật và vi sinh vật 

không hấp thu đƣợc sắt ở dạng hydroxit không tan. Khi đất bị nhiễm mặn, lƣợng sắt 

không tan tăng lên, sắt hòa tan giảm xuống. Vi sinh vật sinh tổng hợp siderophores 

nhƣ một phƣơng tiện để thu nhận Fe. Thực vật có hai cách để hấp thụ sắt. Thực vật 

có thể hấp thụ sắt từ các phức siderophores bằng cách phân hủy cấu trúc chelat hoặc 

hấp thu trực tiếp [36].  

1.2.2.3.  inh t ng hợp     

Một trong những cơ chế chung để thực vật th ch ứng với các yếu tố stress 

là sự thay đổi hình thái rễ. Các hormone k ch th ch sinh trƣởng ở thực vật, đặc 

biệt là auxin, đóng vai trò quan trọng trong quá trình này. Trong đó, IAA là loại 

hormone tự nhiên, thuộc nhóm auxin do cây trồng hoặc một số vi sinh vật tổng 

hợp ra. Hợp chất này tham gia vào quá trình phân chia và phát triển tế bào, biệt 

hóa tế bào và mô, kích thích sự nảy mầm của hạt, hình thành và phát triển hệ 

thống rễ, sự hình thành rễ bên. Ngoài ra, IAA kích thích quá trình quang hợp 

thông qua tăng cƣờng hình thành các sắc tố. Trên cơ sở đó, IAA hỗ trợ cây trồng 

chống chịu với các điều kiện bất lợi trong đó có hạn mặn.  

Tác dụng t ch cực của vi sinh vật sinh IAA đối với sự phát triển của cây 

trồng trong điều kiện hạn mặn đã đƣợc chứng minh. Cụ thể, Saghaf và cộng sự 
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(2018) [37] đã ngâm hạt giống cây cải dầu (Brassica napus L.) với IAA thu đƣợc 

từ vi khu n đất Rhizobium và nhận thấy khả năng sinh trƣởng và phát triển của 

cây cải dầu cải thiện đáng kể trong điều kiện gặp stress muối. Tƣơng tự, tăng khả 

năng hấp thu các chất dinh dƣỡng, nƣớc và sự hình thành rễ bên của cây lúa mì 

(Triticum aestivum) trong điều hạn hán khi ủ hạt giống với IAA thu đƣợc từ 

Azospirillum sp. và R. leguminosarum [38]. 

1.2.2.4.  inh t ng hợp  CC dea inase 

Nhƣ đã mô tả ở trên, PGPB tiết ra ACC deaminase có thể làm giảm mức 

ethylene bằng cách chuyển hóa ACC, một tiền chất của ethylene do thực vật sản 

xuất, thành α-ketobutyrate và amoniac. Các cây trồng đƣợc nhiễm PGPB sinh ACC 

deaminase có rễ phát triển dài hơn, do giảm ethylene làm tăng cƣờng khả năng 

chống chịu mặn [39].  

  Aslam và Ali (2018) [40] đã báo cáo một số loài sinh ACC deaminase thuộc 

các chi Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Gracilibacillus, Virgibacillus, 

Salinicoccus, Pseudomonas và Exiguobacterium đƣợc phân lập từ cây Suaeda 

fruticosa (L.) Forssk có khả năng k ch th ch sinh trƣởng của ngô trong điều kiện 

nhiễm mặn. Jaemsaeng và cộng sự (2018) [41] đã nghiên cứu vai trò của ACC 

deaminase trong việc hỗ trợ lúa chịu stress mặn. Cây lúa nhiễm chủng xạ khu n 

Streptomyces mang gen acdS tổng hợp ACC deaminase có khả năng làm tăng khả 

năng chịu mặn so với cây lúa đƣợc cấy cùng chủng Streptomyces bị bất hoạt gen 

acdS. Theo Xu và cộng sự (2021) [42] các chủng thuộc các chi Pseudomonas 

corrugata, Enterobacter soli và Achromobacter ruhlandii có khả năng sinh ACC 

daeminase và làm tăng khả năng chịu mặn ở cây nho. 

1.2.2.5. Exo-polysaccharide 

 Vi sinh vật hạn chế sự hấp thu muối của thực vật bằng nhiều cách thức khác 

nhau nhƣ: bẫy các cation trong ma trận exo-polysacaride (EPS), thay đổi cấu trúc rễ 

bằng mở rộng thân rễ và điều chỉnh sự biểu hiện của chất vận chuyển ái lực ion. 

PGPB có khả năng tổng hợp EPS, tạo thành một ma trận gồm các vi hạt, giữ vai trò 

nhƣ một lớp màng bảo vệ giúp cây trồng chống lại sự biến động của môi trƣờng 

bằng cách tăng cƣờng khả năng giữ nƣớc, chất dinh dƣỡng trong đất và sự hình 

thành các tế bào biểu mô [43]. Atouei và cộng sự (2019) [44] nhận thấy rằng EPS 

tạo ra bởi các chủng có khả năng chịu mặn nhƣ B. subtilis subsp. inaquosorum và 

Marinobacter lipolyticus SM19 đã giúp cây lúa mì sinh trƣởng và phát triển bình 
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thƣờng trong điều kiện hạn hán và nhiễm mặn. Chu và cộng sự (2019) [45] đã 

chứng minh đƣợc vai trò của EPS từ Pseudomonas PS01 trong việc điều chỉnh các 

gen liên quan đến khả năng chống chịu lại các yếu tố bất lợi ở cây Arabidopsis 

thaliana. 

1.2.2.6.    t hóa hệ en   e ch ng   i hóa 

 Khi đối mặt với các yếu tố stress phi sinh học, thực vật sản xuất một lƣợng 

lớn các chất oxi hóa (ROS) nhƣ là gốc tự do superoxide (O2
-
), hydrogen peroxide 

(H2O2), gốc tự do hydroxyl (OH
-
) và các gốc tự do alkaline. ROS tiếp xúc với 

protein, lipids và DNA tạo ra các phản ứng oxi hóa làm phá hủy chức năng của tế 

bào thực vật. Để đối phó với tình trạng này, thực vật đã sử dụng hệ thống phòng thủ 

chống oxi hóa gồm các thành phần là enzyme hoặc không phải enzyme để ngăn 

chặn sự t ch luỹ ROS và các stress oxi hóa. Các enzyme chống oxi hoá bao gồm 

peroxidases, superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase, glutathione 

reductase, dehydroascorbate reductase, monodehy-droascorbate reductase, 

glutathione peroxidases và glutathione-s-trasferanse. Các thành phần không phải 

enzyme bao gồm glutathione, tocopherol, anthocya-nins, hợp chất phenolic (nhƣ 

favonoid, lutein và tannin) và axit ascorbic [46]. 

Sử dụng PGPB cảm ứng sự biểu hiện quá mức của các enzyme chống oxi 

hóa là một trong những phƣơng thức giúp thực vật dung nạp các yếu tố stress. Một 

số nghiên cứu chỉ ra rằng sử dụng PGPB có thể làm tăng hoạt t nh của các enzyme 

chống oxi hóa ở thực vật nhƣ POX, SOD, CAT, APX và GR [47]. Patel và Saraf 

(2013) [48] đã công bố một số loài E. clocae, P. pseudoalcaligenes và Bacillus sp., 

có khả năng làm tăng mức độ biểu hiện APX và CAT trong lá cây Jatropha, kích 

thích sự hình thành rễ, tăng sinh khối, tăng khả năng hấp thụ N, P, K và hàm lƣợng 

chlorophyll, nhờ đó loại cây này có thể chống chịu lại stress mặn.  

1.2.2.7.  ăng cường sự biểu hiện các gen liên quan đến đáp ứng mặn 

Vi sinh vật chịu mặn k ch th ch sinh trƣởng thực vật có khả năng hỗ trợ thực 

vật chịu mặn do làm tăng cƣờng sự biểu hiện của các gen liên quan đến đáp ứng 

mặn. Nghiên cứu của Sukweenadhi và cộng sự (2015) [49] cho thấy nhiễm PGPB ở 

cây Arabidopsis làm tăng đáng kể mức độ phiên mã của AtRSA1 và AtWRKY8 và 

làm giảm sự biểu hiện của AtVQ9 khi bị nhiễm mặn. Gen AtRSA1 tạo thành một 

phức hợp với yếu tố phiên mã AtRITF1 để điều chỉnh cân bằng nội môi ion Na
+
 và 
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giải độc ROS trong quá trình stress muối; AtWRKY8 và AtVQ9 c ng tham gia vào 

việc duy trì cân bằng nội môi ion, làm giảm tỷ lệ Na
+
/K

+ 
trong tế bào chất. Nhiễm 

chủng Enterobacter sp. EJ01 làm tăng biểu hiện của các gen liên quan đến đáp ứng 

với stress mặn ở Arabidopsis gồm RAB18, P5CS1, P5CS2, MPK3 và  MPK6 [50]. 

Nhiễm B. subtilis GB03 làm tăng khả năng sinh trƣởng cây P. tenuiflora khi bị 

nhiễm mặn, đồng thời làm tăng biểu hiện của gen PtHKT1 (tham gia vào quá trình 

thu nhận Na
+ 

từ xylem) và SOS1 dẫn đến giảm t ch l y Na
+
 và làm giảm biểu hiện 

PtHKT2 (hấp thụ Na
+
 ở rễ) [51]. Khan và cộng sự (2019) nhiễm chủng Arthrobacter 

woluwensis AK1 vào cây đậu tƣơng làm tăng sự biểu hiện các gen GmLAX1 (kháng 

auxin 1), GmAKT2 (kênh kali), GmST1 (chịu mặn 1) và GmSALT3 (gen liên quan 

đến tính chịu mặn trên nhiễm sắc thể số 3) và giảm biểu hiện của gen vận chuyển 

ion GmNHX1 và GmCLC1 khi bị nhiễm mặn [52] 

1. . Sự đ p ứng với str ss mặn  ủa   y   a 

1.3.1. Ảnh hưởng của stress mặn lên cây lúa 

Lúa là cây lƣơng thực nhạy cảm với muối. Stress mặn làm thay đổi hình thái 

cây lúa nhƣ suy giảm khả năng hình thành hệ thống rễ, héo lá, giảm đẻ nhánh hơn trên 

mỗi cây, giảm sinh khối, giảm chiều cao cây, giảm số hạt lúa và nhiều hạt lép hơn trên 

bông và cuối cùng dẫn đến giảm năng suất [53]. Stress mặn ảnh hƣởng đến sinh lý và 

sinh hóa thực vật ở tất cả các giai đoạn phát triển từ nảy mầm đến già đi, làm mất cân 

bằng th m thấu và ion cuối cùng gây ra stress oxy hóa và cạn kiệt chất dinh dƣỡng 

trong tế bào thực vật [54]. 

Stress muối liên tục làm giảm áp lực trƣơng nƣớc của tế bào thực vật, do đó làm 

giảm sự phát triển của tế bào, thực vật phải điều chỉnh th m thấu để duy trì sự mở rộng 

và tăng trƣởng của tế bào [55]. Stress th m thấu (gây ra bởi thế nƣớc thấp hơn của 

dung dịch bên ngoài) đƣợc thực vật nhanh chóng cảm nhận ngay sau khi tiếp xúc với 

điều kiện mặn và dẫn đến thiếu hụt nƣớc và chất hòa tan trong cây. Stress th m thấu 

c ng dẫn đến việc đóng kh  khổng nhanh chóng, làm giảm khả năng đồng hóa CO2 và 

ức chế quá trình quang hợp ở thực vật [56]. Stress ion làm t ch tụ Na
+ 

và Cl
- 
trong tế 

bào thực vật, cuối cùng dẫn đến lá già sớm và thậm ch  chết cây, điều này là do độc 

t nh của Na
+
 làm ức chế hoạt động của các enzyme, ảnh hƣởng tiêu cực đến quá trình 

trao đổi chất, bao gồm chu trình Calvin và các con đƣờng khác [57]. Thừa Na
+ 
trong tế 

bào chất c ng cản trở sự hấp thu và vận chuyển kali (K
+
) và các chất dinh dƣỡng đa 

lƣợng và vi lƣợng khác, bao gồm nitơ (N), phospho (P), kali (K
+
), canxi (Ca

2+
) và k m 
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(Zn
2+
) [53,58]. Ngoài gây ra stress th m thấu và ion, stress muối còn gây ra sự t ch tụ 

trong tế bào các chất oxi hoá (ROS), có thể gây tổn hại nghiêm trọng đến cấu trúc tế 

bào và các đại phân tử nhƣ DNA, lipid và enzyme [59]. 

  

  nh   6. Sự đáp ứng với stress mặn ở cây lúa [60] 

1.3.2. Cơ chế dung n p mu i ở cây lúa 

Khi bị stress do muối, cây lúa phải điều chỉnh các quá trình sinh lý và sinh 

hóa liên quan đến việc điều chỉnh cân bằng nội môi ion và th m thấu (Hình 1.6). 

1.3.2.1. Cân bằng nội môi ion 

Stress muối thƣờng gây ra do nồng độ Na
+ 

và Cl
-
 cao trong đất. Na

+ 
và K

+
 

đƣợc vận chuyển vào tế bào bằng cách sử dụng cùng kênh vận chuyển, do đó thừa 

Na
+  
gây ra sự cạnh tranh với K

+
 và làm giảm sự vận chuyển K

+ 
[60]. K

+
 quan trọng 

đối với các hoạt động xúc tác của nhiều enzyme c ng nhƣ quá trình điều hòa th m 

thấu và tổng hợp protein, duy trì hoạt động của tế bào và quá trình quang hợp [61]. 

Do đó, việc duy trì cân bằng nội môi Na
+
/K

+ 
của tế bào là một yếu tố quan trọng 

quyết định khả năng tồn tại của thực vật trong thời kỳ stress muối. 

Các cơ chế làm giảm Na
+ 
trong tế bào chất bao gồm sự hạn chế hấp thu Na

+
, 

tăng dòng chảy Na
+ 
và ngăn Na

+
 trong không bào. Cơ chế này đƣợc thực biện bởi 

các bơm ion nhƣ symporter, antiporters và protein vận chuyển trên màng [62,63]. 

Gen Salt Overly Sensitive (SOS1) mã hoá kênh vận chuyển Na
+
/H

+ 
antiporter trên 

màng tế bào chất có vai trò loại trừ Na
+ 
khỏi thân, làm giảm tỷ lệ Na

+
/K

+ 
 trong tế 

bào và làm tăng khả năng chịu muối [64]. Ở loài Arabidopsis kênh vận chuyển 
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SOS1 đƣợc xác định là kênh vận chuyển Na
+ 
duy nhất trong biểu bì đầu rễ và các tế 

bào nhu mô xylem [65], cây Arabidopsis mất gen SOS1 đã đƣợc chứng minh là t ch 

l y Na
+
 cao hơn, trong khi sự biểu hiện quá mức của gen SOS1 ở cây Arabidopsis 

chuyển gen cho thấy giảm t ch l y Na
+
 đồng thời khả năng chống chịu mặn đƣợc 

cải thiện [66]. Gen OsNHX1 mã hoá cho kênh vận chuyển Na
+
/H

+ 
antiporter NHX1. 

Các Na
+
/H

+ 
antiporter của không bào nhƣ OsNHX1, OsNHX2, OsNHX3, OsNHX4, 

OsNHX5 và OsARP/OsCTP đóng vai trò quan trọng trong việc giữ Na
+ 

trong không 

bào và làm tăng t ch l y K
+
 trong tế bào chất, do đó tăng khả năng chịu mặn của cây 

lúa. Khi nồng độ ion Na
+
 trong tế bào chất cao hơn so với không bào, các kênh 

Na
+
/H

+
 antiporters của không bào đóng lại và Na

+
 đƣợc giữ tạm thời trong không 

bào [67,68]. Trong con đƣờng nhạy cảm quá mức với muối (SOS), protein liên kết 

trực tiếp với Ca
2+

 và k ch hoạt hệ thống SOS2- serine/threonine protein kinase [69]. 

SOS3 kết hợp SOS2 trên màng tế bào tạo phức hợp SOS2-SOS3 để hoạt hóa SOS1-

một Na
+
/H

+
 antiporter trên màng và bơm Na

+
 ra khỏi tế bào [70]. Khi nồng độ ion 

Na
+
 trong tế bào chất cao hơn so với không bào, các kênh Na

+
/H

+
 antiporters của 

không bào đóng lại và Na
+
 đƣợc giữ tạm thời trong không bào [71].  

 

  nh      Sự đáp ứng với stress mặn ở cây lúa qua cân bằng nội môi ion [71] 

Stress ion nhận t n hiệu thông qua con đƣờng Ca
2+
/PLC và con đƣờng quá nhạy 

cảm với muối (SOS) và con đƣờng calmodulin (CaM) k ch hoạt các kênh vận 

chuyển  HKT, SOS1, NHX làm giàm Na
 
 trong tế bào  
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 1.3.2.2. Cân bằng nội môi ion 

Stress th m thấu do nồng độ muối cao làm tăng nhanh quá trình sinh tổng 

hợp axit abscisic (ABA), do đó điều chỉnh con đƣờng phản ứng stress phụ thuộc 

ABA. Tuy nhiên, một số gen cảm ứng stress muối độc lập với ABA. Axit abscisic 

là một hormone tự nhiên do cây trồng tự sản xuất để ức chế quá trình sinh trƣởng và 

phát triển ở cây trồng do các yếu tố stress phi sinh học nhƣ hạn hán và nhiễm mặn. 

Thực vật sử dụng hai con đƣờng dung nạp muối dựa trên phản ứng với ABA là con 

đƣờng phụ thuộc ABA và con đƣờng không phụ thuộc ABA.  

 

  nh    . Sự đáp ứng với stress mặn ở lúa qua cân bằng th m thấu [72] 

Tín hiệu stress th m thấu đƣợc truyền qua con đƣờng phụ thuộc ABA hoặc không 

phụ thuộc ABA. Con đƣờng phụ thuộc ABA bao gồm các  protein kinase hoạt hóa 

mitogen (MAP Kinase), protein kinase phụ thuộc canxi (CDPK), kinase  thụ thể 

(RLK), protein kinase liên quan đến SNF1 (SnRK), yếu tố phiên mã (DREB, 

MYC/MYB và OsNAC/SNAC) và các miRNA. Con đƣờng không phụ thuộc ABA 

bao gồm các yếu tố phiên mã, kinase và các enzyme ROS. 
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 a   ung n p mu i thông qua con  ường phụ thuộc ABA 

Trong trƣờng hợp gặp hạn mặn, cây trồng chịu tác động của yếu tố stress 

th m thấu và tăng cƣờng sinh tổng hợp ABA. Quá trình này thông qua con đƣờng 

terpenoid bắt đầu từ isopentenyl pyrophosphate (IPP) đã đƣợc nghiên cứu trên cây 

lúa [72]. Trong số các gen liên quan đến con đƣờng này, gen phytoene synthase, 

OsPSY3 và các gen 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase (OsNCED3, OsNCED4 và 

OsNCED5) đƣợc tạo ra ngay sau khi gặp stress muối chỉ một giờ và mức độ biểu 

hiện của các protein này có mối tƣơng quan chặt với hàm lƣợng ABA trong rễ lúa 

[73]. Một số gen liên quan đến quá trình dung nạp muối qua con đƣờng phụ thuộc 

ABA đã đƣợc nghiên cứu nhƣ các protein kinase (Receptor-like kinases, RLKs; 

Mitogen activated protein kinases, MAPKs; NF1-related protein kinases, SnRKs; 

Ca
2+

 dependent protein kinases, CDPKs), transcription factors (TFs), micro RNAs 

và reactive oxygen species (ROS)  

Các protein kinase đóng vai trò quan trọng trong việc điều chỉnh các con đƣờng 

truyền tín hiệu stress. Protein receptor-like kinases (RLKs) tham gia tích cực vào 

quá trình sinh trƣởng phát triển và phản ứng stress ở thực vật. Các yếu tố stress nhƣ 

muối, hạn hán, H2O2 và ABA đã k ch hoạt sự biểu hiện của gen RLK giả định 

(OsSIK1). Cây lúa chuyển gen biểu hiện quá mức OsSIK1 cho thấy khả năng chịu 

mặn và hạn hán cao hơn so với cây đối chứng không biểu hiện gen này [74]. Ngoài 

ra, sự tham gia của protein mitogen activated protein (MAP) kinase đối với đáp ứng 

stress mặn ở cây lúa c ng đã đƣợc báo cáo. Khi gặp các yếu tố stress nhƣ muối, 

lạnh và hạn chế nguồn glucose, quá trình điều hòa phiên mã của OsMAPK4 ở cây 

lúa đƣợc tăng cƣờng, mặc dù sự phụ thuộc của quá trình này vào nồng độ ABA 

không rõ ràng [75]. Gen OsMAPK5 cảm ứng bởi stress sinh học và phi sinh học đã 

đƣợc khuếch đại và biểu hiện quá mức trên cây lúa, nhờ đó tăng cƣờng khả năng 

chịu hạn mặn, hạn nóng và hạn lạnh [76]. Protein kinase phụ thuộc Ca
2+ 

và ABA 

(CDPK), OsCPK21, đã đƣợc nhân dòng và chuyển vào cây lúa giúp tăng khả năng 

chịu mặn so với cây đối chứng [77]. Protein kinase liên quan đến SNF1 (SnRK) 

c ng có vai trò trong đáp ứng chịu mặn ở cây lúa. Cụ thể, 10 gen thuộc họ SnRK2 

đã đƣợc chứng minh có khả năng đƣợc kích hoạt bởi stress th m thấu thông qua quá 

trình phosphoryl hóa [78], trong đó gen SAPK4 có vai trò r  ràng nhất. Thực tế đã 

chứng minh, cây lúa chuyển gen SAPK4-ox có thể sống đƣợc trong môi trƣờng 

nhiễm mặn bằng cách giảm nồng độ Na
+
 trong tế bào chất [79]. 
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 Transcription factors (TFs): Các yếu tố phiên mã (TF) quy định khả năng biểu 

hiện các gen phản ứng với stress phi sinh học. Ví dụ, yếu tố OsAREB (ABA-

responsive elements) nhƣ OsAREB1 là thành phần chính trong hệ thống phiên mã 

phụ thuộc ABA trên cây lúa. Yếu tố OsNAC/SNAC, đặc trƣng bởi sự tham gia của 

OsNAC6, là các yếu tố điều chỉnh quá trình biểu hiện các gen quan trọng ở cây lúa 

khi phải đối mặt với các điều kiện bất lợi. Thêm vào đó, vùng promopter của các 

gen cảm ứng ABA với  các thành phần bảo thủ cis-acting element, ABRE, bZIP-type 

TFs liên kết c ng ảnh hƣởng không nhỏ đến khả năng chống chịu mặn ở cây trồng 

[80]. Hossain và cộng sự (2010) [81] đã chỉ ra việc tạo đột biến chèn T-DNA vào 

bZIP-TF, mức độ biểu hiện của OsABF2 đƣợc tăng cƣờng, nhờ đó cây chuyển gen 

có khả năng tăng độ nhạy cảm với stress muối so với cây đối chứng. Kết quả này 

cho thấy OsABF2 là chất điều chỉnh tích cực đối với stress muối. Xiang và cộng sự 

(2008) [82] cho rằng biểu hiện quá mức của gen OsbZIP23 đã tăng cƣờng khả năng 

chống chịu với cây trồng đồi với hạn mặn và hạn nóng. 

Các gen MYCs đóng vai trò quan trọng trong việc phản ứng với các stress 

phi sinh học và sinh học. Ở cây lúa, sự tăng cƣờng biểu hiện của các gen MYC2, 

MYC4 và MYC5 trong môi trƣờng có nồng độ muối cao đã đƣợc ghi nhận [83]. 

Các nghiên cứu về phiên mã và sinh hóa ở loài Arabidopsis đã cho thấy MYC2 điều 

hòa âm của quá trình sinh tổng hợp proline. Proline cần thiết để tăng cƣờng khả 

năng chống chịu đối với stress mặn, tuy nhiên, sự tích tụ quá mức của nó gây độc 

cho cây. Gen MYC2 c ng liên quan đến con đƣờng truyền tín hiệu axit jasmonic, là 

hormone giúp điều hòa một loạt các quá trình trong thực vật từ quang hợp, sinh 

trƣởng đến sinh sản [84].   

Các yếu tố phiên mã NAC c ng tham gia điều hòa một số gen đáp ứng với 

stress muối thông qua con đƣờng phụ thuộc ABA. Trong đất có độ mặn cao, một số 

gen NAC ở cây lúa đƣợc kích hoạt để tăng cƣờng quá trình biểu hiện. Hu và cộng 

sự (2012) [85] nhận thấy gen SNAC1 và OsNAC6 đƣợc biểu hiện tăng cƣờng giúp 

cây lúa có khả năng sinh trƣởng và phát triển bình thƣờng trong đất có nồng độ 

muối cao. Chung và cộng sự (2009) [86] đã chứng minh rằng gen OsHDAC1, mã 

hóa cho enzyme histone deacetylase, có khả năng ức chế quá trình biểu hiện 

OsNAC6, là nguyên nhân gây ra hiện tƣợng chậm phát triển ở rễ. OsNAC5, một yếu 

tố phiên mã khác thuộc nhóm NAC, liên kết với trình tự lõi nhận dạng NAC 

(CACG) của promoter OsLEA3 và OsNAC5, c ng đƣợc phát hiện biểu hiện ở mức 

độ cao ở cây lúa trong môi trƣờng hạn mặn  [87]. 
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Yếu tố phiên mã IIIA (TFIIIA) c ng đƣợc xác nhận có liên quan đến khả 

năng chống chịu của cây trồng trong điều kiện bất lợi. Ví dụ, sự biểu hiện quá mức 

TFIIIA-type ZFP252 đƣợc phát hiện ở cây lúa không chuyển gen dƣới áp lực của 

hạn mặn và hạn nóng [88]. Sun và cộng sự (2010) [89] đã xác nhận, mức độ biểu 

hiện cao của gen ZFP179 có liên quan với sự gia tăng hàm lƣợng proline tự do và 

đƣờng hòa tan ở cây lúa trong điều kiện hạn mặn. Ngoài ra, mức độ biểu hiện với 

hàm lƣợng cao vƣợt ngƣỡng của một số gen liên quan đến đáp ứng các yếu tố stress 

nhƣ OsDREB2A, OsP5CS, OsProT và OsLEA3 c ng đã đƣợc quan sát thấy trên cây 

lúa chuyển gen. 

Các yếu tố phiên mã WRKY c ng đƣợc kích hoạt khi cây trồng đối mặt với 

các yếu tố bất thuận. Cụ thể, nồng độ cao của protein OsWRKY13 có khả năng ức 

chế đối kháng với SNAC1 trên cây lúa chịu mặn. Kết quả này cho thấy 

OsWRKY13 là chất điều chỉnh tiêu cực của phản ứng với muối [90]. Tao và cộng 

sự (2011) [91] đã báo cáo OsWRKY45-2 làm tăng khả năng chịu mặn cho cây lúa 

trong trƣờng hợp độ nhạy của ABA giảm.  

Gần đây, nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng microRNA (miRNA) đóng vai trò 

ch nh trong quá trình điều hòa biểu hiện gen ở cấp độ sau phiên mã. Trong điều kiện 

hạn mặn, nồng độ của 02 microRNA (osa-MIR394c và osa-MIR393) đã suy giảm 

tuyến tính theo nồng độ ABA. Điều này đồng nghĩa với việc khi 02 miRNA biểu 

hiện ở mức độ cao, khả năng chịu stress muối của cây trồng s  giảm xuống [92]. 

 b   ung n p mu i thông qua con  ường không phụ thuộc ABA 

Một số gen có khả năng cảm ứng bởi stress muối độc lập với ABA, nhƣ yếu 

tố phiên mã (DREB1 và DREB2), protein kinases và các enzyme phân huỷ ROS. 

Yếu tố phiên mã DREB: Bộ gen lúa chứa ít nhất 10 gen loại DREB1, trong đó 

OsDREB1A và OsDREB1B đƣợc gây ra bởi stress lạnh. Sự có mặt của protein 

OsDREB1A thúc đ y quá trình biểu hiện các gen liên quan đến quá trình chống chịu 

với yếu tố stress ở cây Arabidopsis biến đổi gen [93]. Cây lúa có ít nhất 04 yếu tố phiên 

mã tƣơng đồng DREB2, trong đó OsDREB2A và OsDREB2B đƣợc cảm ứng ở nhiệt độ 

cao, nhiệt độ thấp và nồng độ muối cao [94]. Kết quả phân tích cây lúa chuyển gen 

trong môi trƣờng hạn nóng, lạnh, mặn c ng đã phát hiện đƣợc một hàm lƣợng lớn các 

protein OsDREB1A và OsDREB1B. Ngoài ra, c ng dƣới tác động của các yếu tố 

stress này, gen OsDREB1F đƣợc kích hoạt để tăng cƣờng biểu hiện [95].  
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Gen pathogenesis-related protein 1 (PR1) liên qua đến khả năng miễn dịch ở 

thực vật, một số loài vi sinh vật nội sinh hoặc ngoại sinh làm tăng cƣờng biểu hiện 

của gen PR1 dẫn đến làm tăng khả năng miễn dịch (đặc biệt là khả năng kháng nấm 

bệnh) [96]. 

Các enzyme ROS c ng đƣợc ghi nhận có liên quan đến khả năng chịu mặn. 

Khi bị stress mặn, thực vật s  tổng hợp các chất oxi hoá (ROS), cụ thể là H2O2, O
2-

 

và OH
-
 làm phá huỷ DNA, RNA và protein. Các hợp chất ROS c ng gây ra sự phá 

hủy chất diệp lục và làm gián đoạn hoạt động của mô phân sinh rễ. Các enzyme 

chống oxy hóa nhƣ superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase, 

peroxidase, glutathione reductase và monohydroascorbate reductase có khả năng 

loại bỏ ROS và duy trì chúng ở mức thấp. Superoxide dismutase là một 

metalloenzyme đóng một vai trò quan trọng trong việc bảo vệ tế bào khỏi tác hại 

của quá trình oxy hóa, bằng cách xúc tác chuyển đổi gốc superoxide thành H2O2. 

Gen CAT mã hoã cho enzyme catalase làm giảm mức ROS bằng cách xúc tác sự 

phân hủy H2O2 thành H2O và O2. Gen NADP-ME2 mã hoá cho enzyme NADP-

malic2, là một trong những enzyme quan trọng tham gia vào các quá trình trao đổi 

chất ở thực vật, có mặt chủ yếu ở ty thể, lục lạp và tế bào chất, xúc tác quá trình khử 

carboxyl hóa của malate để tạo pyruvate, CO2 và NADPH dƣới dạng ion kim loại 

(Mg
2+

, Mn
2+
…). Vì vậy, enzyme này giữ vai trò trong việc tăng cƣờng khả năng 

chống chịu của thực vật đối với stress muối và th m thấu. Quan sát cây Arabidopsis 

đƣợc chuyển gen NADP-ME2 là chất cảm ứng với stress mặn ở cây lúa, các nhà 

nghiên cứu đã nhận thấy khả năng chống chịu lại stress mặn ở loại cây này tăng lên. 

Nguyên nhân có thể là do enzyme malic đã làm giảm số lƣợng các phân tử ROS 

[97]. Guan và cộng sự (2017) [98] cho thấy rằng sự biểu hiện quá mức của gen 

OsCu/Zn-SOD làm tăng khả năng giải độc của ROS và làm giảm tác hại của quá 

trình oxy hóa do muối gây ra. 

1.4. Tình hình nghiên cứu về PGPB hỗ trợ cây trồng chịu mặn 

1.4.1. Trên thế giới 

  Nhiều nghiên cứu về vi sinh vật chịu mặn có khả năng sản xuất các chất kích 

th ch sinh trƣởng thực vật trên nhiều đối tƣợng cây trồng khác nhau trong điều kiện 

canh tác đất bị nhiễm mặn nhƣ lúa, ngô, đậu tƣơng, hƣớng dƣơng, đậu gà, đậu xanh, 

đậu hà lan, đậu răng ngựa và đậu lăng. Sự hiện diện của các vi sinh vật này trong 
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đất mang lại lợi ích trực tiếp cho cây trồng. Trên cơ sở đó, nhiều loại vi sinh vật 

đƣợc sử dụng để sản xuất các chế ph m sinh học hỗ trợ kích thích sự sinh trƣởng 

của thực vật, từ đó cải thiện năng suất cây trồng trên đất nhiễm mặn. Một số ví dụ 

về vai trò của các vi sinh vật kích thích tăng trƣởng thực vật trong việc nâng cao 

năng suất của một số loại cây trồng khác nhau đƣợc tóm tắt trong Bảng 1.1. 

Bảng 1.1.  PGPB và cơ chế thúc đ y sự phát triển của một số loại cây trồng 

Cây trồng Vi sinh vật C   hế tác dụng Tài liệu tham khảo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cây lúa 

 

 

Enterobacter sp. P23 
IAA, ACC deaminase  

hoà tan phosphate 

Sarkar và cs., 2018 

[99] 

Herbaspirillum 

Enterobacter 

ACC deaminase , 

IAA, hoà tan 

phosphate, proline 

Andreozzi và cs., 

2019 [100] 

S. venezuelae 

ACC deaminase , 

IAA, hoà tan 

phosphate 

Yoolong và cs., 2019 

[101] 

Achromobacter 

ACC deaminase , 

IAA, hoà tan 

phosphate 

Shahid và cs., 2020 

[102] 

Enterobacter sp. 

PR14 

ACC deaminase 

antioxidant enzymes 

Sagar và cs., 2020 

[103] 

B. aryabhattai MS3 

IAA, cố định nitơ 

Hoà tan phosphate 

siderophore 

Sultana và cs.,2020 

[104] 

Bacillus sp. 

Exiguobacterium sp. 

 Enterobacter sp. 

Lysinibacillus sp. 

Stenotrophomonas sp. 

Microbacterium sp. 

Achromobacter sp. 

ACC deaminase , 

IAA, hoà tan 

phosphate, proline 

Prittesh và cs., 2021 

[105] 

Staphylococcus sciuri 

ET101 

ACC deaminase 

 IAA,  

hoà tan phosphate 

Taja và cs., 2021 

[106] 
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Cây trồng Vi sinh vật C   hế tác dụng Tài liệu tham khảo 

Brevibacterium linens 

RS16 

ACC deaminase 

 

Ahmed và cs., 2021 

[107] 

Klebsiella pasteurii  

 Phytobacter 

diazotrophicus  

ACC deaminase , 

IAA, Cố định nitơ 

Bianco và cs., 2021 

[108] 

Bacillus pumilus 

ACC deaminase , 

IAA, hoà tan 

phosphate, proline 

Kumar và cs., 2021 

[109] 

Cà chua 

Dermacoccus (D. 

barathri MT2.1T và 

D. profundi MT2.2T) 

IAA 

Hoà tan phosphate 

siderophore 

Rangseeka và cs., 

2021 [110] 

Pseudomonas 

oryzihabitans 

ACC deaminase , 

IAA, hoà tan 

phosphate, 

siderophore 

Mellidou và cs., 2021 

[111] 

Pseudomonas 

azotoformans 

ACC deaminase , 

IAA, hoà tan 

phosphate 

Liu và cs., 2021 

[112] 

Lúa mỳ 

Bacillus aryabhattai 

EWR29 

ACC deaminase , 

IAA, hoà tan 

phosphate , EPS. 

Mohamed và cs., 

2020  [113] 

Bacillus aryabhattai 

PM34 

ACC deaminase , 

IAA, hoà tan 

phosphate 

Mehmood và cs., 

2021 

[114] 

 

 

 

 

 

Ngô 

Bacillus aquimaris 

DY-3 

Điều hoà áp suất th m 

thấu, 

Enzyme chống oxy 

hóa, 

Li và Jiang, 2017 

[115] 

A. brasilense strains 

Ab-V5 và Ab-V6 

Rhizobium tropici 

strain CIAT 899 

Enzyme chống oxy 

hóa, proline 

Fukami và cs., 2018 

[116] 
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Cây trồng Vi sinh vật C   hế tác dụng Tài liệu tham khảo 

Gracilibacillus, 

Staphylococcus 

Virgibacillus 

Salinicoccus 

Bacillus sp. 

Zhihengliuell 

Brevibacterium 

Oceanobacillus, 

Exiguobacterium 

Pseudomonas sp. 

Halomonas spp. 

IAA, ACC deaminase, 

hoà tan phosphate, 

biofilm. 

Aslam và Ali, 2018 

[40] 

Bacillus spp. ACC deaminase 
Misra và cs., 2020 

[117] 

Pseudomonas sp. P8, 

Peribacillus sp. P10,  

Streptomyces sp. 

IAA, ACC deaminase, 

hoà tan phosphate, 

Peng và cs., 2021 

[118] 

Đậu hà lan 
B. subtilis  

P. fluorescen 
IAA, ACC deaminase 

Sofy và cs., 2021 

[119] 

Hoa 

hƣớng 

dƣơng 

F. pseudomona 

 
ACC deaminase 

Tewari và cs, 2016 

[120] 

B.licheniformis  

P.plecoglossicida 
IAA, ACC deaminase 

Yasmeen và cs, 2020 

[121] 

Đậu tƣơng 

Bacillus firmus  IAA, ACC deaminase 
El-Esawi và cs., 2018 

[122] 

P. pseudoalcaligenes 

B. subtilis 
IAA, ACC deaminase 

Yasmin và cs., 2020 

[123] 

 

 Vi sinh vật kích thích sinh trƣởng thực vật thông qua khả năng sinh chất kích 

th ch sinh trƣởng thực vật (IAA), sinh tổng hợp ACC deaminase, tăng khả năng hấp 

thu chất dinh dƣỡng nhờ khả năng phân giải phosphate và tham gia vào quá trình cố 

định nitơ sinh học. Bên cạnh đó, các nghiên cứu ở mức độ phân tử cho thấy PGPB 

còn tác động làm thay đổi biểu hiện một số gen liên quan đến quá trình đáp ứng 
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mặn, nhờ đó cây trồng có khả năng tăng cƣờng tính chống chịu với các điều kiện 

bất thuận của môi trƣờng nhƣ hạn nóng, hạn lạnh hoặc hạn mặn. 

 Nautiyal và cộng sự (2013) [124] đã đánh giá tác dụng của chủng B. 

amyloliquefaciens NBRISN13 (SN13) có khả năng sinh ACC deaminase, sinh IAA 

và hòa tan phosphate đối với cây lúa trong điều kiện nhiễm mặn. Trong điều kiện 

nuôi thủy canh, nhiễm chủng SN13 làm tăng chiều dài rễ (3,2%), chiều dài thân 

(15,4%) và trọng lƣợng khô (11,7%), đồng thời làm tăng cƣờng biểu hiện của một 

số gen gồm GIG gấp 3,04 lần, SAPK4 gấp 1,34 lần so với đối chứng. Khi bị stress 

mặn 200 mM NaCl, nhiễm chủng SN13 làm trọng lƣợng khô tăng 5,8% và tăng 

biểu hiện của các gen BADH, LYSO và CAT từ 1,2-1,8 lần. Trong điều kiện nhà 

k nh, cây lúa đƣợc trồng trên đất đã khử trùng để làm giảm sự tạp nhiễm vi sinh vật 

bên ngoài. Stress mặn làm giảm chiều dài thân (11,62%) và giảm trọng lƣợng khô 

(21,26%), cùng với nó làm giảm sự biểu hiện của các gene NHX1, SOS1, BZ8, GIG, 

BADH, SAPK4, SNRK2, LYSO, CA, PBZ1, SERK1 và EREBP từ 0,19- 0,80 lần, 

trong khi MAPK5 đƣợc cảm ứng tăng gấp 1,21 lần. Cây lúa nhiễm chủng SN13 

trong điều kiện stress mặn làm tăng chiều dài thân 27,43%, chiều dài rễ 73,17%, 

trọng lƣợng khô 55,74%, tuy nhiên không tìm thấy sự khác biệt trong biểu hiện của 

13 gen (NHX1, SOS1, BZ8, GIG, BADH, SAPK4, SNRK2, LYSO, CAT, PBZ1, 

SERK1 và EREBP) trừ gen MAPK5 bị giảm biểu hiện 0,28 lần so với đối chứng. 

Jaemsaeng và cộng sự (2018) [41] nghiên cứu tác dụng k ch th ch sinh 

trƣởng của chủng xạ khu n Streptomyces sp. GMKU 336  nội sinh có khả năng sinh 

ACC deaminase, hòa tan phosphate và sinh siderophores trên cây lúa trong điều 

kiện nhiễm mặn. Kết quả cho thấy nhiễm chủng GMKU 336 làm tăng đáng kể sự 

sinh trƣởng, hàm lƣợng chlorophyll, proline, K
+
, Ca

+
 và làm giảm ethylene, ROS và 

Na
+ 

khi so sánh với cây không đƣợc nhiễm và những cây đƣợc nhiễm với chủng đột 

biến mất gen acdS. Sự biểu hiện của các gen đáp ứng với stress mặn ở cây lúa 

nhiễm chủng GMKU 336 có tƣơng quan với các đặc điểm sinh lý của cây. Các gen 

liên quan đến con đƣờng ethylene, ACO1 và EREBP1 đƣợc điều chỉnh giảm đáng 

kể trong khi các gen liên quan đến cân bằng th m thấu (BADH1), kênh vận chuyển 

Na 
+ 

(NHX1 và SOS1), calmodulin (Cam1-1), và các enzym chống oxy hóa (SOD1 

và CAT) đƣợc điều chỉnh tăng. Nhƣ vậy, chủng GMKU 336 giúp tăng cƣờng sinh 

trƣởng của cây lúa và tăng khả năng chịu mặn bằng cách làm giảm ethylene thông 
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qua hoạt động của ACCD và hỗ trợ thêm cho cây trồng loại bỏ ROS, cân bằng hàm 

lƣợng ion và áp suất th m thấu. 

 Sultana và cộng sự (2020) [104] chủng vi sinh vật chịu mặn sinh chất kích 

th ch sinh trƣởng thực vật B. aryabhattai MS3 đƣợc phân lập từ vùng đất nhiễm 

mặn làm tăng khả năng sinh trƣởng của cây lúa khi bị nhiễm mặn ở nồng độ 200 

mM NaCl. Nghiên cứu sự biểu hiện của các gen liên quan đến đáp ứng với stress 

mặn cho thấy có sự tăng cƣờng biểu hiện của 4 gen BZ8, SOS1, GIG và NHX1.  

 Sự biến đổi biểu hiện của các gen liên quan đến chống chịu với stress mặn nhờ 

PGPB c ng đã đƣợc nhiều tác giả nghiên cứu trên nhiều đối tƣợng khác ngoài cây lúa 

nhƣ trên cây ngô, cây cải và lúa mỳ. Burkholderia phytofirmans PsJN làm thay đổi 

biểu hiện của các gen (KT1, HKT1, NHX2 và SOS1) liên quan đến cân bằng nội môi 

ion ở cây cải Arabidopsis thaliana [125]. Cây ngô nhiễm chủng B. 

amyloliquefaciens SQR9 [126] khi bị nhiễm mặn (100 mM NaCl) có hàm lƣợng 

chlorophyll, đƣờng hòa tan tổng, hoạt t nh peroxidase và catalase, hàm lƣợng 

glutathione và tỷ lệ K
+
/Na

+
 tăng so với đối chứng. Nghiên cứu sự biểu hiện của một 

số gen liên quan cho thấy có sự tăng cƣờng biểu hiện của các gen RBCS, RBCL (mã 

hóa tiểu đơn vị RuBisCo), H (+)-Ppase (mã hóa pyrophosphatase bơm H
+
), HKT1, 

NHX1, NHX2 và NHX3 và sự giảm của NCED so với đối chứng không đƣợc nhiễm 

chủng SQR9. Nhiễm chủng Serratia liquefaciens KM4 làm tăng khả năng chịu mặn 

ở cây ngô và làm tăng cƣờng sự biểu hiện các gen APX, CAT, SOD, RBCS, RBCL, 

H⁺ -PPase, HKT1 và NHX1 và giảm biểu hiện gen NCED [127]. Nhiễm chủng 

Dietzia natronolimnaea ở cây lúa mỳ khi bị stress mặn làm tăng sự biểu hiện các 

kênh vận chuyển ion (NHX và HKT1) và các CAT, APX, MnSOD, POD, GPX, và 

GR [128]. Nghiên cứu sự biểu hiện các gen liên quan đến đáp ứng mặn ở cây lúa 

mỳ nhiễm chủng Arthrobacter nitroguajacolicus cho thấy có sự tăng biểu hiện của 

các gen P450s (CYP98A1, CYP734A5, CYP72A15 và CYP710A1) liên quan đến các 

phản ứng oxy hóa khử và phản ứng stress, APX và nicotianamine. Hơn nữa, có sự 

biểu hiện cao hơn của các kênh vận chuyển ion (HKT và NHX) làm tăng cƣờng khả 

năng chống chịu với stress muối [129]. Trong điều kiện stress mặn, cây dƣa hấu 

đƣợc nhiễm chủng Funneliformis mosseae có sự giảm biểu hiện của gen RBCL 

(tham gia vào quá trình quang hợp), tăng mức độ biểu hiện của PPH (chịu trách 
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nhiệm cho sự phân hủy chất diệp lục) và tăng cƣờng sự biểu hiện các gen liên quan 

đến phản ứng bảo vệ chống oxy hóa (APX, Cu-Zn SOD, CAT và GR) [130]. 

1.4.2.  T i Việt Nam 

Việc ứng dụng vi sinh vật hữu ích làm phân vi sinh có từ rất lâu, các nghiên 

cứu tập trung chủ yếu vào phân lập và đánh giá khả năng cố định nitơ, phân giải 

phosphate và sinh tổng hợp IAA từ nhiều nguồn khác nhau nhƣ từ đất hoặc nội sinh. 

Tuy nhiên, các nghiên cứu về vi sinh vật chịu mặn sinh IAA, ACC deaminase còn 

hạn chế. Các nghiên cứu về tƣơng quan giữa PGPB ở mức độ biểu hiện của các gen 

chịu mặn ở thực vật còn chƣa đƣợc thực hiện. 

Nguyễn Anh Huy và cộng sự (2018) [131] đã phân lập và nhận diện đƣợc một 

số loài vi khu n Bacillus megaterium, Acinetobacter sp. và Bukholderia cenocepacia 

chịu mặn có khả năng cố định nitơ và tổng hợp IAA từ đất sản xuất lúa-tôm ở Bạc 

Liêu, Sóc Trăng và Kiên Giang. Ứng dụng hai chủng Burkholderia sp. PL9 và 

Acinetobacter sp. GH1-1 cho thấy cả 2 dòng vi khu n thử nghiệm đều có khả năng 

cung cấp đến 50% phân đạm hóa học khuyến cáo cho cây lúa trồng trên nền đất nhiễm 

mặn. 

 Văn Thị Phƣơng Nhƣ và cộng sự [6, 13] phân lập tuyển chọn đƣợc các 

chủng vi sinh vật nội sinh (A. amazonens, B. kururiensis, P. putida và B. subtilis) có 

khả năng sinh IAA, cố định nitơ, phân giải phosphate từ cây lúa trồng trên đất tỉnh 

Phú Yên. Sử dụng hai chủng vi khu n phân giải lân P. putida và B. subtilis có thể 

thay thế 50% lân hữu dụng và sử dụng hai chủng cố định nitơ A. amazonens, B. 

kururiensis có thể thay thế 50% đạm cho cây lúa trồng trên đất thịt pha cát ở thành 

phố Tuy Hòa, tỉnh Phú Yên. 

Nguyễn Văn Phƣợng và cộng sự (2020) [132] đã sàng lọc các đặc điểm kích 

th ch sinh trƣởng thực vật từ 77 chủng vi sinh vật nội sinh phân lập từ giống lúa Bắc 

Thơm trên đất trồng lúa, tỉnh Hải Dƣơng. Kết quả nghiên cứu xác nhận 64 chủng có 

khả năng tổng hợp IAA, 74 chủng có khả năng tổng hợp amoni và tất cả 77 chủng 

có khả năng phân giải phosphate vô cơ.  

Nguyễn Phạm Anh Thi và cộng sự (2020) [133] đã phân lập và tuyển chọn 

dòng vi khu n có khả năng hòa tan lân từ đất trồng lúa bị nhiễm mặn tại tỉnh Sóc 

Trăng. Kết quả nghiên cứu tuyển chọn đƣợc 2 dòng vi khu n TD 3.1 và TD 4.3 có 

khả năng hòa tan P khó tan, duy trì mật độ vi khu n cao ở ngƣỡng pH rộng trong 
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khoảng 3 đến 5 và ở nồng độ muối NaCl đạt đến 5‰. Hai dòng vi khu n này có khả 

năng hỗ trợ sự nảy mầm của hạt lúa, hỗ trợ sinh trƣởng, giúp tăng sinh khối cây lúa 

ở điều kiện phòng thí nghiệm. 

Nguyễn Đức Thành và cộng sự (2020) [134] đã phân lập đƣợc 2 chủng vi 

khu n P. oryzihabitans T2917 và Burkholderia sp. T3602 từ vùng đất trồng bƣởi 

Da xanh ở tỉnh Bến Tre có khả năng chịu nồng độ muối NaCl ≥3%, có hoạt tính 

phân giải lân vô cơ  với đƣờng kính vòng phân giải 3,7±0,16 và 2,2±0,44 cm). Hai 

chủng này có tiềm năng trong sản xuất chế ph m vi sinh sử dụng trong nông nghiệp, 

đặc biệt ở vùng đất bị nhiễm mặn. 

1.5. Ph  ng ph p ph n t  h hệ gen bằng công nghệ giải trình tự gen thế hệ mới 

Giải trình tự hệ gen là kỹ thuật xác định trình tự các nucleotide trong toàn bộ 

hệ gen bao gồm cả các gen mã hoá và không mã hoá cho các protein chức năng. 

Phƣơng pháp xác định trình tự gen đầu tiên đã đƣợc Sanger và nhóm nghiên cứu 

công bố năm 1977 đã thu đƣợc nhiều thành tựu quan trọng trong đó nổi bật nhất là 

việc hoàn thành dự án hệ gen ngƣời vào năm 2001. Tuy nhiên, phƣơng pháp này 

cần chi ph  cao và lƣợng thời gian lớn để hoàn thành. Sự ra đời của công nghệ giải 

trình tự gen thế hệ mới vào năm 2005 là một bƣớc ngoặt lớn, mở ra một kỷ nguyên 

mới trong lĩnh vực giải trình tự gen. Với ƣu thế về thời gian, dung lƣợng, độ ch nh 

xác, các công nghệ NGS ngày càng đƣợc sử dụng rộng rãi trong nghiên cứu tƣơng 

quan toàn bộ hệ gen (genomewide association studies - GWAS), xác định trình tự 

toàn bộ hệ gen (whole genome sequencing -WGS), hệ gen biểu hiện (whole exome 

sequencing - WES) hay hệ gen phiên mã transcriptome (RNA-seq)… 

Công nghệ giải trình tự gen thế hệ mới (NGS) còn đƣợc gọi là giải trình tự 

dung lƣợng cao hoặc giải trình tự song song, cho phép giải trình tự hàng nghìn đến 

hàng tỷ đoạn DNA đồng thời và độc lập với nhau. Cùng với các bƣớc tiến của khoa 

học kỹ thuật, các công nghệ NGS không ngừng phát triển nhƣ tăng lƣu lƣợng xử lý 

lên 100 - 1000 lần, tăng độ dài đoạn trình tự đọc, giảm giá thành. Đến nay, nhiều 

công nghệ NGS khác nhau đã đƣợc phát triển nhƣ: giải trình tự Roche 454 

(pyrosequencing 454), giải trình tự Proton/PGM (Ion Torrent sequencing), giải trình 

tự Illumina (Solexa)... 

Phƣơng pháp giải trình tự gen thế hệ mới tuân theo hai nguyên lý chính: (1) 

Đọc trình tự bằng tổng hợp (sequencing by synthesis, SBS); (2) Đọc trình tự gắn nối 
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(sequencing by ligation, SBL). Nguyên lý thứ nhất thƣờng đƣợc các thế hệ máy 

Roche 454, Ion Torrent và Illumina sử dụng. Nguyên lý này sử dụng một hỗn hợp 

các dNTP bổ sung tự nhiên và các dNTP bổ sung có đánh dấu huỳnh quang. Quá 

trình xác định trình tự s  diễn ra tƣơng tự nhƣ phản ứng PCR thông thƣờng. Đầu 

tiên một đoạn trình tự mồi nằm trên đoạn adapter s  đƣợc gắn vào phần cuối của 

đoạn gDNA khuôn cần đọc trình tự. Sau đó, việc xác định trình tự đƣợc thực hiện 

bằng cách gắn lần lƣợt từng dNTP bổ sung có đánh dấu huỳnh quang vào phần cuối 

của trình tự mồi. Nguyên lý thứ hai, đọc trình tự gắn nối (sequencing by ligation, 

SBL) đƣợc đƣợc phát minh bởi George Church và áp dụng ở máy SOLiD. Nguyên 

lý này là một chu trình tuần hoàn gồm các bƣớc: (1) Đƣa vào các mồi neo đƣợc 

thiết kế trình tự bổ sung với trình tự trên adapter; (2) Lai các nonamer ngẫu nhiên 

với nhau (Mỗi hỗn hợp nonamer gồm có 4 loại nonamer, mỗi loại có các base và vị 

tr  đã đƣợc xác định. Các chất phát quang khác nhau đƣợc gắn ở cuối của mỗi loại 

nonamer cho phép xác định nucleotide trên nonamer); (3) Các nonamer lai với các 

mồi neo (thiết bị ghi hình và phần mềm s  xác định nucleotide ở vị tr  query); (4) 

Mồi neo, phức hệ nonamer đƣợc đọc bằng phóng xạ và quá trình đƣợc lặp lại cho 

các vị tr  query trong hỗn hợp nonamer.  

Trong số các công nghệ giải trình tự gen thế hệ mới, công nghệ Illumina cho 

kết quả ch nh xác nhất, quy trình thao tác đơn giản và đƣợc sử dụng nhiều nhất, 

khoảng hơn 90% dữ liệu trình tƣ gen trên thế giới đƣợc tạo ra bởi công nghệ 

Illumina. Các bƣớc ch nh trong  giải trình tự Illumina gồm 4 bƣớc nhƣ sau 

 ước    Chu n bị mẫu: Các đoạn DNA và gắn lên các giá bám. Đầu tiên, sợi 

DNA đƣợc cắt nhỏ thành các đoạn DNA ngắn, sau đó 02 đầu các đoạn DNA ngắn 

này đƣợc gắn 02 đoạn adapter đặc hiệu. Tổ hợp DNA-adapter s  đƣợc gắn lên giá 

bám là các vi bản nhờ các đoạn dò đặc hiệu adapter đã gắn sẵn. 

 ước 2   Khuyếch đạ mẫu: Sử dụng cặp mồi đặc hiệu adapter để khuếch đại 

các đoạn DNA trên giá bám. Trong trƣờng hợp giá bám là vi bản thì các thành phần 

tham gia phản ứng PCR đƣợc bơm trải lên vi bản, nhờ đó từng cụm sản ph m 

khuếch đại đƣợc gắn trên những vị tr  tách rời nhau. Các đoạn DNA gắn adapter 

đƣợc biến t nh thành mạch đơn và đƣợc khuếch đại đẳng nhiệt thành 1 cụm (cluster) 

khoảng 1.000 bản sao giống hệt nhau.  

 ước  . Giả trình tự: Đo t n hiệu từng loại huỳnh quang gắn vào nucleotide 
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trong phản ứng tổng hợp chuỗi DNA. Sử dụng 4 loại màu huỳnh quang khác nhau 

để gắn vào 4 loại nucleotide để tìm trình tự đồng thời của hàng chục triệu cluster. 

Trong mỗi chu kỳ giải trình tự, một nucleotide gắn màu đƣợc gắn vào chuỗi DNA, 

đóng vai trò làm kết thúc quá trình tổng hợp chuỗi DNA. Sau mỗi lần gắn kết, màu 

huỳnh quang đƣợc ghi lại, sau đó đƣợc enzyme tách ra để cho các nucleotide tiếp 

theo gắn vào chuỗi DNA đang tổng hợp. Kết quả tìm đƣợc trình tự các DNA có độ 

ch nh xác cao, không xuất hiện lỗi ở các vùng trình tự lặp và các vùng trình tự 

tƣơng đồng 

  ước    Phân t ch số liệu: Các đoạn trình tự đƣợc sắp xếp và lắp ráp de nove 

bằng các phần mềm tinh sin học. Sử dụng các phần mềm tinh sinh học khác nhau để 

phân t ch và chú th ch hệ gen. 
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CHƯƠNG  . VẬT  IỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

 .1. Nguy n vật  iệu 

2.1.1 Nguyên liệu 

Tổng số 66 mẫu gồm 36 mẫu đất trên quần đảo Trƣờng Sa, 12 mẫu đất và nƣớc 

ven biển, 9 mẫu rễ cây lúa, 9 mẫu rễ cây đƣớc. Danh sách địa điểm lấy mẫu và ký 

hiệu mẫu đƣợc trình bày ở Phụ lục 1. 

Giống lúa: Đài thơm 8 

2.1.2.  óa ch t    i trường và thiết bị 

a) Hóa chất 

 Các loại hóa chất glucose, D-mannitol, D-galactose, D-maltose, sucrose, tinh 

bột tan, K2HPO4.3H2O, L-tryptophan, MgSO4.7H2O, axit indole-3-acetic (IAA), 

glycerol, cao nấm men, cao thịt, tryptone, peptone, glycine, L-proline, dung dịch 

H2SO4, NaCl, EDTA, NaNO3, (NH4)2SO4, FeCl3.3H2O, axit ascobic, 

(NH4)6Mo7O24.4H2O. 

  Đệm tra mẫu, 1 kb DNA ladder, dNTP, Taq DNA polymerase PCR buffer 

(Thermo Fisher, Mỹ), Agarose (First Base, Singapore). 

b  Môi trường nghiên cứu  

Môi trƣờng: Nutrient agar (NA), Luria Bertani (LB),  Marine agar (MA),  

Dworkin và  Foster  salts (DF) (Ấn Độ). 

Môi trƣờng NBRIP (g/L): Glucose 10 g; Ca3(PO4)2 5 g; MgCl2 5 g; MgSO4.7 

H2O 0,25 g; KCl 0,2 g; (NH4)2SO4, 0,1 g; H2O 1 L. 

Môi trƣờng King B medium (g/L): peptone 2; K2HPO4.3H2O 1.15; MgSO4.7 

H2O, 1.5 g; glycerol 10 mL. 

Môi trƣờng Burk s: Saccarozo 20 g/l; KH2PO4 0,41 g/l; K2HPO4.3H2O 0,68 

g/l; MgSO4.7H2O 0,1 g/l; Na2SO4 0,05 g/l; CaCl2 0,2 g/l; FeSO4.7H2O 0,005 g/l; 

Na2MoO4.2H2O 0,0025 g/l. 

Môi trƣờng CMC: (NH4)2SO4 1 g/l; K2HPO4.3H2O 1,31 g/l; MgSO4.7H2O 

0,5 g/l; NaCl 20 g/l; CMC 5 g/l; Agar 20 g/l. 

 c   hu c th    

 Dùng cho phân tích IAA 

 Thuốc thử Salkowski: 12 g FeCl3 trong 1 lít  dung dịch H2SO4 7,9 M. 
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 Dung dịch IAA chu n: Hoà tan 1 mg IAA trong lƣợng nhỏ aceton thêm nƣớc 

cất để đƣợc 10 mL đƣợc dung dịch IAA chu n có nồng độ 100 µg/mL 

 Dùng cho định lƣợng phosphate 

 Dung dịch K2S2O8 5%: hoà tan 25 g K2S2O8 trong 500 mL nƣớc cất  

Dung dịch axit ascorbic: Hoà tan 10 g axit ascobic trong 100 mL nƣớc cất 

Dung dịch Mo(NH4)2Fe(SO4)2.6H2O:  

 (1)  Hoà tan 13g (NH4)6Mo7O24.4H2O trong 100 mL nƣớc cất 

 (2)  Hoà tan 0,35g K(SbO)C4H4O6.0,5H2O trong 100 mL nƣớc cất 

 (3)  Pha loãng 150mL H2SO4 98% bằng 150 mL nƣớc cất  

Dung dịch KH2PO4 chu n: Hoà tan 0,217 g KH2PO4 trong 5 mL H2SO4 98%, 

sau đó định mức lên 1000 mL bằng nƣớc cất. 

 Định lƣợng NH4
+
  

  Thuốc thử Nessler hòa tan 100 g thủy ngân (II) iodua và 70 g kali iodua 

trong 100 ml nƣớc. Hòa tan 224 g kali hydroxit trong 700 ml nƣớc đựng trong 

bình định mức một vạch 1000 ml và để nguội đến nhiệt độ phòng. Thêm từ từ 

dung dịch thủy ngân (II) iodua/kali iodua vào dung dịch kali hydroxit trong khi 

vẫn khuấy liên tục. Pha loãng bằng nƣớc cất đến vạch và trộn đều. Để ổn định tối 

thiểu 2 ngày trƣớc khi sử dụng. 

 Phân t ch glucose: Thuốc thử DNS  

b) Thiết b  

Máy vortex (Dragon, Trung Quốc), lò vi sóng (Sharp, Nhật Bản), cân kĩ 

thuật (Metller Toledo, Thụy Sỹ), tủ lạnh -20 °C, -80 °C (Sanyo, Nhật Bản), pipet 

các loại (Gilson, Pháp), máy Realtime-PCR (Biorad/Mỹ), máy ly tâm (Eppendorf, 

Đức), máy quang phổ Biospectrometer (Eppendorf, Đức), máy PCR (Eppendorf 

AG, Đức); máy điện di (Bio-Rad), máy chụp ảnh gel (Amersham BioSciences), 

máy giải trình tự gen thế hệ mới (Illumina, Mỹ), máy Nanodrop spectrophotometer 

(Thermo Scientific/ Mỹ), nồi hấp tiệt trùng HVP-50 (Amerex Instrument/ Mỹ), tủ 

ấm 20-50 
o
C (Memmert / Đức), tủ sấy (Memmert / Đức), tủ cấy vô trùng (Esco/ 

Singapore). 
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  . . Ph  ng ph p nghiên cứu 

 Nội dung của luận án đƣợc đƣợc hiện theo các bƣớc mô tả trong Hình 2.1 

 

 

  nh 2 1. Sơ đồ tóm tắt các nội dung nghiên cứu 

 



38 
 

 

2.2.1. Phương pháp l y mẫu 

Nƣớc biển đƣợc lấy bằng bathometer, sau đó chuyển vào ống Falcon 50 ml. 

Mẫu trầm t ch đƣợc lấy bằng thiết bị lấy bùn chuyên dụng. Đất ven bờ đƣợc lấy 

bằng thìa inox đã khử trùng rồi chuyển vào túi đựng mẫu. Các mẫu thu thập đƣợc 

bảo quản lạnh trong hộp xốp có chứa đá trƣớc khi mang về phòng thí nghiệm [135]. 

Các mẫu đất đƣợc lấy dựa theo tiêu chu n TCVN 7538-6:2010  

Các mẫu rễ cây lúa và cây đƣớc đƣợc lấy bằng cách dùng dao tách nhẹ nhàng 

phần rễ, hoặc thu thập toàn bộ phần gốc chuyển vào túi đựng mẫu, ghi nhãn và 

mang về phòng thí nghiệm phân lập. Các mẫu chƣa phân t ch đƣợc quản bảo ở 4 
o
C 

[136]. 

2.2.2. Ph n lập các chủng vi khuẩn chịu  ặn 

Phân lập các vi khu n đất và nƣớc: Cân 10 gram mẫu đất hoặc 10 mL mẫu 

nƣớc vào bình tam giác 250 ml chứa 90 ml nƣớc muối 0,85% vô trùng. Lắc 120 

vòng/phút trong 30 phút. Pha loãng mẫu dịch tới các nồng độ 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

,10
-4

,  

10
-5

 và 10
-6
. Hút 100  L dịch mẫu ở các nồng độ pha loãng lên các môi trƣờng đĩa 

petri (9 cm) chứa môi trƣờng chọn lọc có bổ sung 3 % NaCl. Ủ đĩa trong 3-5 ngày ở 

28 
o
C để quan sát sự hình thành các khu n lạc. Các vi khu n đƣợc chọn lọc thông 

qua hình thái bề mặt, màu sắc để phù hợp với chủng loại và mục đ ch nghiên cứu.  

Phân lập các vi khu n nội sinh trong rễ lúa và đƣớc [136]: Rễ đƣợc khử trùng bề 

mặt bằng cách ngâm trong ethanol 95% 1 phút sau đó ngâm vào dung dịch HgCl2 

0,1% 1 phút. Sau đó rửa sạch (tối thiểu 10 lần) với nƣớc cất vô trùng. Tiếp tục 

khử trùng bằng cách ngâm rễ trong ethanol 70% trong 5 phút, tiếp đến sodium 

hypochlorite 5,5% trong 10 phút. Rửa lại nhiều lần bằng nƣớc vô trùng và sau đó 

súc rửa 3 lần với MgSO4 0,1M. Để kiểm tra khả năng các vi sinh vật còn sót lại 

trên bề mặt mẫu sau khi khử trùng, lấy 200μl nƣớc cất vô trùng đã rửa mẫu ở lần 

thứ lần cuối cấy lên các đĩa môi trƣờng NA và ủ ở 30 
0
C, nếu sau 24-48h ủ các đĩa 

môi trƣờng này không có sự xuất hiện các khu n lạc thì các mẫu đã khử trùng đạt 

yêu cầu. 

Rễ đƣợc nghiền bằng cối và chày vô trùng. Huyền phù đƣợc pha loãng 

bằng nƣớc muối 0,85% hoặc không pha loãng sau đó cấy vào đĩa petri chứa môi 

trƣờng NA bổ sung 3% NaCl. Quan sát sự hình thành khu n lạc sau 3-5 ngày 

nuôi cấy ở 28 °C. 
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Các khu n lạc đƣợc làm sạch và lƣu giữ trong ống nghiệm bảo quản ở 4 
o
C 

và bảo quản lạnh sâu (-70 
o
C) trong glycerol 10%. Các khu n lạc hay các chủng vi 

sinh vật phân lập đƣợc sàng lọc, tiếp tục đƣợc đánh giá khả năng sinh tổng hợp 

IAA, ACC deaminase, phân giải phosphate khó tan, cố định đạm, phân giải 

cellulose. 

2.2.3. Sàng lọc các chủng vi khuẩn có  hả năng sinh      

Các chủng phân lập đƣợc đánh giá khả năng sinh IAA thông qua phƣơng 

pháp Salkowski [137]. Các chủng phân lập đƣợc nuôi trong bình có chứa 5 ml môi 

trƣờng King B bổ sung thêm L- tryptophan 0,5 g/l, nuôi lắc 200 vòng/phút ở 30 
o
C 

trong 72 h. Dịch nuôi cấy sau 72 h đƣợc ly tâm ở 10.000 vòng/phút, thời gian 10 

phút. Hút 1 ml dịch sau khi ly tâm trộn 1ml thuốc thử Salkowski. Ủ hỗn hợp 30 

phút trong bóng tối, mẫu có chứa IAA chuyển sang màu đỏ. Sử dụng máy quang 

phổ ở bƣớc sóng 535 nm để đo độ hấp thụ màu. Các thí nghiệm đƣợc lặp lại 3 lần. 

Căn cứ vào đƣờng chu n IAA (Y= aX b) để xác định hàm lƣợng IAA sinh ra ở 

từng chủng (Phụ lục 2a). Lựa chọn các chủng có khả năng sinh IAA cao để tiến 

hành các th  nghiệm tiếp theo. 

2.2.4.  àng lọc các chủng vi khuẩn có  hả năng t ng hợp ACC deaminase 

Sàng lọc các chủng có khả năng sinh tổng hợp ACC deaminase từ các chủng 

sinh IAA. Hoạt độ ACC deaminase đƣợc xác định dựa trên khả năng tạo thành 

alpha- ketobutyrate từ quá trình thuỷ phân ACC. Các chủng chọn lọc đƣợc cấy trên 

môi trƣờng DM agar có bổ sung 5 mM ACC (nguồn nitơ duy nhất) [138]. Sau 48 h 

nuôi cấy ở nhiệt độ 30 
o
C, lựa chọn các chủng có khả năng sinh trƣởng mạnh cấy 

chuyền sang môi trƣờng LB lỏng. Chủng vi sinh vật đƣợc nuôi cấy trên môi trƣờng 

LB lỏng trong 24 h, lắc 200 vòng/phút, nhiệt độ 30 
o
C. Sinh khối tế bào đƣợc thu 

bằng phƣơng pháp ly tâm bằng ly tâm 8000 vòng/phút, 5 phút, ở nhiệt độ 4 
o
C sau 

đó đƣợc rửa bằng môi trƣờng DM. Hòa tan sinh khối vào 7,5 ml môi trƣờng DM, có 

bổ sung 45  l ACC 0,5 M để đƣợc nồng độ ACC cuối cùng là 0,3 mM. Sau khi ủ 

tiếp 24 h, lắc 200 vòng/phút, nhiệt độ 30 
o
C ly tâm thu sinh khối, rửa 3 lần bằng 5 

ml of 0,1 M Tris-HCl pH 7,6. Tiếp theo, tế bào vi khu n  hoà tan vào  600 µl 0,1 M 

Tris-HCl, pH 8,5 và bổ sung thêm 30 µl toluene, lắc mạnh trong 1 phút. Hỗn hợp tế 

bào đƣợc toluene hoá đƣợc chia làm hai phần, một phần để xác định protein theo 
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phƣơng pháp Bradford và phần còn lại đƣợc sử dụng để xác định hoạt độ ACC 

deaminase.  

Lấy 200 µl hỗn hợp tế bào đƣợc toluene hoá, bổ sung 20 µl dung dịch 0,5 

mM ACC lắc đều, ủ 30 trong 15 phút, tiếp tục thêm 1 ml dung dịch 0,56 M HCl rồi 

ly tâm 10000 vòng/phút trong 5 phút ở nhiệt độ phòng và thu dịch trong. Hút 1 ml 

dịch trong trộn đều với 800 µl dung dịch 0,56 M HCl. Tiếp theo, thêm 300 µl thuốc 

thử 2,4-dinitrophenylhydrazine (0,1% 2,4- dinitrophenylhydrazine trong 2 M HCl. 

Sau khi ủ hỗn hợp này ở 30 
o
C trong 15 phút, bổ sung 2 ml NaOH 1N. Cuối cùng, 

xác định sự hấp thụ màu ở bƣớc sóng 540 nm. Thí nghiệm đƣợc lặp lại 3 lần. Hoạt 

độ ACC deaminase đƣợc xác định là lƣợng alpha- ketobutyrate đƣợc tạo ra trên mỗi 

g protein trong 1 giờ. Lƣợng alpha- ketobutyrate tạo ra đƣợc tính dựa trên phƣơng 

trình đƣờng chu n của alpha- ketobutyrate dạng Y= aX+b (Phụ lục 2b) 

2.2.5.  àng lọc các chủng vi khuẩn có  hả năng ph n giải ph sphate 

Các chủng có khả năng sinh IAA đƣợc đánh giá khả năng phân giải 

phosphate không tan trên môi trƣờng NBRIP agar [139]. Lựa chọn các chủng có 

vòng phân giải phosphate nuôi trên môi trƣờng lỏng NBRIP, nuôi lắc 200 vòng/phút 

ở 30
 o
C. Sau 72 h nuôi dịch nuôi đƣợc sử dụng để xác định nồng độ phosphate hòa 

tan giải phóng vào môi trƣờng nuôi cấy theo phƣơng pháp so màu blue-molyphen ở 

bƣớc sóng 880 nm. Các thí nghiệm đƣợc lặp lại 3 lần. Dựa vào phƣơng trình đƣờng 

chu n (Y = aX   b) để xác định hàm lƣợng phosphate hoà tan có trong mẫu (Phụ 

lục 2c).  

2.2.6.  àng lọc các chủng vi khuẩn có  hả năng c  định nitơ  

Các chủng có khả năng sinh IAA tiếp tục đƣợc đánh giá khả năng cố định 

nitơ. Các chủng chọn lọc đƣợc cấy trên môi trƣờng Burk s. Những chủng có khả 

năng mọc trên môi trƣờng này là chủng có khả năng cố định nitơ. Chọn những 

chủng sinh trƣởng mạnh (khu n lạc to, r ) trên môi trƣờng thạch Burk s. Chuyển 

sang môi trƣờng Burk s dịch thể nuôi lắc 120 vòng/phút, sau 72 h thu thập dịch 

nuôi để ly tâm lấy dịch trong để xác định hàm lƣợng NH4
+

 sinh ra bằng phƣơng 

pháp so màu với thuốc thử Nessler [140]. Các th  nghiệm đƣợc lặp lại 3 lần. Đƣờng 

chu n NH4
+ 
đƣợc dựng với các mẫu có nồng độ NH4

+ 
chu n khác nhau có dạng Y = 

aX  b để t nh lƣợng NH4
+

 có trong mẫu (Phụ lục 2d) 

2.2.7.  àng lọc các chủng vi khuẩn có  hả năng ph n hủ  cellul se 
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Các chủng có khả năng sinh IAA đƣợc cấy trên môi trƣờng có CMC 1% 

(nguồn cacbon duy nhất). Những chủng có khả năng mọc trên môi trƣờng này là 

chủng có khả năng phân hủy cellulose. Chọn những chủng sinh trƣởng mạnh (mọc 

nhanh, sinh khối nhiều) trên môi trƣờng thạch CMC. Chuyển sang môi trƣờng CMC 

dịch thể nuôi lắc 120 vòng/phút, sau 72 h dịch nuôi đem ly tâm lấy dịch trong xác 

định khả năng sinh enzyme cellulase sinh ra, lấy dịch trong để xác định hoạt độ 

enzyme cellulase theo phƣơng pháp Miller [141]. Khả năng phân hủy cellulose 

đƣợc xác định dựa vào lƣợng đƣờng khử tạo thành sau phản ứng bằng phƣơng pháp 

đo quang phổ. Các thí nghiệm đƣợc lặp lại 3 lần. Đơn vị hoạt độ CMCase đƣợc 

định nghĩa là lƣợng enzyme cellulase cần thiết để giải phóng 1 μg glucose trong 1 

phút dƣới điều kiện tiêu chu n. Dựa vào đƣờng chu n glucose có dạng Y = aX +b 

để t nh lƣợng glucose đƣợc giải phóng (Phụ lục 2e) 

2.2.8. Khả năng sinh sider ph res 

  Khả năng sinh siderophore đƣợc đánh giá theo phƣơng pháp của Schwyn và 

Neiland (1987) [142]. Vi khu n đƣợc nuôi lắc ở 200 vòng/phút trong môi trƣờng 

lỏng Nutrient broth qua đêm ở 30 °C. Sau đó 20  L dịch vi khu n đƣợc nhỏ trên đĩa 

NA có bổ sung Chromo Azzurol S (CAS) và ủ ở 30 °C. Quan sát màu sắc xung 

quanh vùng khu n lạc sau 1 tuần nuôi cấy. Nếu màu cam sáng thì chứng tỏ vi khu n 

có khả năng sinh siderophores. 

2.2.9. Phân lo i vi sinh vật  

2 2 9    Xác   nh một s   ặc  iểm về hình thái và sinh hoá 

Quan sát đặc điểm khu n lạc: Hình thái của khu n lạc dựa vào hình dạng, 

màu sắc, độ nổi và dạng bìa bằng kính lúp.  

 Quan sát đặc điểm tế bào vi khu n: Hình thái tế bào đƣợc quan sát dƣới kính 

hiển vi quang học ở độ phóng đại 1000 lần.  

 Nhuộm Gram: Cố định tiêu bản bằng cách nhỏ 10  l nƣớc cất vô trùng lên 

la men, sau đó dùng que cấy vô trùng lấy một lƣợng nhỏ sinh khối vi khu n trải lên 

k nh, để khô tự nhiên. Nhuộm bằng dung dịch tím gentian trong 30 giây- 1 phút, sau 

đó rửa bằng nƣớc. Nhuộm dung dịch lugol và giữ trong 1 phút, rửa bằng nƣớc. Nhỏ 

dung dịch alcohol 90%, giữ khoảng 30 giây (cho đến khi vừa thấy mất màu), rửa 

bằng nƣớc. Nhuộm tiếp bằng dung dịch Fucshin trong 1 phút, rửa bằng nƣớc và để 

khô. Quan sát ở vật kính 100 X. Vi khu n Gram dƣơng: bắt màu tím, do vách tế bào 
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dày có khả năng giữ tím gentian. Vi khu n Gram âm bắt màu hồng là do vách tế bào 

mỏng hơn không thể giữ lại gentians (Màu hồng của fucshin) 

Một số đặc điểm sinh hoá đƣợc xác định dựa theo Kit API 20E Biomerieux  

2 2 9 2  Phư ng pháp giải trình tự 16S rRNA 

Các chủng vi sinh vật đƣợc định danh bằng phƣơng pháp giải trình tự 16S 

rRNA. Chủng vi sinh đƣợc nuôi trong môi trƣờng LB ở 30 
o
C sau 24 h nuôi lắc 200 

vòng/phút. DNA đƣợc tách chiết theo kit tách DNA (Thermo Scientific). Hút 1ml 

dịch sinh khối ly tâm 10000 vòng/phút trong 5 phút. Cho 560 mL TE và 40 µL SDS 

10%, đánh tan và trộn đều cặn sinh khối rồi cho tiếp 20 µL proteinase-K. Ủ ở nhiệt 

độ 56 
o
C trong 45 phút. Thêm 280 µL NaCl 5 M, trộn nhẹ rồi chuyển sang ống 2mL 

eppendof. Rửa bằng hỗn hợp chloroform-isoamy (24:1) tỷ lệ 1:1, lắc 10 giây. Ly 

tâm ở 10000 vòng/phút trong 15 phút, thu dịch nổi (lặp lại 2 lần). Thu 500 µL dịch 

nổi, bổ sung tiếp 1 mL ethanol tuyệt đối để ủ qua đêm ở -20 
o
C. Ly tâm 12000 

vòng/phút ở 4 
o
C trong 20 phút thu cặn. Sau khi thu cặn tiếp tục rửa bằng 650 µL 

cồn 70% bằng cách ly tâm 12000 vòng/phút ở 4 ºC trong 20 phút (2 lần). Thu cặn 

DNA và làm khô để loại hết cồn. Hòa tan DNA trong 100 µL H2O và 10 µL Rnase 

(10 mg/mL), ủ ở 37 ºC trong 30 phút.  

Gen 16S rRNA đƣợc khuyếch đại bằng phản ứng PCR sử dụng cặp mồi xuôi 

27F, mồi ngƣợc 1492R. Thành phần của phản ứng thể hiện trong Bảng 2.1. Chu 

trình nhiệt của phản ứng PCR với các giai đoạn: Biến tính DNA khuôn ở chu kỳ đầu 

ở 95 
o
C trong 5 phút. Các chu kỳ sau biến tính trong 30 giây; bắt cặp mồi ở 52 

o
C 

trong 1 phút; kéo dài ở 72 
o
C trong 1 phút 30 giây; thực hiện 35 chu kỳ; chu kỳ cuối 

ở 72 
o
C trong 5 phút; kết thúc phản ứng hạ nhiệt độ xuống 40

 o
C. Trình tự gen 16S 

rRNA của chủng vi khu n đƣợc xác định trên hệ thống máy giải trình tự tự động 

ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem). Kết quả giải trình tự gen 

6S rRNA của vi khu n đƣợc tham chiếu với các trình tự trên ngân hàng gen quốc tế 

NCBI bằng chƣơng trình BLAST để định danh loài vi sinh vật. 
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 ảng 2    Thành phần phản ứng PCR nhân gen 16S rRNA 

Thành phần phản ứng Nồng độ phản ứng Thể tích (µL) 

Nƣớc đã khử ion vô trùng  16,0 

10X Buffer 1 X 2,5 

10 mM dNTP 0,4 mM 1,0 

Mồi xuôi (27F) 10 pmol/ul 0,4 pmol/µL 1,0 

Mồi ngƣợc (1492 R) 10 pmol/ul 0,4 pmol/µL 2,0 

Taq DNA polymerase 2 U 0,5 

DNA khuôn  2,0 

Tổng thể tích  25 

2.2.10. Ảnh hưởng của một s  yếu t  đến sinh trưởng và t ng hợp IAA của các 

chủng vi khuẩn chọn lọc 

2.2.10.1 Ảnh hưởng của pH và nhiệt  ộ  ến sinh trưởng của các chủng vi khuẩn 

chọn lọc 

 Các chủng vi khu n tuyển chọn đƣợc nuôi lỏng lắc trong môi trƣờng thích 

hợp, tốc độ 200 vòng/phút, tại các giá trị pH trong khoảng 5-8,5 và nhiệt độ 25, 27, 

30, 34, 37 và 45
 o

C. Sau 48 h ngày tiến hành đo OD 600 nm để xác định khả năng 

sinh trƣởng ở các dải pH và nhiệt độ nghiên cứu. 

2 2  0 2  Ảnh hưởng nguồn nit   ến sinh trưởng và sinh IAA của các chủng vi 

khuẩn chọn lọc 

Thay peptone trong môi trƣờng King B lần lƣợt là tryptone, cao nấm men, 

cao thịt nồng độ 20 g/l và NaNO3 với nồng độ 5 g/l. Sau 120 h nuôi lắc 200 

vòng/phút ở các điều kiện nhiệt độ và pH thích hợp thu dịch lên men xác định khả 

năng sinh trƣởng bằng phƣơng pháp đo OD và ly tâm 10.000 vòng/phút trong 5 

phút thu dịch trong để đo nồng độ IAA bằng phƣơng pháp so màu với thuốc thử 

Salkowski. 

2 2  0    Ảnh hưởng nồng  ộ L-tryptophan  ến sinh trưởng và sinh IAA của các 

chủng vi khuẩn chọn lọc 

Sử dụng môi trƣờng King B với nguồn nitơ th ch hợp và nồng độ 

tryptophan là 0; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25 và 0,3%.  Sau 120 h nuôi lắc 200 vòng/phút ở 

điều kiện nhiệt độ và pH thích hợp thu dịch lên men xác định khả năng sinh trƣởng 
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bằng phƣơng pháp đo OD và ly tâm 10.000 vòng/phút trong 5 phút, thu dịch trong 

để xác định nồng độ IAA bằng phƣơng pháp so màu với thuốc thử Salkowski.  

2 2  0    Ảnh hưởng nguồn carbon  ến sinh trưởng và sinh IAA của các chủng vi 

khuẩn chọn lọc 

Sử dụng môi trƣờng King B với nguồn nitơ và hàm lƣợng tryptophan thích 

hợp. Nguồn carbon lần lƣợt là glucose, mannitol, maltodextrin, sucrose và tinh bột 

tan với nồng độ 10 g/l. Sau 120 h nuôi lắc 200 vòng/phút ở điều kiện nhiệt độ và pH 

thích hợp thu dịch lên men xác định khả năng sinh trƣởng bằng phƣơng pháp đo OD 

và ly tâm 10.000 vòng/phút, 5 phút lấy dịch trong nồng độ IAA bằng phƣơng pháp 

so màu với thuốc thử Salkowski. 

2.2.10.5 Ảnh hưởng của nồng  ộ mu i  ến sinh trưởng và t ng h p IAA của các 

chủng vi khuẩn chọn lọc 

 Sử dụng môi trƣờng King B với nguồn nitơ, nguồn carbon và hàm lƣợng 

tryptophan thích hợp cho từng chủng và bổ sung NaCl từ 0 đến 27,5%. Vi khu n 

trên máy lắc với tốc độ 200 vòng/phút với các điều kiện nhiệt độ và pH thích hợp. 

Sau 48 h, tiến hành đo OD 600 nm để đánh giá khả năng sinh trƣởng và ly tâm 

10.000 vòng/phút trong 5 phút, lấy dịch trong nồng độ IAA bằng phƣơng pháp so 

màu với thuốc thử Salkowski. Thí nghiệm lặp lại 3 lần. 

2.2.11. Phương pháp  ác định chlorophyll trong lá lúa 

  Hàm lƣợng chlorophyll (a, b và tổng số) trong lá đƣợc xác định theo phƣơng 

pháp đƣợc mô tả bởi nhóm tác giả Moran [143]. Cắt 0,2 g lá thành các miếng nhỏ 

vào ống nghiệm, thêm 2 mL N, N-dimethylformamide, nghiền và ủ hỗn hợp ở 4
 o

C 

trong 48 h. Đo OD ở bƣớc sóng 663 nm và 546 nm bằng UV-visible 

spectrophotometer (Genesys 10 UV, Thermo Fisher Scientific, USA) để xác định 

chlorphyll a và b. Hàm lƣợng chlorphyll tổng số, chlorphyll a và b đƣợc tính theo 

công thức:  

Chlorophyll a = (0,0127 x OD663 – 0,00269 x OD645) 

Chlorophyll b = (0,0229 x O𝐷645 – 0,0468 x O𝐷663) 

Total chlorophyll = chlorophyll a + chlorophyll b 

2.2.12. Đánh giá  hả năng là  giả  tác động của stress mặn đ i với cây lúa của 

các chủng vi khuẩn chọn lọc 
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Chu n bị hạt thóc vô trùng: Ngâm hạt thóc bằng dung dịch NaOCl 3% trong 

5 phút, rửa với nƣớc cất vô trùng 3 lần. Tiếp tục rửa bằng dung dịch ethanol 70% 

trong 30 giây và rửa lại bằng nƣớc cất vô trùng 5 lần.  

 Các chủng vi khu n đƣợc nuôi trong môi trƣờng lỏng LB ở 30 
o
C, lắc 200 

vòng/phút, sau 24 h ly tâm 10000 vòng/phút trong 5 phút thu sinh khối. Sinh khối 

đƣợc rửa 2 lần với nƣớc vô trùng. Phần cặn sinh khối sau khi rửa sạch thì hòa tan 

với nƣớc vô trùng để đạt OD 600 nm là mật độ 10
8 

CFU/ml. 

Hạt giống vô trùng đƣợc ngâm với dịch vi khu n (10
8
 CFU/ml) hoặc nƣớc vô 

trùng (Đối chứng) trong 48 h ở 30 
o
C. Ủ đến khi hạt giống nảy mầm và đƣợc gieo 

trên đất với mật độ 10 cây/chậu (mỗi một thử nghiệm lặp lại 3 chậu). Đất sử dụng 

làm giá thể đƣợc lấy từ ruộng trồng lúa đã đƣợc xác định một số chỉ tiêu dinh 

dƣỡng (hàm lƣợng hữu cơ 4,9%; tổng N 1,3%; lân dễ tiêu 0,01%; kali dễ tiêu 

0,02%, pH 5,85), sau đó xử lý vô trùng bằng phƣơng pháp khử trùng ở 121
 o

C, 1 

atm, 45 phút.  Đất sau khi vô trùng đƣợc làm  m và bổ sung vi sinh vật chọn lọc để 

đạt mật độ 10
3
 cfu/g. Với mẫu đối chứng dùng nƣớc vô trùng. 

Sau 21 ngày nuôi ở điều kiện chiếu sáng 10 h/ngày, cƣờng độ sáng 1200lux, 

độ  m 60-80%, nhiệt độ trung bình 30 
0
C thì tiến hành xử lý các mẫu với NaCl 200 

mM. Sau 7 ngày kiểm chỉ tiêu sinh trƣởng, phát triển của cây lúa bao gồm chiều cao 

thân, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô cả cây và hàm lƣợng chlorophyll (a, b và tổng 

số). Chiều cao cây đƣợc đo từ cổ rễ đến chóp lá dài nhất, chiều dài rễ đƣợc đo từ 

gốc rễ đến chóp rễ dài nhất bằng thƣớc chia độ mm. Xác định khối lƣợng khô khối 

lƣợng khô toàn bộ cây bằng cách sấy ở 105 0C đến khi khối lƣợng không đổi, đem 

cân bằng cân phân tích. Xác định mật độ vi sinh vật trong đất và trong rễ bằng 

phƣơng pháp phân lập vi sinh vật mô tả trong mục 2.2.2 

Lựa chọn chủng có ảnh hƣởng tốt nhất để thiết kế thí nghiệm nghiên cứu sự 

biểu hiện của các gen liên quan đến đáp ứng mặn ở cây lúa. 

2.2.13. Đánh giá sự biểu hiện của các gen liên quan đến đáp ứng mặn ở cây lúa 

dưới sự hỗ trợ của chủng vi khuẩn chọn lọc 

Thí nghiệm đƣợc bố trí gồm 4 nghiệm thức:  

1. Đối chứng (C) 

2. Đối chứng + NaCl (C+NaCl) 

3. Nhiễm chủng vi khu n chọn lọc  
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4. Nhiễm chủng vi khu n chọn lọc + NaCl 

 Hạt giống vô trùng đƣợc ngâm với dịch vi khu n (10
8
 CFU/ml) hoặc nƣớc vô 

trùng (Đối chứng) trong 48 h ở 30
 o

C. Ủ đến khi hạt giống nảy mầm và đƣợc gieo 

trên đất với mật độ 10 cây/chậu (mỗi một thử nghiệm lặp lại 3 chậu). Đất sử dụng 

làm giá thể đƣợc lấy từ ruộng trồng lúa đã đƣợc xác định một số chỉ tiêu dinh 

dƣỡng (hàm lƣợng hữu cơ 4,9%; tổng N 1,3%; lân dễ tiêu 0,01%; kali dễ tiêu 

0,02%, pH 5,85), sau đó xử lý vô trùng bằng phƣơng pháp khử trùng ở 121
 o

C, 1 

atm, 45 phút.  Đất sau khi vô trùng đƣợc làm  m và bổ sung vi sinh vật chọn lọc để 

đạt mật độ 10
3
 cfu/g. Với mẫu đối chứng dùng nƣớcvô trùng. 

 Cây lúa đƣợc 30 ngày tuổi tiến hành bổ sung NaCl 200 mM. Sau 7 ngày thu 

mẫu đánh giá các chỉ tiêu sinh trƣởng, phát triển của cây lúa bao gồm chiều cao cây, 

chiều dài rễ, trọng lƣợng khô, hàm lƣợng chlorphyll (a,b và tổng số) và nghiên cứu 

sự biểu hiện các gen liên quan đến đáp ứng mặn bằng phƣơng pháp RT-PCR. 

2.2.13.1. Tách chiết RNA và t ng h p cDNA 

Lá lúa sau khi thu đƣợc làm lạnh trong nitơ lỏng và bảo quản -80 
o
C. RNA 

tổng số đƣợc tách chiết từ các mẫu lá lúa sử dụng Kit Ribospin
TM

 Plant (GeneAll). 

Chất lƣợng RNA tổng số đƣợc kiểm tra bằng tỉ lệ OD 260/OD 280 và điện di sản 

ph m trên gel agarose 1%.  

 Tổng hợp cDNA: 1 µg RNA tổng số đƣợc sử dụng làm khuôn tổng hợp 

cDNA bằng bộ Kit First strand cDNA synthesis Kit (NebEngland Biolabs). 

Bảng 2.2. Thành phần của phản ứng cDNA 

TT Thành phần 

(I) RNA 1µg Tổng thể tích của hỗn hợp:12  L trong đó thể tích 

1 µg RNA và H2O: 11 µL và Oligo dT:1 µL H2O 

Oligo dT 

Để 65 
o
C trong thời gian 5 phút, làm lạnh ngay trong 5 phút 

(II) 5X buffer 4 µL 

RNase inhibitor 1 µL 

dNTP mix 10nM 2 µL 

RT 200U 1 µL 

Phản ứng PCR đựợc thực hiện với thể tích (I)+(II) = 20 µL với chu trình nhƣ 

sau: 25 
o
C trong 10 phút, 45

 o
C trong 60 phút và 70

 o
C trong 5 phút. Sản ph m sau 

PCR đƣợc bổ sung 20  L nƣớc và bảo quản -20 
o
C. 

2.2.13.2. Kỹ thuật RT-PCR 
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 Sự biểu hiện của các gen liên quan đến đáp ứng mặn của cây lúa (NADPMe2, 

SOS1, PR1, MYC2, NHX1, SOD và CAT) đƣợc phân tích bằng kỹ thuật RT-PCR với 

các cặp mồi trình bày trong Bảng 2.3, trong đó 02 gen Actin và UBQ5 đƣợc lựa 

chọn làm gen nội kiểm. Trình tự các cặp mồi đƣợc thiết kế dựa trên phần mềm 

primer-blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) và đƣợc kiểm tra độ 

đặc hiệu bằng phản ứng PCR sử dụng mẫu cDNA từ lá lúa.  

Bảng 2.3. Trình tự các đoạn mồi 

Gen Trình tự (5’- ’) 

Kích 

th ớc 

(bp) 

Actin Actin-F: GAGTATGATGAGTCGGGTCCAG 

Actin-R ACACCAACAATCCCAAACAGAG 
143 

Ubiquitin 5/UBQ5 UBQ5-F ACCACTTCGACCGCCACTACT 

UBQ5-RACGCCTAAGCCTGCTGGTT 
69 

NADP-malic 

enzyme/NADP-Me2 

NADP-Me2-F: TGGTTCATTGTCGGAGCACA 

NADP-Me2-R: GCCCTTTGAATCGACAAGCC 
151 

Salt-overly-sensitive 

1/SOS1 

SOS1-F: ATCAGGTGGAGGCTAGAGCA 

SOS1-R: TGACGCACTCCTTTGCAGAT 
83 

Superoxide 

dismutase/SOD 

SOD-F: TTGAATCGGACCGCCACTACT 

SOD-R: CGCACTGCCTGCTGGTTGCAGA 
84 

Catalase /CAT CAT- F: TGCCCTTCTATTGTGGTTCC  

CAT-R GATGAGCACACTTTGGAGGA 
102 

Pathogenesis related 

protein 1/PR1 

PR1-77F: CCTGCCTGCCTTCCTCATTC 

PR1-77R: GTGAAGATTTGGTTTCCATTGTA 
77 

Myelocytomatosis 

2/MYC2 

MYC2-F: CTAGCGAGGAAACCCAATCG 

MYC2-R: TCGTCTCGTCGTCTTCTTGG 
95 

Sodium proton 

antiporter/NHX1 

NHX1-82F: GGCCATCTCGCTTGAATCTG 

NHX1-82R: CTCCCAAATCCAGCCCCATC 
82 

 Phản ứng RT-PCR đƣợc thực hiện với nồng độ cDNA đã đƣợc tối ƣu là 

150 ng/µL. Thành phần đƣợc thể hiện trong Bảng 2.4. Chu trình phản ứng RT-PCR 

đƣợc thực hiện nhƣ sau: 95 
o
C trong 12 phút, tiếp theo 40 chu kỳ ở 95

 o
C trong 15 

giây, 58
 o
C trong 40 giây. 

Bảng 2.4. Thành phần phản ứng RT-PCR 

TT Thành phần 

1 H2O 3 µL 

2 qPCR master mix 5 µL 

3 Primer F 0,5µL 

4 Primer R 0,5 µL 

5 cDNA 150 ng 

Tổng 10 µL 

Kết quả đƣợc phân t ch theo phƣơng pháp của Livak [144], cụ thể nhƣ sau: 
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 Trong điều kiện lƣợng mẫu đầu vào là nhƣ nhau, mẫu có Ct nhỏ hơn thì s  có 

hàm lƣợng trình tự đ ch cao hơn. Tuy nhiên trong thực tế thì không có bằng chứng 

nào để khẳng định lƣợng mẫu đầu vào là nhƣ nhau, vì vậy cần phải có giá trị Ct 

tham chiếu của gene chứng nội (C), việc so sánh s  diễn ra gián tiếp thông qua việc 

so sánh với C 

 Đây là phƣơng pháp đánh giá sự biểu hiện của một gen trong trƣờng hợp xác 

định với mẫu tế bào thƣờng. Trong phƣơng pháp này, định lƣợng gen cần nghiên 

cứu (Tg) và một gen tham chiếu (là gen đã đƣợc xác định là có biểu hiện nhƣ nhau 

giữa các tế bào-Rf) giữa hai mẫu tế bào (mẫu thí nghiệm gọi là T và mẫu đối chứng 

gọi là C). 

 Nhƣ vậy ứng với mẫu T và mẫu C s  có kết quả định lƣợng cho cả gen Tg và 

gen Rf qua các thông số 

 Ct (T/Tg) là ngƣỡng chu kỳ của gen cần nghiên cứu trong mẫu thì nghiệm (T) 

 Ct (T/Rf) là ngƣỡng chu kỳ của gen tham chiếu trong mẫu thì nghiệm (T) 

 Ct (C/Tg) là ngƣỡng chu kỳ của gen cần nghiên cứu trong mẫu đối chứng (C) 

 Ct (T/Rf) là ngƣỡng chu kỳ của gen tham chiếu trong mẫu thì nghiệm (C) 

 Dựa trên các thông số này, chu kỳ ngƣỡng của gen đ ch trên mẫu thí nghiệm 

(T) và mẫu đối chứng (C) đƣợc thƣờng hoá bằng cách tính hiệu số chênh lệch Ct 

của gen đ ch với gen tham chiếu trên các mẫu: 

    Mẫu thí nghiệm: ∆Ct (T) = Ct (T/Tg) - Ct (T/Rf) 

    Mẫu thí nghiệm: ∆Ct (C) = Ct (C/Tg) - Ct (C/Rf) 

 Sau đó, thƣờng hoá ∆Ct mẫu thử bằng hiệu số chênh lệch ∆Ct (T) và ∆Ct (C) 

                                ∆∆Ct = ∆Ct (T) - ∆Ct (C) 

 Từ đó t nh ra tỷ lệ biểu hiện của gen đ ch trên mẫu thí nghiệm so với đối 

chứng bằng 2
-∆∆Ct 

2.2.14. Phân tích hệ gen của chủng vi khuẩn chọn lọc bằng phương pháp giải 

trình tự gen thế hệ mới 

2.2.14.1. Tách chiết, tinh s ch và t o thư viện DNA 

DNA tổng số đƣợc tách chiết theo Qiagen Dneasy Blood & Tissue Kit 

(Qiagen, USA) quy trình hƣớng dẫn của nhà sản xuất. Các mẫu DNA tổng số đƣợc 

đo nồng độ và chất lƣợng trên máy NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer và kiểm 
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tra chất lƣợng bằng phƣơng pháp điện di trên gel agarose 1,5%, nhuộm bằng 

ethidium bromide và chụp ảnh gel bằng Quantity One Program (Gel Doc EQ; Bio- 

Rad, Hercules, CA). 

Quá trình tạo thƣ viện DNA đƣợc thực hiện theo hƣớng dẫn của bộ Kit 

NEBNext
®
 Ultra™ DNA Library Prep Kit Illumina

®
. Đối với mỗi mẫu, 1 μg DNA 

bộ gen đƣợc phân mảnh ngẫu nhiên đến <500 bp bằng máy cắt siêu âm (Covaris 

S220). Các phân mảnh DNA đƣợc xử lý để gắn với adaptor. Việc lựa chọn kích 

thƣớc của Adaptor-ligated DNA đƣợc thực hiện bằng AxyPrep Mag PCR Clean-up 

(Axygen, USA) với các đoạn của khoảng 410 bp. Sau đó, mỗi mẫu đƣợc khuếch đại 

bằng phản ứng PCR trong 8 chu kỳ sử dụng mồi P5 và P7. Các sản ph m PCR đƣợc 

làm sạch bằng cách sử dụng AxyPrep Mag PCR Clean-up (Axygen, USA). Chất 

lƣợng thƣ viện DNA đƣợc kiểm tra trên thiết bị Agilent Technologies 2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies, PaloAlto, CA, USA) và đƣợc định lƣợng bằng 

Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Sau đó, các thƣ viện gen 

đƣợc ghép lại và chạy trên thiết bị Illumina HiSeq theo hƣớng dẫn của nhà sản xuất 

(Illumina, San Diego, CA, USA). 

2.2.14.2 Phân tích hệ gen vi khuẩn 

Trình tự bộ gen đƣợc xử lý qua phần mềm Trimmomatic để xác định độ dài 

và chất lƣợng các đoạn trình tự [145]. Độ dài k-mer tốt nhất và k ch thƣớc bộ gen 

đƣợc ƣớc t nh bởi KmerGenie [146]. Việc lắp ráp các trình tự đƣợc thực hiện bằng 

phần mềm SOAPdenovo2 [147]. Dự đoán và chú th ch gen đƣợc thực hiện bằng 

cách sử dụng phần mềm Prokaryotic Genome Annotation Pipeline [148]. Việc chú 

th ch trình tự mã hóa protein c ng đƣợc thực hiện bằng cách sử dụng tìm kiếm 

BLAST dựa trên cơ sở dữ liệu protein của GenBank, cơ sở dữ liệu (COG) và cơ sở 

dữ liệu KEGG [149]. Chỉ số nhận dạng nucleotide trung bình (ANI) đã đƣợc phân 

t ch bằng máy t nh trên hệ thống máy chủ Eztaxon [150]. Để phân t ch so sánh, 

trình tự bộ gen của các chủng đƣợc tham chiếu trên cơ sở dữ liệu NCBI 
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  nh 2 2  Sơ đồ các bƣớc phân t ch hệ gene 

2.2.15. Phân tích th ng kê 

Phân tích số liệu thu đƣợc từ máy giải trình tự bằng hệ thống máy tính hiệu 

năng cao. Xử lý số liệu sinh học bằng phƣơng pháp thống kê trên phần mềm Excel 

và chƣơng trình IRRISTAT 5.0 

2.2.16. Địa điểm nghiên cứu 

 Các thí nghiệm của luận án đƣợc tiến hành tại Phòng Hệ gen học chức năng 

và Phòng Hoá Sinh, Viện Hoá học-Vật liệu, Viện Khoa học và Công nghệ quân sự, 

Bộ Quốc phòng. 
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CHƯƠNG  . KẾT QUẢ VÀ THẢO  UẬN 

 .1. Ph n  ập v  tuyển chọn      hủng vi khuẩn  ó khả năng  hịu mặn sinh 

chất k  h th  h sinh tr ởng thự  vật 

3.1.1. Ph n lập và tu ển chọn các chủng vi khuẩn sinh IAA 

Tùy thuộc vào vị trí lấy mẫu, các chủng vi khu n đƣợc phân lập trên các môi 

trƣờng khác nhau. Các chủng vi khu n từ đất quần đảo Trƣờng Sa, rễ cây lúa và 

đƣớc đƣợc phân lập trên môi trƣờng NA bổ sung 3% NaCl. Các chủng vi khu n từ 

mẫu đất và nƣớc biển đƣợc phân lập trên môi trƣờng MA bổ sung 5% NaCl. Sau đó, 

các chủng vi khu n có khả năng sinh IAA đƣợc sàng lọc trên môi trƣờng King B bổ 

sung 0,5 (g/l) L-tryptophan. 

Kết quả phân lập và sàng lọc các chủng vi khu n có khả năng sinh IAA đƣợc 

trình bày trong Bảng 3.1 và Bảng 3.2. Đã phân lập đƣợc 423 chủng vi khu n trong 

đó 175 chủng vi khu n từ 36 mẫu đất quần đảo Trƣờng Sa, 21 chủng vi khu n từ 9 

mẫu rễ cây lúa, 25 chủng từ 9 mẫu rễ cây đƣớc và 202 chủng từ 12 mẫu đất và nƣớc 

biển. Sàng lọc khả năng sinh IAA từ 423 chủng phân lập, kết quả thu đƣợc 65 

chủng vi khu n có khả năng sinh IAA, trong đó 39 chủng từ các mẫu đất Trƣờng 

Sa, 7 chủng từ các mẫu rễ lúa, 9 chủng từ các mẫu rễ cây đƣớc và 10 chủng từ các 

mẫu đất và nƣớc biển.  

Các chủng vi khu n đƣợc đánh giá khả năng sinh IAA trên môi trƣờng 

King B không và có bổ sung 0,5 (g/l) L-tryptophan. L-tryptophan đóng vai trò là 

tiền chất của IAA do vậy nồng độ L-tryptophan ảnh hƣởng trực tiếp đến khả năng 

sinh IAA. Tất cả 65 chủng đều không có khả năng sinh IAA trong môi trƣờng 

không bổ sung tryptophan. Trong môi trƣờng có bổ sung tryptophan, các chủng 

phân lập từ các nguồn khác nhau có khả năng sinh IAA với hàm lƣợng tƣơng đối 

giống nhau. Mƣời chủng phân lập từ các mẫu đất và nƣớc biển có hàm lƣợng IAA 

trong khoảng từ 19 đến 44 µg/mL, một số chủng có khả năng sinh tổng hợp IAA 

cao nhƣ chủng C7 (44,17 µg/mL), B7 (36,53 µg/mL) và B9 (40,43 µg/mL). Chín 

chủng phân lập từ rễ cây đƣớc có khả năng sinh IAA với hàm lƣợng trong khoảng 

từ 14 đến 38  g/mL trong đó có chủng DM10 cho hàm lƣợng IAA cao (38,78 

µg/mL). Các chủng có khả năng sinh IAA phân lập từ mẫu đất trên quần đảo 

Trƣờng Sa có hàm lƣợng trong khoảng từ 11 đến 38  g/mL, trong đó một số chủng 

có khả năng sinh IAA cao nhƣ STĐ2.1.3 (35,54  g/mL), STT1.1.2 (35,71  g/mL), 

D1.2.2 (38,71 µg/mL), D3.2.3 (32,33 µg/mL), NY4.2.3 (30,17 µg/mL), NY4.3.1 
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(33,34 µg/mL) và STT3.2.3 (28,50 µg/mL. B y chủng sinh IAA từ rễ lúa có hàm 

lƣợng khoảng từ 23 đến 46  g/mL, trong đó 3 chủng RL5, RL6 và RL7 có hàm 

lƣợng IAA cao lần lƣợt là 44,83;  35,95 và 46,50 µg/mL. 

Bảng 3.1. Kết quả phân lập, sàng lọc các chủng có khả năng sinh IAA 

Mẫu phân lập 
Số 

mẫu 

Địa điểm 

lấy mẫu 

Môi 

tr ờng 

Số chủng 

phân lập 

Số chủng 

sinh IAA 

Mẫu đất 36 Trƣờng Sa NA 175 39 

Rễ cây lúa 9 Nam Hải, Tiền 

Hải, Thái Bình 
NA 21 7 

Rễ cây đƣớc 9 Cồn Vành,Tiền 

Hải, Thái Bình 
NA 25 9 

Đất và nƣớc biển  

12 

Cồn Bửng, Trà 

Vinh và Ba 

Động, Bến Tre 

MA 202 10 

Tổng mẫu 66    423 65 

Vi sinh vật k ch th ch tăng trƣởng thực vật có khả năng sinh IAA đƣợc phân 

lập từ nhiều nguồn khác nhau nhƣ trong đất, đất vùng rễ, nƣớc và nội sinh trong rễ 

thân lá các loài thực vật. Trong đó, tỷ lệ PGPB có khả năng sinh IAA thƣờng chiếm 

tỷ lệ cao hơn trong các mẫu phân lập từ rễ hoặc vùng đất xung quanh rễ [1]. Ở 

nghiên cứu này, tỉ lệ PGPB sinh IAA chiếm tỷ lệ cao ở mẫu rễ cây đƣớc (36%), 

mẫu rễ lúa (33%), trung bình ở các mẫu đất vƣờn trên quần đảo Trƣờng Sa (21%) 

và thấp ở mẫu đất và nƣớc biển (4,9%). Vi sinh vật sinh IAA đã đƣợc phân lập bởi 

một số tác giả từ nhiều nguồn khác nhau. Cao Ngọc Diệp và cộng sự (2015) [151] 

đã phân lập các chủng vi sinh vật nội sinh từ cây khóm (dứa) với khả năng tổng hợp 

IAA từ 2,35 μg/mL đến 5,74 μg/mL. Chủng KL39a cho nồng độ IAA cao nhất là 

5,74 mg/L. Chủng RL7 phân lập từ rễ lúa có khả năng tổng hợp IAA lên tới 48,8 

mg/L cao gấp khoảng 10 lần chủng KL39a. Nguyễn Khởi Nghĩa và cộng sự (2017) 

[152] đã phân lập đƣợc các chủng vi sinh vật chịu mặn sinh IAA với hàm lƣợng từ 

10,44 μg/mL đến 33,13 μg/mL từ các vùng đất nhiễm mặn nuôi tôm kết hợp trồng 

lúa khu vực các tỉnh Bạc Liêu, Bến Tre, Cà Mau, Kiên Giang và Sóc Trăng. 

Nguyễn Thị Minh và cộng sự (2017) [153] phân lập đƣợc các chủng vi sinh vật nội 

sinh từ 13 loại cây mọc trên đất nhiễm mặn huyện Giao Thủy, tỉnh Nam Định có 
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khả năng sinh IAA trong khoảng từ 8,6 μg/mL đến 278,55 μg/mL. Nguyễn Văn 

Giang và cộng sự (2017) [154] đã phân lập đƣợc chủng CF9 từ đất trồng cà phê khu 

vực Tây Nguyên có khả năng chịu mặn đến nồng độ muối 10% và sinh IAA đạt 

68,79 mg/L. Nguyễn Anh Huy và cộng sự (2018) [131] đã phân lập đƣợc 116 chủng 

có khả năng tổng hợp ammoni và IAA trên môi trƣờng Burk s có bổ sung 1% NaCl 

từ các mẫu đất vùng trồng lúa-tôm. Trong đó chủng PL2 và PL9 có khả năng cố 

định nitơ và tổng hợp IAA đạt lần lƣợt là 45,31 và 46,46 mg/mL.  

Nhƣ vậy, từ tổng số 66 mẫu gồm các mẫu đất Trƣờng Sa, rễ cây lúa, cây đƣớc, 

mẫu đất và nƣớc biển đã phân lập đƣợc 423 chủng vi sinh vật. Đã sàng lọc và đánh 

giá đƣợc khả năng sinh IAA của 65 chủng. Từ 65 chủng sinh IAA này, luận án tiếp 

tục sàng lọc khả năng sinh ACC deaminase, phân giải phosphate, cố định nitơ, phân 

huỷ cellulose và sinh siderophores 

3.1.2. Sàng lọc các chủng vi  huẩn sinh ACC deaminase 

Sàng lọc, tuyển chọn các chủng có khả năng sinh ACC deaminase từ 65 

chủng chọn lọc có khả năng sinh IAA gồm 39 chủng vi sinh vật phân lập từ đất 

Trƣờng Sa, 10 chủng từ các mẫu đất và nƣớc biển, 9 chủng từ rễ cây đƣớc và 7 

chủng từ rễ lúa. Các chủng này đƣợc cấy trên môi trƣờng thạch DF với nguồn nitơ 

duy nhất là ACC nồng độ 3 mM. Lựa chọn các chủng có khả năng mọc trên môi 

trƣờng thạch DF để xác định hoạt độ ACC deaminase. Trong số 39 chủng phân lập 

từ đất Trƣờng Sa có 9 chủng sinh ACC deaminase với 3 chủng STT1.1.2, STT3.2.3 

và NY4.3.1 có hoạt tính cao lần lƣợt là 128,70; 38,45 và 40,37 nmol α-

ketobutyrate/mg/h. Có 5/9 chủng phân lập từ rễ cây đƣớc có khả năng sinh ACC 

deaminase, hai chủng có hoạt tính là DM10 (133,80 nmol α-ketobutyrate/mg/h) và 

DM20 (65,45 nmol α-ketobutyrate/mg/h
 
). Có 4/7 chủng từ rễ cây lúa có khả năng 

sinh ACC deaminase, trong đó 3 chủng RL5, RL6 và RL7 có hoạt tính cao lần lƣợt 

là 44,83; 35,95 và 45,40 nmol α-ketobutyrate/mg/h .Tất cả 10 chủng sinh IAA từ 

các đất và nƣớc biển không sinh ACC deaminase (Bảng 3.2, Hình 3.1) 
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Hình 3.1. Kết quả đo hoạt độ ACC deaminase của các chủng vi khu n chọn lọc 

Khả năng sinh ACC deaminase là một đặc điểm quan trọng của vi sinh vật 

k ch th ch tăng trƣởng thực vật, đặc biệt trong điều kiện môi trƣờng chịu tác động 

của các yếu tố stress phi sinh học nhƣ hạn hán, nhiễm mặn... Khi bị stress, thực vật 

sản sinh một lƣợng lớn ethylene từ tiền chất ACC, làm giảm sự nảy mầm của hạt, 

sự phát triển của rễ và làm giảm sự phát triển của cây trồng. Vi sinh vật tổng hợp 

ACC deaminase có thể phân cắt ACC thành α-ketobutyrat và amoniac do đó làm 

giảm lƣợng ethylene ở thực vật.  PGPB có khả năng sinh ACC deaminase thƣờng 

phân lập đƣợc từ mô thực vật (rễ và thân) hoặc đất vùng rễ, thuộc nhiều chi khác 

nhau nhƣ Rhizobium, Sinorhizobium, Agrobacterium, Phyllobacterium, 

Mesorhizobium, Azospirillum, Aneurinibacillus, Paenibacillus, Arthrobacter, 

Achromobacter, Bacillus, Brevibacterium, Burkholderia, Citrobacter, Enterobacter, 

Leclercia, Micrococcus, Ochrobactrum, Parastrephia, Pseudomonas, Ralstonia và 

Serratia. Ở Việt Nam, các nghiên cứu ứng dụng vi sinh vật hữu  ch nhƣ vi sinh vật 

sinh IAA, cố định nitơ, phân giải phosphate và phân giải cellulose…trong nông 

nghiệp dƣới dạng chế ph m vi sinh khá phổ biến, tuy nhiên các nghiên cứu này 

chƣa đề cập đến khả năng sinh ACC deaminase và khả năng hỗ trợ cây trồng trong 

điều kiện nhiễm mặn. Trên thế giới, khi nghiên cứu tác dụng hỗ trợ của vi sinh vật 

đến sự sinh trƣởng của cây trồng trong điều kiện nhiễm mặn hoặc hạn hán, bên cạnh 

nghiên cứu khả năng sinh IAA, cố định nitơ và phân giải phosphate, các tác giả đặc 
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biệt quan tâm đến khả năng sinh ACC deaminase. Khả năng sinh ACC deaminase 

của các chủng phân lập trong luận án c ng tƣơng tự nhƣ một số nghiên cứu đã công 

bố trƣớc đây. Bal và cộng sự (2013) [156] đã phân lập đƣợc 17 chủng có khả năng 

sinh ACC deaminase từ các mẫu đất vùng rễ lúa ở Ấn Độ có hoạt độ từ 61,29 đến 

2664,08 nmol α-ketobutyrate/mg/h. Trong đó những chủng có khả năng sinh ACC 

deaminase và IAA cao nhƣ SB1.ACC2, SB1.ACC3 và SB2.ACC2 với hàm lƣợng 

IAA lần lƣợt là 49,56; 45,91 và 152,37 µg/mL. Pourbabaee và cộng sự (2016) [156] 

đã sàng lọc đƣợc 6 chủng sinh ACC deaminase từ 167 chủng phân lập từ đất vùng 

rễ cây lúa mỳ có hoạt độ ACC deaminase từ 47 đến 275 nmol α-ketobutyrate/mg/h. 

Pandey và cộng sự (2021) [157] đã phân lập đƣợc 28 chủng có khả năng sinh ACC 

deaminase với hoạt độ từ 198 đến 1069 nmol α-ketobutyrate/mg/h. Các chủng này 

c ng có khả năng sinh IAA từ 10 đến 80 µg/mL.  

Nhƣ vậy, kết thúc quá trình sàng lọc các chủng có khả năng sinh ACC 

deaminase đã lựa chọn đƣợc 6 chủng gồm DM10, RL5, RL6, RL7, STT 1.1.2 và 

NY4.3.1 có hoạt độ ACC deaminase cao, đây c ng là những chủng có khả năng 

sinh IAA cao. 

3.1.3. Sàng lọc các chủng vi khuẩn có ho t tính c  định nitơ 

Khả năng cố định nitơ là một trong những tiêu chí quan trọng để chọn lựa vi 

sinh vật làm phân bón vi sinh. Vi sinh vật cố định đạm có thể tồn tại tự do trong đất, 

nƣớc, không khí, hoặc cộng sinh và nội sinh với sinh vật khác. Sàng lọc khả năng 

cố định nitơ đƣợc thực hiện từ 65 chủng sinh IAA. Các chủng vi sinh vật đƣợc cấy 

trên môi trƣờng Burk s agar không có nguồn nitơ. Những chủng sinh trƣởng và phát 

triển đƣợc trên môi trƣờng này là những chủng có khả năng cố định nitơ. Kết quả 

sàng lọc các chủng cố định nitơ cho thấy có 25/65 chủng có khả năng cố định nitơ 

trong đó 22 chủng phân lập từ đất trên quần đảo Trƣờng Sa và 3 chủng nội sinh rễ 

cây lúa. Chủng sinh phân lập đất và nƣớc biển và chủng nội sinh rễ cây đƣớc không 

có khả năng cố định nitơ. 

Các chủng có khả năng cố định nitơ đƣợc nuôi cấy trên  môi trƣờng lỏng Burk s 

không đạm ở 30
 o

C, lắc 200 vòng/phút, sau 72 h nuôi cấy đánh giá khả năng cố định 

nitơ dựa trên hàm lƣợng amoni sinh ra trong dịch nuôi cấy. Kết quả trình bày trong 

Bảng 3.2 và Hình 3.2. Ba chủng nội sinh từ rễ lúa RL9, RL10 và RL18 có khả năng 

cố định nitơ với hàm lƣợng amoni lần lƣợt 17,65, 12,63 và 15,32 mg/L. Các chủng 
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phân lập từ đất trên quần đảo Trƣờng Sa có khả năng tổng hợp nitơ tƣơng đối cao 

với hàm lƣợng amoni khoảng từ 5,78 đến 19,11 mg/L. Trong đó, chủng STT2.6.2 

cho hàm lƣợng amoni cao nhất là 19,11 mg/L. Kết quả này cao hơn nhiều so với các 

chủng trong nghiên cứu của Nguyễn Anh Huy và cộng sự (2018) [131] hàm lƣợng 

amoni cao nhất là 3,73mg/L hay các chủng vi sinh vật nội sinh trong cây lúa đƣợc 

nhóm tác giả Văn Thị Phƣơng Nhƣ (2014) [6] phân lập có hàm lƣợng amoni cao 

nhất là 6,26 mg/L. Phạm Thị Ngọc Lan và cộng sự (2017) [158] đã phân lập đƣợc 

các chủng có khả năng cố định nitơ từ đất vùng rễ cây xà lách, rau thơm, hành lá, 

rau dền, cải, rau má, ngô với hàm lƣợng amoni cao nhất đạt 43,41 mg/L. Nguyễn 

Văn Phƣợng (2020) [132] ] đã phân lập đƣợc các chủng vi sinh vật nội sinh từ rễ lúa 

có khả năng cố định nitơ với hàm lƣợng amoni cao từ chủng cao nhất đạt 205,36 

mg/L. 

Kết quả sàng lọc khả năng cố định nitơ cho thấy tất các chủng có khả năng cố 

định đạm không có khả năng sinh ACC deaminase. Các chủng có khả năng sinh 

ACC deaminase và IAA cao nhƣ DM10, RL5, RL6, RL7, STT 1.1.2 và NY4.3.1 

c ng không có khả năng cố định nitơ. 

 

Hình 3.2. Hàm lƣợng amoni sinh ra từ các chủng vi khu n chọn lọc  

3.1.4. Sàng lọc các chủng vi khuẩn hoà tan phosphate 

Khả năng hoà tan phosphate đƣợc sàng lọc từ 65 chủng sinh IAA. Kết quả 

sàng lọc đƣợc 29/65 có khả năng mọc và cho vòng phân giải CaCO3 trên môi 
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trƣờng NBRIP agar. Các chủng vi khu n có khả năng phân giải phosphate đƣợc 

nuôi cấy trong môi trƣờng NBRIP lỏng để xác định hàm lƣợng phosphate giải 

phóng ra môi trƣờng. Kết quả đƣợc trình bày trong Bảng 3.2 và Hình 3.3. Mƣời tám 

chủng phân lập từ đất Trƣờng Sa có khả năng phân giải phosphate với hàm lƣợng 

PO4
3-  

trong khoảng từ 65 đến 342 mg/L, đặc biệt có các chủng có hàm lƣợng PO4
3-

 

giải phóng ra khá cao nhƣ STT1.1.2 (191,16 mg/L), STĐ2.1.3 (287,69 mg/L), 

STT3.5.2 (309,37 mg/L), D3.2.3 (342,06 mg/L), D1.2.2 (375,39 mg/L) và NY4.3.1 

(286,45 mg/L). Sáu chủng phân lập từ rễ cây đƣớc PO4
3- 

trong khoảng từ 147 đến 

338 mg/L, trong đó có chủng DM10 cho hàm lƣợng PO4
3-

 cao nhất là 338,71 mg/L. 

Năm chủng phân giải phosphate từ rễ cây lúa có hàm lƣợng PO4
3-

 trong khoảng từ 

116 đến 312 mg/L, trong đó 3 chủng RL5, RL6 và RL7 cho hàm lƣợng PO4
3-

 cao 

nhất lần lƣợt là 304,53; 201,14 và 312,64 mg/L. Các chủng phân lập từ đất và nƣớc 

biển không có khả năng hoà tan phosphate. Nhiều nghiên cứu trong và ngoài nƣớc 

đã ghi nhận các vi sinh vật vùng rễ có khả năng phân giải phosphate. Văn Thị 

Phƣơng Nhƣ và cộng sự (2015) [16] đã phân lập các chủng nội sinh từ cây lúa có 

khả năng phân giải cao với hàm lƣợng PO4
3-

 là 371,31 mg/L. Nguyễn Văn Giang và 

cộng sự (2017) [133] đã phân lập đƣợc chủng CF9 từ đất trồng cà phê khu vực Tây 

Nguyên có khả năng chịu mặn đến nồng độ muối 10% với hoạt t nh phân giải 

phosphate cao nhất là 145,96 mg/L. Nguyễn Thị Minh và cộng sự (2017) [153] 

phân lập đƣợc các chủng vi sinh vật nội sinh từ 13 loại cây mọc trên đất nhiễm mặn 

Giao Thủy, Nam Định có khả năng sinh phân giải phosphate với vòng phân giải từ 

4-15mm. Nguyễn Đức Thành và cộng sự (2020) [134] phân lập đƣợc 02 chủng từ 

đất trồng Bƣởi ở Bến Tre các chủng có khả năng phân giải phosphate với vòng phân 

giải là 11 và 15 mm.  

 

  nh   3. Hàm lƣợng phosphate giải phóng ra môi trƣờng của các chủng chọn lọc
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 Chủng RL5, RL7, NY4.3.1, STT3.2.3 và DM10 vừa có khả năng phân giả 

phosphate, vừa có khả năng sinh IAA và ACC deaminase. Ba chủng STT3.5.2, 

D3.2.3 và D1.2.2 có khả năng phân giải phosphate cao và sinh IAA tuy nhiên lại 

không có khả năng tổng hợp ACC deaminase.  

3.1.5. Sàng lọc các chủng vi khuẩn phân giải cellulose 

Sàng lọc khả năng phân giải cellulose đƣợc thực hiện trên 65 chủng sinh IAA. 

Kết quả 20/65 chủng có khả năng sinh trƣởng và tạo vòng phân giải CMC trên 

trƣờng CMC agar.  

Hai mƣơi chủng có khả năng phân giải cellulose đƣợc nuôi cấy trong môi 

trƣờng CMC lỏng để đánh giá khả năng phân giải cellulose thông qua xác định hoạt 

độ cellulase sinh ra trong môi trƣờng nuôi cấy. Kết quả thể hiện trong Bảng 3.2 và 

Hình 3.4. Mƣời lăm chủng phân lập từ đất Trƣờng Sa có hoạt độ cellulase trong 

khoảng từ 5 đến 9 U/ml, trong đó chủng STĐ2.1.3 có hoạt độ cellulase cao nhất là 

9,25 U/ml. Năm chủng phân lập từ rễ cây lúa có hoạt độ cellulase khá cao, trong đó 

hai chủng RL5 và RL7 cao nhất lần lƣợt là 8,80 U/mL và 9,60 U/mL. Các chủng từ  

rễ cây đƣớc và các mẫu đất và nƣớc biển không có khả năng phân huỷ cellulose. 

Hoạt độ cellulase của nhóm vi sinh vật phân lập trong đất trồng lúa và dạ cỏ bò 

đƣợc V  Văn Phƣớc Quệ và cộng sự (2011) [159] xác định trong khoảng từ 19,44 

đến 25,43 U/ml. Hoạt độ cellulase của nhóm vi sinh vật phân lập từ đất rừng nhiệt 

đới Malaysia đƣợc Tang và cộng sự (2020) [160] xác định trong khoảng từ 4 đến 10 

U/ml. 

 

  nh    . Hoạt độ cellulose của các chủng chọn lọc 
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Bảng 3.2. Kết quả sàng lọc khả năng sinh IAA, ACC deaminase, cố định nitơ, hoà 

tan phosphate và phân giải cellulose   

TT Chủng 

 

Nguồn 

phân 

lập 

 

IAA  

(mg/L) 

ACCD 

(nmo  α-

ketobutyrate/ 

mg/h) 

Amoni 

(mg/L) 

Phosphate 

(mg/L) 

Cellulase 

(U/ml) 

1 
ĐL1.9.1 

Đảo 

Đá Lát 
11,21 - 

 

6,47 
- - 

2 K1.2.2  

 

Đảo 

Sơn Ca 

23,32 - 10,76 65,20 7,26 

3 K1.8.3 15,27 - 13,68 141,30 - 

4 K4.8.1 29,21 23,87 - 86,80 - 

5 K4.8.2 22,15 11,23 - 65,21 - 

6 STĐ1.2.3  

Đảo 

Sinh 

Tồn 

Đông 

24,74 - 12,36 - - 

7 STĐ2.1.3 33,54 - - 287,69 9,58 

8 
STĐ4.1.1 

17,61 

- 7,07 

- 

- 

9 STT1.1.2  

 

 

 

 

 

 

Đảo 

Song 

Tử Tây 

35,71  128,70 - 191,16 - 

10 STT1.4.2 23,30 - 13,75 94,29 5,81 

11 STT1.5.1 15,66  - 15,20 - - 

12 STT2.2.1 18,62 - 13,75 - 6,18 

13 STT2.6.2 14,51 - 19,18 - - 

14 STT3.1.3 18,31 -  5,78 - - 

15 STT3.2.3 28,50 38,45 - 296,45 6,54 

16 STT4.1.2 13,66 - 17,14 - - 

17 STT4.5.1 16,61 14,21 - - - 

18 STT5.1.2 12,52 - 15,23 - - 

19 STT5.3.1 13,66 - - - - 

20 STT5.4.1 17,81 - - - - 

21 D 1.2.2  

Đảo 

Sinh 

Tồn 

38,97 - - 275,39 7,37 

22 D3.2.3 32,33 - - 342,06 6,58 

23 D2.1.3 17,54 - - - 5,95 

24 D5.2.2 16,21 15,56 - 80,34 - 

25 TSL3.4.1 Đảo 

Trƣờng 

Sa Lớn 

22,25 - 18,69 - - 

26 TSL3.4.2 16,27 - 16,65 - - 

27 TSL4.2.2 14,66 - 13,03 127,21 7,73 

28 AB1.2.1 Đảo 

An 

Bang 

17,94 - 15,58 117,47 6,06 

29 AB3.1.2 18,25 
29,78 17,21 - - 

30 NY1.2.3  

Đảo 
16,21 - 14,79 65,01 - 

31 NY3.2.2 14,26 - 17,28 114,12 - 
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TT Chủng 

 

Nguồn 

phân 

lập 

 

IAA  

(mg/L) 

ACCD 

(nmo  α-

ketobutyrate/ 

mg/h) 

Amoni 

(mg/L) 

Phosphate 

(mg/L) 

Cellulase 

(U/ml) 

32 NY4.2.3 Nam 

Yết 
30,17 - - 117,47 8,32 

33 NY4.3.1 33,34 40,37 - 286,45 8,10 

34 PVA1.2.1  

 

 

Đảo 

Phan 

Vinh A 

19,04 - 17,17 - - 

35 PVA1.4.1 18,62 - 18,61 106,76 5,10 

36 PVA2.1.1 21,25 - 14,18 - 6,18 

37 PVA5.1.2 26,15 - - - 7,98 

38 PVA3.1.1 19,21 - - - - 

39 PVA3.1.2 17,41 30,65 - - - 

40 DM2  

 

 

 

 

Rễ cây 

đƣớc 

14,06 - - - - 

41 DM6 17,81 - - 155,96 - 

42 DM7 22,15 45,78 - 147,65 - 

43 DM8 23,36 34,21 - - - 

44 DM10 38,78 133,80 - 338,71 - 

45 DM12 26,58 - - 275,21 - 

46 DM15 34,66 44,21 - 198,24 - 

47 DM20 30,14 65,45 - 157,14 - 

48 DM25 28,24 - - - - 

49 RL2  

 

 

 

Rễ cây 

lúa 

23,54 25,18 -  - 

50 RL5 44,83 41,35 - 304,53 8,80 

51 RL6 35,95 39,78 - 201,14 7,65 

52 RL7 46,50 45,40 - 312,64 9,60 

53 RL9 27,36 - 17,65 116,45 5,87 

54  RL10 31,25 - 12,63 284,25 6,15 

55 RL18 33,74 - 15,32 - - 

56 BDS1.2.2 
Đất Ba 

Động 
23,51 

- - - - 

57 BDW1.1.1  

 

Nƣớc 

Ba 

Động 

27,81 - - - - 

58 BDW1.1.2 28,16 - - - - 

59 BDW1.1.3 25,39 - - - - 

60 B7 36,53 - - - - 

61 B9 40,43 - - - - 

62 CBW1.1.1 Nƣớc 

Cồn 

Bửng 

24,55 - - - - 

63 CBW1.1.3 21,37 - - - - 

64 CBW2.2.3 19,75 - - - - 

65 C7 44,17 - - - - 
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Kết thúc quá trình phân lập và sàng lọc các chủng vi sinh vật chịu mặn sinh 

chất k ch th ch sinh trƣởng thực vật, luận án đã lựa chọn đƣợc 12 chủng vi khu n 

chịu mặn có khả năng sinh IAA cao, đây là tiêu ch  ƣu tiên để chọn lựa chủng, tiếp 

theo là khả năng sinh tổng hợp ACC deaminase, cố định đạm, khả năng hoà tan 

phosphate, phân giải cellulose và sinh siderophores (Bảng 3.3). Xác định khả năng 

sinh sideophores của 12 chủng chọn lọc cho thấy các tất cả 12 chủng đều có khả 

năng sinh siderophores. 

Bảng 3.3. Bảng tổng hợp 12 chủng chọn lọc 

TT Chủng IAA ACC 

deaminase 

Cố 

định 

nit  

Phân giải 

phosphate 

Phân giải 

cellulose 

Siderophores 

1 DM10 + + - + - + 

2 C7 + - - - - + 

3 RL5 + + - + + + 

4 RL6 + + - + + + 

5 RL7 + + - + + + 

6 STT3.2.3 + + - + + + 

7 STT1.1.2 + + - + + + 

8 NY4.2.3 + - - + + + 

9 NN4.3.1 + + - + + + 

10 STĐ2.1.3 + - - + + + 

11 D 1.2.2 + - - + + + 

12 D3.2.3 + - - + + + 

Trong phần tiếp theo của luận án, 12 chủng vi khu n chọn lọc đƣợc nghiên cứu đặc 

điểm hình thái, sinh hoá và giải trình tự gen 16S rRNA để phân loại. 

3.2. Nghiên cứu một số đặ  điểm hình thái, sinh hoá và giải trình tự 16S rRNA  

3.2.1. Nghiên cứu một s  đặc điểm hình thái của các chủng vi khuẩn chọn lọc 

 Hình thái tế bào đƣợc quan sát trên tiêu bản sống và tiêu bản nhuộm gram 

trên kính hiển vi quang học vật ở độ phóng đại X100. Chủng DM10 đƣợc quan sát 

và ghi hình dƣới kinh hiểm vi điện tử SEM. Hình thái khu n lạc đƣợc quan sát trên 

môi trƣờng NA có bổ sung 3% NaCl, nuôi cấy ở 30
0 

C trong 48h. Kết quả đƣợc 

trình bày trong Bảng 3.4. 

 Chủng vi sinh vật chịu mặn phân lập từ đất và nƣớc biển (C7), từ rễ cây đƣớc 

(DM10), chủng RL2 phân lập từ rễ cây lúa, và chủng STT1.1.2 từ đất Trƣờng Sa 
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thuộc nhóm Gram âm và có dạng hình que. Ba chủng phân lập từ rễ lúa (RL5, RL6 

và RL7) và sáu chủng (NY4.3.1, D3.2.3, D1.2.2, STT3.2.3, STĐ2.1.3 và NY4.2.3) 

phân lập từ đất trên quần đảo Trƣờng Sa thuộc nhóm Gram dƣơng, là trực khu n, 

sinh bào tử. 

Bảng 3.4. Hình thái tế bào và khu n lạc của các chủng chọn lọc 

TT Chủng Gram 

 

Tế bào 

Hình thái khuẩn lạc 

Hình dạng Màu sắc 

1 C7 (-) 
Trực khu n, xếp 

đơn, đôi hoặc chuỗi 

Tròn, bóng, 

mép trơn 

Trắng 

đục 

2 DM10 (-) 
Trực khu n, xếp 

đơn, đôi hoặc chuỗi 

Tròn, bóng, 

mép trơn 

Trắng 

đục 

3 RL5 (+) 

Trực khu n, xếp 

đơn, đôi hoặc chuỗi, 

mang bào tử 

Tròn, bề mặt 

nhăn, mép nhăn 

Trắng 

đục 

4 RL6 (+) 

Trực khu n, xếp 

đơn, đôi hoặc chuỗi, 

mang bào tử 

Tròn, bề mặt 

nhăn, mép 

nhăn 

Trắng 

đục 

5 RL7 (+) 

Trực khu n, xếp 

đơn, đôi hoặc chuỗi, 

mang bào tử 

Tròn, bề mặt 

nhăn, mép 

nhăn 

Trắng 

đục 

6 STT3.2.3 (+) 

Trực khu n, xếp 

đơn, đôi hoặc chuỗi, 

mang bào tử 

Tròn, bề mặt 

nhăn, mép 

nhăn 

Trắng 

đục 

7 STT1.1.2 (-) 

Trực khu n, xếp 

đơn, đôi hoặc chuỗi, 

mang bào tử 

Tròn, bề mặt 

nhăn, mép 

nhăn 

Trắng 

đục 
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TT Chủng Gram 

 

Tế bào 

Hình thái khuẩn lạc 

Hình dạng Màu sắc 

8 STĐ2.1.3 (+) 

Trực khu n, xếp 

đơn, đôi hoặc chuỗi, 

mang bào tử 

Tròn, bề mặt 

nhăn, mép 

nhăn 

Trắng 

đục 

9 NY4.2.3 (+) 

Trực khu n, xếp 

đơn, đôi hoặc chuỗi, 

mang bào tử 

Tròn, bề mặt 

nhăn, mép 

nhăn 

Trắng 

đục 

10 NN4.3.1 (+) 

Trực khu n, xếp 

đơn, đôi hoặc chuỗi, 

mang bào tử 

Tròn, bề mặt 

nhăn, mép 

nhăn 

Trắng 

đục 

11 D3.2.3 (+) 

Trực khu n, xếp 

đơn, đôi hoặc chuỗi, 

mang bào tử 

Tròn, bề mặt 

nhăn, mép 

nhăn 

Trắng 

đục 

12 D 1.2.2 (+) 

Trực khu n, xếp 

đơn, đôi hoặc chuỗi, 

mang bào tử 

Tròn, bề mặt 

nhăn, mép 

nhăn 

Trắng 

đục 
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  nh   5. Hình thái tế bào và khu n lạc của một số chủng chọn lọc 

STĐ2.1.3 

RL7 RL7 

STĐ2.1.3 

D3.2.3 D3.2.3 

RL5 RL5 
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3.2.2. Xác định một s  đặc điểm sinh hóa của các chủng vi khuẩn chọn lọc 

Mƣời hai chủng chọn lọc đƣợc xác định một số điểm sinh hoá dựa trên Kit 

API 20E. Kết quả đƣợc trình bày trong Bảng 3.5 

 ảng      Đặc điểm sinh hóa Kit API 20 E 

 Đặ  điểm 

D
M

1
0

 

C
7

 

R
L

5
 

R
L

6
 

R
L

7
 

S
T

T
3
.2

.3
 

S
T

T
1
.1

.2
 

S
T
Đ
 
.1
. 

 

N
Y

4
.2

.3
 

N
N

4
.3

.1
 

D
3

.2
.3

 

D
 1

.2
.2

 

β-

galactosidase  
- - + - + + - - - + - - 

Arginine 

dihydrolase 
+ - - - - - - - - - - - 

Lysine 

decarboxylase 
+ - - - - - - - - - - - 

Ornithine 

decarboxylase 
- - - - - - - - - - - - 

Chuyền hoá 

citrate 
W + - - - - - - - - - - 

Sinh H2S - - - - - - - - - - - - 

Urease - - - + - - + - - - - - 

Tryptophane 

deaminase 
- - - - - - - - - - - - 

Sinh indole - - - - - - - - - - - - 

Sinh acetoin  - - - - - - - - - - - - 

Gelatinase - - + - + + - - W + W W 

Lên men/oxi hóa 

D-Glucose  + - + + + + + W W + W W 

D-Mannitol + - + W + + W + + + + + 

Inositol - - - - - - - W W - W W 

D-Sorbitol + - + - + + - - - + - - 

L-Rhamnose + - + - + + - + + + + + 

D-Sucrose + - + + + + + W W + W W 

D-Melibiose + - - - - - - - - - - - 

Amygdalin + - - + - - + + + - + + 

L-Arabinose + - + + + + + - - + - - 

 +, dư ng tính; w, dư ng tính yếu; -, âm tính) 
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 Chủng C7: Hoạt tính sinh hydro sulfide, galactosidase, arginine dihydrolase, 

lysine decarboxylase, ornithine decarboxylase, urease, tryptophan deaminase và 

gelatinase đều âm tính; có khả năng sử dụng citrat; không sinh axit từ các loại đƣờng 

glucose, mannose, inositol, sorbitol, rhamnose, sucrose, melibiose, amygdalin và 

arabinose. 

Chủng DM10: có hoạt t nh β-galactosidase, gelatinase, không có hoạt 

ornithine decarboxylase, urease, tryptophanedeaminase, arginine dihydrolase và 

lysine decarboxylase; không sử dụng citrate, không sinh H2S, indole và acetoin; 

không sinh axit từ inositol, có khả năng sinh axit từ glucose, mannitol, sorbitol, 

rhamnose, sucrose, melibiose, amygdalin, arabinose. 

Chủng RL5, RL7, STT3.2.3 và NY4.3.1: có hoạt tính arginine dihydrolase và 

lysine decarboxylase, không có hoạt t nh β-galactosidase, ornithine decarboxylase, 

urease, tryptophanedeaminase, gelatinase; không sử dụng citrate, không sinh H2S, 

indole và acetoin; không sinh axit từ inositol, melibiose, amygdalin. 

Chủng STT1.1.2: Chỉ có hoạt tính urease. Sinh axit từ glucose, sucrose, 

amygdalin và arabinose. 

Chủng STĐ2.1.3, NY4.2.3, D1.2.2 và D3.2.3: Chỉ có hoạt tính gelatinase yếu. 

Sinh axit từ mannitol, rhamnose, amygdalin, arabinose. 

3.2.3. Giải trình tự 16S rRNA của các chủng chọn lọc và xây dựng cây phát sinh 

chủng loài 

Tất cả các trình tự 16S rRNA của 12 chủng vi khu n chọn lọc đã đƣợc phân 

tích và so sánh với các trình tự đã công bố trên ngân hàng gen (NCBI) bằng công cụ 

BLAST nucleotide. Kết quả phân t ch đƣợc so sánh với nhau và xây dựng sơ đồ 

mối quan hệ di truyền giữa các chủng vi sinh vật. Theo Rowland và Taber (1996) 

[161] khi so sánh trình tự chuỗi 16S rRNA với nhau, nếu tỷ lệ tƣơng đồng > 99% có 

thể kết luận 2 chủng vi khu n thuộc cùng 1 loài, từ 97 đến 99% thì 2 chủng so sánh 

cùng 1 chi, nếu mức độ tƣơng đồng < 97% thì 2 chủng đƣợc so sánh thuộc về 2 chi 

khác nhau. 

Những trình tự 16S rRNA hoàn chỉnh đƣợc tham chiếu với các trình tự 16S 

rRNA đã đƣợc công bố trên ngân hàng dữ liệu GenBank, để xác định tỷ lệ tƣơng 

đồng. Kết quả so sánh 16S rRNA đƣợc trình bày trong Bảng 3.6 
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Bảng 3.6. Mối tƣơng quan di truyền giữa các chủng phân lập với các chủng vi 

khu n có trong ngân hàng gen dựa vào trình tự 16S rRNA 

TT Chủng Loài gần nhất 
Tên chủng 

gần nhất  

Mã số trên 

GenBank 

Sự t  ng 

đồng 

(%) 

1 C7 Marinobacter pelagius HS225 DQ458821 99,09 

2 DM10 Salinicola tamaricis F01 KT343976 99,86 

3 RL5 Bacillus aryabhattai B8W22 EF114313 100 

4 RL6 Bacillus subtilis Strain P MH388434.1 99,96 

5 RL7 Bacillus aryabhattai B8W22 EF114313 100 

6 STT3. 2.3 Bacillus aryabhattai B8W22 EF114313 99,74 

7 STT1.1.2 Martelella endophytica YC6887 CP010803 100 

8 NY4.2.3 Bacillus endophyticus  2DT AF295302 99,51 

9 NN4.3.1 Bacillus aryabhattai  B8W22 EF114313 97,58 

10 STĐ2.1.3 Bacillus endophyticus IAM 13418 NR 043401.1 99,51 

11 D3.2.3 Bacillus endophyticus  2DT AF295302 98,81 

12 D 1.2.2 Bacillus endophyticus 2DT AF295302 99,03 

 Cây phát sinh chủng loại đƣợc thực hiện trên chƣơng trình MEGA7. Khoảng 

cách tiến hóa đƣợc tính toán dựa theo thông số của Tamura-Nei. Phƣơng pháp tiến 

hóa đƣợc sử dụng xây dựng cây phát sinh loài là Neighbor-joining. Phân tích 

bootstrap với 1000 sự lặp lại đƣợc thực hiện nhằm kiểm tra t nh ch nh xác và độ tin 

cậy cho từng nhánh trong cây phát sinh loài. Cây phát sinh chủng loại đƣợc trình 

bày trong Hình 3.6  



68 
 

 

 

  nh  .6. Cây phát sinh chủng loại các chủng vi khu n chọn lọc. 

  Dựa trên trình tự gen 16S rRNA, chủng C7 đƣơng đồng 99% với loài 

Marinobacter pelagius. Chi Marinobacter tồn tại phổ biến trong nƣớc biển, loài M. 

pelagius là nhóm vi khu n gram âm, hiếu kh  và chịu mặn trung bình [162]. Các 

nghiên cứu về khả năng sinh chất k ch th ch sinh trƣởng thực vật (IAA) từ các loài 

trong chi này còn hạn chế, có một số nghiên cứu đề cập đến khả năng sinh 

siderophores nhƣ petrobactin monosulfonate đƣợc sản xuất bởi M. 

hydrocacbonoclasticus [163], petrobactin và petrobactin monosulfonate từ chủng 

M. aquaeolei VT8 [164]. Chủng C7 phân lập từ nƣớc biển Cồng Bửng, tỉnh Bến Tre 

bƣớc đầu đã đƣợc xác định có khả năng sinh tổng hợp IAA và sinh siderophores. 

Chủng C7 đƣợc lựa chọn để tiến hành các thí nghiệm tiếp theo trong luận án. 

 Chủng DM10 có trình tự gen 16S rRNA tƣơng đồng 99,86% với loài 

Salinicola tamaricis. Chi Salinicola đƣợc phân lập từ các môi trƣờng khác nhau nhƣ 

nƣớc biển mỏ muối, trầm tích biển sâu và đất vùng rễ hoặc nội sinh từ các cây vùng 

ngập mặn. Các loài Salinicola spp. đƣợc mô tả là Gram âm, hiếu khí, hình que, di 

động và chịu mặn trung bình [165]. Zhao và cộng sự (2017) [166] đã phân lập đƣợc 
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chủng S. tamaricis sp. now. trong lá cây chịu mặn Tamarix chinensis. Fidalgo và 

cộng sự (2019) [167] đã phân lập đƣợc 5 chủng mới thuộc chi Salinicola từ cây chịu 

mặn Halimione portulacoides ở một đầm nƣớc mặn thuộc Bồ Đào Nha gồm S. 

halimionae sp. nov., S. aestuarinus sp. nov., S. endophyticus sp. nov., S. 

halophyticus sp. nov., và S. lusitanus sp. nov. Các chủng này đều có khả năng sinh 

tổng hợp IAA và hòa tan phosphate. Chủng DM10 đƣợc phân lập từ rễ cây đƣớc 

vùng rừng ngặp mặn thuộc hệ sinh thái Cồn Vành, huyện Tiền Hải, tỉnh Thái Bình 

có khả sinh tổng hợp IAA, phân giải phosphate, sinh tổng hợp ACC deaminase và 

sinh siderophores. Chủng DM10 đƣợc lựa chọn để tiến hành các thí nghiệm tiếp 

theo trong luận án. 

  Chủng RL6 có trình tự gen 16S rRNA tƣơng đồng 99,93% với loài Bacillus 

subtilis, đây là một loài khá phổ biến, phân bố trong đất hoặc nội sinh trong mô thực 

vật và đƣợc ứng dụng rộng rãi trong nông nghiệp và y dƣợc. Trong nông nghiệp, B. 

subtilis đƣợc sử dụng dƣới dạng các chế ph m vi sinh chức năng nhƣ phân giải 

phosphate, sinh IAA, siderophores và sinh các chất kháng sinh phòng trừ bệnh ở 

thực vật. Wagi và cộng sự (2019) [169] phân lập đƣợc chủng B. subtilis (Mt3b) có 

khả năng sinh IAA, ACC deaminase, siderophores và phân giải phosphate. Koua và 

cộng sự (2020) [170] đã phân lập đƣợc 40 chủng B. subtilis từ các mẫu đất vùng rễ 

cây dừa có khả năng sinh IAA và phân giải phosphate. Mehmood và cộng sự (2021) 

[171] phân lập đƣợc chủng B. subtilis PM32 từ đất trồng khoai tây với các đặc điểm 

thúc đ y tăng trƣởng thực vật bao gồm khả năng hòa tan k m và kali, cố định nitơ 

sinh học, sinh IAA, ACC deaminase, siderophores và EPS. Ngoài ra chủng PM32 

còn có khả năng sinh nhiều enzyme ngoại bào (cellulase, catalase, amylase, 

protease, pectinase và chitinase). Chủng RL6 phân lập từ rễ lúa chi B. subtilis có 

khả năng chịu mặn, sinh IAA, ACC deaminase, siderophores, phân giải phosphate, 

và phân giải cellulose. Chủng RL6 đƣợc lựa chọn để tiến hành các thí nghiệm tiếp 

theo trong luận án. 

Chủng STT1.1.2 có trình tự gen 16S rRNA tƣơng đồng 100% với loài 

Martelella endophytica. Các nghiên cứu ứng dụng trong nông nghiệp M. 

endophytica còn khá hạn chế. Bibi và cộng sự (2013) [172] đã phân lập đƣợc chủng 

M. endophytica YC6887(T) từ rễ một loại cây hoa hồng chịu mặn (Rosa rugose) 

mọc ở vùng ven biển Hàn Quốc có khả năng kháng nấm bệnh oomycete. Gần đây, 
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chủng M. endophytica YC6887(T) đƣợc xác định là có khả năng sinh axit 

phenylacetic [173] và phân huỷ cellulose [174]. Chủng STT1.1.2 đƣợc phân lập từ 

đất vùng rễ cây bàng vuông trên đảo Song Tử Tây là chủng có khả năng sinh IAA, 

ACC deaminase, phân giải phosphate và phân huỷ cellulose, đƣợc lựa chọn để tiến 

hành các thí nghiệm tiếp theo trong luận án. 

Bốn chủng D1.2.2, D3.2.3, NY4.2.3 và STĐ2.1.3 có trình tự gen 16S rRNA 

tƣơng đồng với loài Bacillus endophyticus lần lƣợt là 99,51; 99,51; 98,81 và 

99,03%. Loài B. endophyticus phân bố phổ biến trong môi trƣờng đất và nội sinh 

trong rễ thực vật. Reva và cộng sự (2002) [175] phân lập đƣợc chủng B. 

endophyticus 2DT từ thân cây bông. Kuma và cộng sự (2014) [176] phân lập đƣợc 

chủng B. endophyticus AVP9 từ đất vùng rễ cây ớt có khả năng sinh IAA, 

siderophores và phân giải phosphate. Chauhan và cộng sự (2016) [177] phân lập 

đƣợc chủng B. endophyticus TSH42 từ tổ ong có khả năng phân giải phosphate và 

sinh siderophores. Bốn chủng D1.2.2, D3.2.3, NY4.2.3 và STĐ2.1.3 đƣợc phân lập 

từ đất trên quần đảo Trƣờng Sa đã đƣợc xác định có khả năng sinh IAA, 

siderophores, phân giải phosphate và phân giải cellulose, trong đó chủng D1.2.2 thể 

hiện các hoạt tính nổi trội hơn đƣợc lựa chọn để tiến hành các thí nghiệm tiếp theo 

trong luận án. 

Nhƣ vậy, kết quả giải trình tự 16S rRNA cho thấy các chủng RL5, RL7, 

STT3.3.1 và NN4.1 gần với loài B. aryabhattai. Bốn chủng D1.2.2, D3.2.3, 

NY4.2.3 và STĐ2.1.3 gần với loài B. endophyticus. Để tiến hành các thí nghiệm 

tiếp theo, đã lựa chọn các chủng có khả năng sinh chất k ch th ch sinh trƣởng ƣu 

biệt hơn và đại diện cho các chi vi khu n khác nhau gồm 6 chủng đại diện cho 6 

loài là C7, DM10, RL5, RL7, STT1.1.2 và D1.2.2. Trong 6 loài này, ba loài thuộc 

chi Bacillus gồm B. subtilis, B. aryabhattai và B. endophyticus đây là các loài đƣợc 

ứng dụng phổ biến trong nông nghiệp dƣới hình thức các chế phấm vi sinh hoặc 

trong các chế ph m phân hữu cơ vi sinh đƣợc chứng minh có tính an toàn cao, 

không gây độc hại với thực vật. Phần tiếp theo của luận án s  tiến hành nghiên cứu 

một số yếu tố ảnh hƣởng đến sự sinh trƣởng và sinh tổng hợp IAA của 6 chủng 

chọn lọc.   
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3.3. Nghiên cứu các yếu tố ảnh h ởng đến sinh tr ởng và tổng hợp IAA của 

một số chủng vi khuẩn chọn lọc 

 Khả năng sinh IAA là một đặc điểm quan trọng của vi sinh vật PGPB, phụ 

thuộc vào nhiều yếu tố nhƣ nồng độ NaCl, tiền chất L-tryptophan, nguồn dinh 

dƣỡng carbon và nitơ.  

3.3.1. Ảnh hưởng nhiệt độ, p  đến khả năng sinh trưởng của các chủng vi 

khuẩn chọn lọc 

 Nhiệt độ ảnh hƣởng đến quá trình sinh trƣởng và phát triển của vi sinh vật, 

nhiệt độ quá nóng hoặc quá lạnh s  ức chế quá trình trao đổi chất do đó vi sinh vật 

ngừng phát triển hoặc bị chết. Kết quả nghiên cứu ảnh hƣởng của nhiệt độ (Hình 

3.7) cho thấy chỉ có chủng D1.2.2 sinh trƣởng ở dải nhiệt độ 25-45 
o
C, các chủng 

còn lại chỉ có khả năng sinh trƣởng trong khoảng nhiệt độ 25-40 
o
C. Nhiệt độ thích 

hợp cho sự sinh trƣởng và phát triển của chủng C7 và DM10 là 30-34 
o
C, của chủng 

RL7, STT1.1.2 và RL5 là 34 
o
C, của chủng D1.2.2 là 34-37 

o
C. 

 
Hình 3.7. Ảnh hƣởng nhiệt độ đến khả năng sinh trƣởng của các chủng chọn lọc 

  Kết quả khảo sát ảnh hƣởng của pH đến khả năng sinh trƣởng của các chủng 

chọn lọc đƣợc thể hiện trong Hình 3.8. Cả 6 chủng đều có khả năng sinh trƣởng 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

25 27 30 34 37 40 45

O
D

 6
0

0
 n

m
 

Nhiệt độ ( 0C ) 

C7  DM10 RL7 STT1.2.2 D1.2.2 RL5



72 
 

 

trong dải pH 5-8,5. pH thích hợp cho sự sinh trƣởng và phát triển của chủng RL7, 

D1.2.2, STT1.1.2 và DM10 là 7, của chủng RL5 là 6,5-7,5, của chủng C7 là 7,5. 

 

Hình 3.8. Ảnh hƣởng pH đến khả năng sinh trƣởng của các chủng chọn lọc 

3.3.2. Ảnh hưởng của nguồn nitơ đến khả năng sinh trưởng và t ng hợp IAA của 

các chủng vi khuẩn chọn lọc 

Kết quả đánh giá ảnh hƣởng nguồn nitơ (cao nấm men, tryptone, cao thịt, 

peptone và NaNO3) đến khả năng sinh trƣởng và tổng hợp IAA của 6 chủng vi 

khu n chọn lọc đƣợc thể hiện ở Hình 3.9. Trong các môi trƣờng có nguồn nitơ hữu 

cơ (cao nấm men, tryptone, cao thịt và peptone) khả năng sinh trƣởng và sinh tổng 

hợp IAA của các chủng cao hơn nhiều trong môi trƣờng có nguồn nitơ vô cơ 

(NaNO3). 

Chủng C7: môi trƣờng có nguồn nitơ nhƣ cao nấm men, cao thịt, peptone và 

tryptone có hàm lƣợng IAA tạo ra khá cao tƣơng ứng đạt 148,16±0,31; 

124,38±0,37; 112,24±0.46 và 93,46±0,71 µg/mL. Mặc dù chủng C7 có khả năng 

sinh trƣởng tốt nhất trên môi trƣờng peptone nhƣng lƣợng IAA cao nhất là trong 

môi trƣờng cao nấm men. Khả năng sinh trƣởng của chủng C7 trên môi trƣờng 

NaNO3 thấp nên khả năng sinh IAA c ng thấp.  
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Hình 3.9. Ảnh hƣởng của nguồn nitơ đến khả năng sinh trƣởng và tổng hợp IAA 

 Chủng DM10: môi trƣờng có các nguồn nitơ nhƣ cao nấm men, tryptone và 

cao thịt có hàm lƣợng IAA tạo ra khá cao (tƣơng ứng đạt 178,07±0,78; 135,40±0,45 

và 145,11±0,65  g/mL), cao hơn so với peptone (88,21±0,85 µg/mL) và NaNO3 

(19,81±0,34 µg/mL).  

Bốn chủng RL5, RL7, D1.2.2 và STT1.1.2 đều cho hàm lƣợng IAA cao nhất 

khi nguồn nitơ là cao nấm men (lần lƣợt là 89,12±1,10; 90,20±0,94; 77,65±1,13 và 

77,91±2,45 µg/mL), mặc dù khả năng sinh trƣởng của chủng D1.2.2 và STT1.1.2 

khi nguồn nitơ là cao thịt. Khả năng sinh trƣởng của cả 4 chủng này khi nguồn nitơ 

là NaNO3 thấp nhất nên lƣợng IAA sinh ra c ng thấp nhất. 

 Có thể thấy nguồn nitơ hữu cơ (đặc biệt là cao nấm nem) thích hợp cho sự 

sinh trƣởng và sinh tổng hợp IAA của cả 6 chủng nghiên nghiên cứu. Vì vậy, cao 

nấm men đƣợc chọn làm nguồn nitơ để tiến hành các thí nghiệm tiếp theo. Kết quả 

nghiên cứu này c ng tƣơng tự với các nghiên cứu trƣớc đó. Bhutani và cộng sự 

(2018) [163] c ng chỉ ra rằng nguồn nitơ th ch hợp nhất với ba chủng B. 

aryabhattai MJHN1, B. megaterium MBN3 và B. cereu MJHN10 là cao nấm men 
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với hàm lƣợng IAA sinh ra lần lƣợt là 146,75, 114,11 và 99,33 μg/ml. Khi nguồn 

nitơ là (NH4)2SO4 cả ba chủng này c ng cho hàm lƣợng IAA thấp nhất. 

3.3.3. Ảnh hưởng của L-tr t phan đến đến khả năng sinh t ng hợp IAA của các 

chủng vi khuẩn chọn lọc 

Kết quả ảnh hƣởng nồng độ tryptophan đến khả năng sinh trƣởng và tổng 

hợp IAA của các chủng thể hiện trên hình 3.10. 

Kết quả cho thấy khả năng sinh trƣởng của 6 chủng tăng dần khi hàm lƣợng 

tryptophan bổ sung tăng từ 0 đến 3 g/L, điều này có thể là do việc bổ sung 

tryptophan đã cung cấp nguồn dinh dƣỡng nitơ. 

Với chủng C7: Hàm lƣợng IAA sinh ra tăng dần khi bổ sung tryptophan từ 

0,5 đến 2 g/L lần lƣợt là 88,01±1,45; 149,97± 1,56; 165,030±1,78 và 191,19±1,62 

µg/mL. Khi hàm lƣợng tryptophan tăng lên 2,5 và 3g/L thì lƣợng IAA sinh ra giảm 

dần, lần lƣợt là 171,06 ±1,12 và 124,27± 1,56  g/mL. Đáng chú ý là khả năng sinh 

trƣởng giảm dần khi hàm lƣợng tryptophan tăng từ 0 đến 3 g/L. 

Với chủng DM10: Hàm lƣợng IAA sinh ra tăng dần khi bổ sung lƣợng 

tryptophan tăng từ 0,5 đến 3%. Hàm lƣợng IAA sinh ra cao nhất khi lƣợng 

tryptophan 3 g/L là 256,4±1,41 µg/mL. Khả năng sinh trƣởng tăng dần tỷ lệ thuận 

với hàm lƣợng trytophan. 

 

Hình 3.10. Ảnh hƣởng của L-trytophan đến khả năng sinh trƣởng và tổng hợp IAA 
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Với chủng RL7: Hàm lƣợng IAA sinh ra tăng dần tƣơng ứng với lƣợng 

tryptophan từ 0,5 đến 2 g/L lần lƣợt là: 46,21±0,54; 89,70±1,08; 96,31±0,71 và 

112,23±0,87  g/mL. Khi hàm lƣợng tryptophan tăng từ 2 đến 3 g/L, hàm lƣợng 

IAA sinh ra tăng không đáng kể. 

Với ba chủng RL5, D1.2.2 và STT1.1.2: Khả năng sinh trƣởng tăng khi tăng 

hàm lƣợng tryptophan từ 0 đến 3 g/L, tuy nhiên lƣợng IAA sinh ra tăng không đáng 

kể khi tăng lƣợng tryptophan từ 2 lên 3 g/L. Khi lƣợng tryptophan bổ sung là 2 g/L 

lƣợng IAA sinh ra ở ba chủng RL5, D1.2.2 và STT1.1.2 lần lƣợt là 102,30±1,12; 

91,30±1,3 và 88,20±0,92 µg/mL.  

Tryptophan là tiền chất của IAA, do đó việc bổ sung tryptophan vào môi 

trƣờng nuôi cấy không chỉ cung cấp dinh dƣỡng cho quá trình sinh trƣởng mà còn 

tăng cƣờng quá trình sinh tổng hợp IAA ở vi sinh vật [19]. Mohite và cộng sự 

(2013) [178] đã xác định hàm lƣợng tryptophan thích hợp nhất cho các chủng B. 

megaterium br1, B. subtilis br2 và B. cereus wr2 lần lƣợt là 1; 1,5 và 0,5 g/L. Wagi 

và Ahmed (2019) [169] khảo sát ảnh hƣởng nồng độ tryptophan lên khả năng sinh 

IAA của Bacillus sp. ở dải nồng độ 0-4 g/L, kết quả cho thấy hàm lƣợng tryptophan 

thích hợp là 2-4 g/L. Hàm IAA cao nhất đƣợc ghi nhận khi nồng độ tryptophan 2 và 

3 g/L ở hai chủng B. subtilis Mt3b và B. cereus So3II lần lƣợt là 37; 54; 44 và 64 

µg/mL. Bhutani và cộng sự (2018) [179] đã nghiên cứu ảnh hƣởng của nồng độ 

tryptophan lên khả năng sinh IAA của 3 chủng B. aryabhattai MJHN1, B. 

megaterium MBN3 và B. cereu MJHN10 cho thấy hàm lƣợng IAA sinh ra đạt cực 

đại ở nồng độ tryptophan 0,5 g/L ở 2 chủng MBN3 và MJHN1 với hàm lƣợng IAA 

lần lƣợt là 114,10 và 79,88 μg/mL, trong khi chủng MJHN10 đạt hàm lƣợng IAA 

cực đại 79,60 μg/mL ở nồng độ tryptophan 0,3 g/L.  

Nhƣ vậy với hàm lƣợng tryptophan thích hợp đƣợc lựa chọn đế làm thí 

nghiệm tiếp theo cho 5 chủng C7, RL7, STT1.1.2, D1.2.2 và RL5 là 2 g/L, cho 

chủng DM10 là 3 g/L. 

3.3.4. Ảnh hưởng của nguồn carb n đến khả năng sinh trưởng và t ng hợp IAA 

của các chủng vi khuẩn chọn lọc 

 Để đánh giá ảnh hƣởng nguồn carbon đến khả năng sinh trƣởng và tổng hợp 

IAA, 5 nguồn carbon gồm sucrose, D-mannitol, D-maltose, D- glucose, và tinh bột 

tan đƣợc sử dụng. Kết quả xác định một số đặc điểm sinh hoá cho thấy chủng C7 
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không sử dụng các nguồn carbon trên. Do vậy, ở thí nghiệm này chỉ khảo sát ảnh 

hƣởng của nguồn carbon đến khả năng sinh IAA của 5 chủng DM10, RL5, RL7, 

STT1.1.2 và D1.2.2. Kết quả thu đƣợc thể hiện ở Hình 3.11.  

Với chủng DM10: Hàm lƣợng IAA sinh ra khi nguồn carbon là glucose, 

maltose, mannitol và tinh bột tan lần lƣợt là 238,50±1,12; 262,31±0,91; 

258,91±2,12 và 194,51±0,98 µg/mL. Mặc dù chủng DM10 sinh trƣởng tốt nhất khi 

nguồn carbon là mannitol nhƣng hàm lƣợng IAA cao nhất khi nguồn carbon là 

sucrose (287,74±2,92 µg/mL). 

 

 

Hình 3.11. Ảnh hƣởng nguồn của carbon đến khả năng sinh trƣởng và tổng hợp IAA 

 Với chủng RL5, RL7 và STT1.1.2 khả năng sinh trƣởng và sinh IAA cao 

nhất khi nguồn carbon là glucose với hàm lƣợng IAA sinh ra lần lƣợt là 

134,60±3,32; 121,37±2,21; 118,20±0,97 µg/mL.  

Chủng D1.2.2 sinh trƣởng mạnh hơn khi nguồn carbon là mannitol nhƣng 

hàm lƣợng IAA sinh ra nhiều hơn ở môi trƣờng có nguồn carbon là glucose 

(109,80±0,97 µg/mL). 
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  Khả năng sinh trƣởng của các chủng RL7, RL5 và D1.2.2 mạnh nhất với 

nguồn carbon là glucose và sinh IAA cao nhất (tƣơng ứng là 78,95±1,24; 63,52±0,94 

và 65,81±2,01  g/mL). Glucose c ng là nguồn carbon thích hợp nhất cho các B.  

aryabhattai, B. megaterium, B. cereu và B. subtilis sinh IAA của [169, 178, 179].  

  Nhƣ vậy, nguồn carbon thích hợp làm môi trƣờng sinh IAA của 4 chủng RL5, 

RL7, D1.2.2 và STT1.1.2 là glucose, với chủng DM10 là sucrose. 

3.3.5. Ảnh hưởng nồng độ NaCl đến khả năng sinh trưởng và sinh t ng  hợp IAA 

của các chủng vi khuẩn chọn lọc 

  Dựa trên kết quả nghiên cứu ảnh hƣởng của nguồn nitơ, hàm lƣợng 

tryptophan và carbon đến khả năng sinh trƣởng và sinh IAA ở trên đã lựa chọn 

đƣợc môi trƣờng và các điều kiện nuôi cấy thích hợp cho 6 chủng sinh tổng hợp 

IAA (Bảng 3.7). 

Bảng 3.7. Bảng tổng hợp môi trƣờng sinh IAA của các chủng chọn lọc 

Thành phần C7 DM10 RL5 RL7 STT1.1.2 D1.2.2 

Cao nấm men (g/L) 20 20 20 20 20 20 

Glucose (g/L) - - 10 10 10 10 

Sucrose (g/L) - 10 - - - - 

Tryptophan (g/L) 2 3 2 2 2 2 

K2HPO4.3H2O (g/L) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 

MgSO4.7H2O (g/L) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 

pH 7,5 7 7 7 7 7 

Nhiệt độ (
o
C) 30 30 34 34 34 37 

 

  Ảnh hƣởng NaCl đến khả năng sinh trƣởng và tổng hợp IAA của các chủng 

chọn lọc đƣợc thể hiện trong Hình 3.12. Kết quả cho thấy NaCl có ảnh hƣởng lớn 

đến khả năng sinh trƣởng và sinh IAA của cả 6 chủng chọn lọc. Lƣợng IAA sinh ra 

giảm dần khi tăng nồng độ muối.  

 Chủng C7 (Hình 3.12 a): Chủng C7 có sự sinh trƣởng tăng dần khi nồng độ 

NaCl tăng từ 1 đến 5%, nồng độ NaCl tối ƣu là 4% và sự sinh trƣởng giảm dần khi 

nồng độ NaCl tăng từ 6 đến 20%. Không sinh trƣởng khi nồng độ NaCl là 0% và 

lớn hơn 20%. Hàm lƣợng IAA cao nhất là 192,17±1,14 µg/mL ở 1% NaCl, giảm 

dần khi tăng nồng độ NaCl và không sinh IAA khi nồng độ NaCl lớn hơn 15%. 
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Chủng C7 có khả năng chịu mặn, nhiệt độ và pH thích hợp tƣơng tự với loài M. 

pelagius [162].  

 

 

 

  

  

 

Hình 3.12. Ảnh hƣởng nồng độ NaCl đến khả năng sinh trƣởng và tổng hợp IAA 

của các chủng chọn lọc 
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 Chủng DM10 (Hình 3.12 b): Nồng độ NaCl có ảnh hƣởng lớn đến khả năng 

sinh IAA của chủng DM10. Lƣợng IAA sinh ra tỷ lệ nghịch với nồng độ muối. 

Chủng DM10 sinh trƣởng và phát triển tăng dần khi nồng độ NaCl tăng từ 0 

đến12,5%  sau đó giảm dần. Mặc dù chủng DM10 sinh trƣởng cao nhất ở nồng độ 

muối 12,5% nhƣng lƣợng IAA (318,18±3,14 µg/mL) cao nhất khi không có mặt của 

NaCl. Tuy nhiên ở nồng độ muối cao (15%) thì khả năng sinh IAA của chủng 

DM10 vẫn khá cao (48,07%). Zhao và cộng sự (2017) [166] đã chỉ ra rằng loài S. 

tamaricis là loài ƣa mặn có khả năng sống ở nồng độ NaCl lên tới 25%, chủng S. 

tamaricis F01
T
 sinh trƣởng tốt nhất ở 5% NaCl, pH 7 và nhiệt độ 30 

o
C trong khi 

chủng DM10 sinh trƣởng tốt nhất ở 12,5% NaCl, pH 7 và nhiệt độ 30-34 
o
C.  

 Chủng RL7 (Hình 3.12 c): Sự sinh trƣởng tối ƣu khi nồng độ muối từ 0 đến 

1%, giảm dần khi nồng độ muối tăng từ 1 đến 10%, không sinh trƣởng ở nồng độ 

NaCl lớn hơn 11%. Hàm lƣợng IAA sinh ra cao nhất khi nồng độ muối là 0 và 1% 

lần lƣợt là 139,22±3,10 và 135,81±1,05 µg/mL. Khi nồng độ muối lớn hơn 5% 

chủng RL7 không có khả năng sinh IAA. Khả năng chịu mặn của chủng RL7 c ng 

tƣơng tự một số chủng trong loài B. aryabhattai công bố trƣớc đó. Chủng B. 

aryabhattai MS3 có khả năng chịu mặn đến 10% NaCl [104], chủng B. aryabhattai 

EWR29 có khả năng chịu mặn đến 12% NaCl [113] và B. aryabhattai UPMRE6 có 

khả năng chịu mặn đến 11% NaCl [168]. 

  Chủng RL5 (Hình 3.12 d): Ảnh hƣởng của muối lên sự sinh trƣởng và tổng 

hợp IAA của chủng RL5 tƣơng tự chủng RL7. Sự sinh trƣởng tối ƣu khi nồng độ 

muối từ 0 đến 1%, giảm dần khi nồng độ muối tăng từ 1 đến 10%, không sinh 

trƣởng ở nồng độ NaCl lớn hơn 11%. Hàm lƣợng IAA sinh ra cao nhất khi nồng độ 

muối là 0 và 1% lần lƣợt là 124,21±2,40 và 120,1±1,70 µg/mL. Khi nồng độ muối 

lớn hơn 5% chủng RL5 không có khả năng sinh IAA. Một số các nghiên cứu chỉ ra 

rằng loài B. subtilis có khả năng chịu mặn cao. Chủng B. subtilis SRM3 phân lập từ 

rễ lúa có khả năng sinh trƣởng ở nồng độ muối 20% [123]. Trong môi trƣờng tối ƣu 

(không có NaCl) chủng B. subtilis (Mt3b) sinh tổng hợp IAA cao với hàm lƣợng 

322,60 µg/mL [169]. Chủng B. subtilis PM32 phân lập từ đất trồng khoai tây có khả 

năng sinh IAA với hàm lƣợng 102,6 μg/mL [171]. 
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  Chủng D1.2.2 (Hình 3.12 e): Ảnh hƣởng của muối lên sự sinh trƣởng và tổng 

hợp IAA của chủng D1.2.2 tƣơng tự chủng RL7 và RL5. Sự sinh trƣởng tối ƣu khi 

nồng độ NaCl từ 0 đến 1%, sau đó giảm dần khi nồng độ muối tăng từ 1 đến 10%, 

không sinh trƣởng ở nồng độ NaCl lớn hơn 10%. Hàm lƣợng IAA sinh ra cao nhất 

khi nồng độ muối là 0 và 1% lần lƣợt là 110,31±1,12 và 109,20±2,30 µg/mL. Khi 

nồng độ muối lớn hơn 5% chủng D1.2.2 không có khả năng sinh IAA. Nghiên cứu 

của Kumar và cộng sự (2014) [176] cho thấy chủng B. endophyticus sinh trƣởng ở 

nồng độ muối từ 0 đến 5% và sinh trƣởng tối ƣu ở 3%, hàm lƣợng IAA sinh ra 80 

µg/mL. 

  Chủng STT1.1.2 (Hình 3.12 f): Sự sinh trƣởng tăng dần khi nồng độ muối 

tăng từ 0 đến 4%, thích hợp từ 2 đến 3%, sau đó giảm dần khi nồng độ muối tăng 

đến 10%, không sinh trƣởng khi nồng độ muối lớn hơn 10%. Mặc dù, sự sinh 

trƣởng kém hơn khi không có NaCl, nhƣng khả năng sinh IAA lại cao nhất 

(121,81±2,70 µg/mL). Khi nồng độ muối tăng từ 2 đến 3%, sự sinh trƣởng tăng lên 

nhƣng khả năng sinh IAA lại giảm và khi nồng độ NaCl tăng trên 6% thì không có 

khả năng sinh IAA.  

 .4. Đ nh gi  khả năng hỗ trợ cây lúa chịu mặn của một số chủng vi khuẩn  

chọn lọc 

3.4.1. Lựa chọn nồng độ mu i để gây stress mặn ở cây lúa 

Cây lúa đƣợc trồng trong chậu, sau 21 ngày tuổi tiến hành gây stress mặn với 

các nồng độ muối 50, 100, 150, 200, 250 và 300 mM. Tiến hành quan sát sự phát 

triển của cây lúa ở các nồng độ muối khác nhau. Kết quả cho thấy ở dải nồng độ 0-

50 mM cây lúa phát triển bình thƣờng với các đặc điểm hình thái không có sự khác 

biệt đáng kể. Ở nồng độ 100 mM đầu lá lúa bắt đầu có dấu hiệu héo lá và thân. Sự 

khác biệt về hình thái bắt đầu biểu hiện rõ rệt khi nồng độ muối tăng từ 150-200 

mM. Cây lúa bị chết ở 250 và 300 mM NaCl (Hình 3.13). Nhƣ vậy, nồng độ NaCl 

200 mM là nồng độ trung gian giữa trạng thải khỏe mạnh và stress tăng trƣởng. Để 

đánh giá khả năng hỗ trợ cây lúa chịu mặn của các chủng vi sinh vật, nồng độ NaCl 

200 mM đƣợc lựa chọn là nồng độ để gây stress cho cây lúa. Nồng độ NaCl 200 

mM c ng đƣợc một số tác giả sử dụng để gây stress cho cây lúa [41,104, 124].  
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Hình 3.13. Ảnh hƣởng nồng độ nuối lên sự sinh trƣởng cây lúa 

3.4.2. Đánh giá  hả năng hỗ trợ cây lúa chịu mặn của một s  chủng vi khuẩn  

chọn lọc 

Quá trình sàng lọc đã lựa chọn đƣợc 6 chủng có khả năng sinh chất kích 

th ch sinh trƣởng nổi trội nhƣ sinh IAA, ACC deaminase, phân giải phosphate, phân 

giải cellulose và sinh siderophores thuộc 6 loài khác nhau là M. pelagius, S. 

tamaricis, B. aryabhattai, M. endophytica, B. subtilis và B. endophyticus. Mặc dù 

chủng M. pelagius C7 là chủng chịu mặn có khả năng sinh IAA cao nhƣng lại 

không sinh trƣởng trong điều kiện không có NaCl nên không phù hợp để tiến hành 

các thí nghiệm stress muối trong luận án. Kết quả đánh giá khả năng hỗ trợ cây lúa 

chịu mặn của các chủng chọn lọc qua các chỉ tiêu nhƣ chiều dài thân, chiều dài rễ, 

khối lƣợng khô (thân và rễ) và hàm lƣợng chlorphyll (a,b và tổng số) đƣợc trình bày 

trong Bảng 3.8, Hình 3.14 và Hình 3.15.   

Bảng 3.8. Ảnh hƣởng của các chủng vi sinh vật chọn lọc lên sự phát triển của cây 

lúa khi bị nhiễm mặn 

Chủng RL7 DM10 STT1.1.2 RL5 D1.2.2 Đối  hứng 

Chiều dài thân (cm) 12,76
d
 11,97

c
 11,19

b
 11,51

bc
 10,94

b
 9,96

a
 

Chiều dài rễ (cm) 4,03
d
 3,76

c
 3,53

b
 3,70

c
 3,46

b
 3,23 

a
 

Khối lƣợng khô (g) 0,557 
d
 0,510

c
 0,480

b
 0,503

c
 0,470

b
 0,419

a
 

Chlorophyll a (mg/g) 0,076
d 

0,072
c 

0,068
bc 

0,074
c 

0,066
b 

0,058
a 

Chlorophyll b (mg/g) 0,038
c 

0,036
c 

0,033
b 

0,035
b 

0,032
a 

0,030
a 

Chlorophyll 

tổng(mg/g) 0,114
c 

0,108
b 

0,101
a 

0,109
b 

0,098
a 

0,088
a 

(Các chữ cái thường trong cùng 1 hàng gi ng nhau chỉ sự khác biệt không có ý nghĩa 

th ng kê với  ộ tin cậy 95%) 

300mM 250mM 200mM 50mM 100mM 150mM 
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Hình 3.14. Ảnh hƣởng của các chủng vi sinh vật chon lọc lên sự phát triển của cây 

lúa khi bị nhiễm mặn 

 

Hình 3.15. Ảnh hƣởng của các chủng vi sinh vật chọn lọc lên hàm lƣợng 

chlorophyll trong lá lúa khi bị nhiễm mặn 

 Kết quả cho thấy, cây lúa đƣợc nhiễm các chủng RL7, DM10, STT1.1.2, 

RL5 và D1.2.2 đều làm tăng chiều dài thân, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô và hàm 

lƣợng chlorophyll so với mẫu đối chứng.  
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  Cây lúa nhiễm chủng RL7: Chiều dài thân dài hơn mẫu nhiễm các chủng 

DM10, STT1.1.2, RL5, D1.2.2 và đối chứng lần lƣợt là 8,30%; 14,20%; 11,03%; 

15,13% và 28,22%. Chiều dài rễ dài hơn mẫu nhiễm các chủng DM10, STT 1.1.2, 

RL5, D1.2.2 và đối chứng lần lƣợt là 6,81%; 17,17%; 8,46%; 14,13% và 30,82%. 

Trọng lƣợng khô lớn hơn các chủng DM10, STT1.1.2, RL5 và D1.2.2 và đối chứng 

lần lƣợt là 7,84%; 14,58%; 10%; 17,02% và 30,95%. Hàm lƣợng chlorophyll tổng 

số lớn hơn mẫu nhiễm các chủng DM10, STT 1.1.2, RL5 và D1.2.2 và đối chứng 

lần lƣợt là 5,50%; 12,87%; 4,50%; 14% và 35,55%. Cây lúa nhiễm chủng RL7 có 

sự khác biệt về chiều dài thân, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô và hàm lƣợng 

chlorophyll so với mẫu nhiễm các chủng DM10, STT1.1.2, RL5, D1.2.2 và đối 

chứng có ý nghĩa thống kê với độ tin cậy 95%. Nhƣ vậy, chủng RL7 tác dụng hỗ trợ 

cây lúa chịu mặn mạnh hơn các chủng còn lại. 

 Cây lúa nhiễm chủng DM10: Chiều dài thân dài hơn mẫu nhiễm các chủng 

STT1.1.2, RL5, D1.2.2 và đối chứng lần lƣợt là 5,51%; 2,52%; 6,30% và 18,39%. 

Chiều dài rễ dài hơn mẫu nhiễm các chủng STT1.1.2, RL5, D1.2.2 và đối chứng lần 

lƣợt là 9,71%; 1,50%; 6,70% và 22,50%. Trọng lƣợng khô lớn hơn mẫu nhiễm các 

chủng STT1.1.2, RL5, D1.2.2 và đối chứng lần lƣợt là 6,25%; 2%; 8,51% và 

21,42%. Hàm lƣợng chlorophyll tổng số lớn hơn mẫu nhiễm các chủng STT1.1.2 và 

D1.2.2 và đối chứng lần lƣợt là 6,93%; 8% và 25,58%. Cây lúa nhiễm chủng DM10 

có sự khác biệt về chiều dài thân, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô và hàm lƣợng 

chlorophyll so với mẫu nhiễm các chủng STT1.1.2 và D1.2.2 có ý nghĩa thống kê 

với độ tin cậy 95%. Nhƣ vậy, chủng DM10 tác dụng hỗ trợ cây lúa chịu mặn tốt hơn 

hai chủng STT1.1.2 và D1.2.2. 

 Cây lúa nhiễm chủng RL5: Chiều dài thân dài hơn mẫu nhiễm các chủng 

STT1.1.2, D1.2.2 và đối chứng lần lƣợt là 2,85%; 3,69% và 15,48%. Chiều dài rễ 

dài hơn mẫu nhiễm các chủng STT1.1.2, D1.2.2 và đối chứng lần lƣợt là 8%; 5,10% 

và 20,61%. Trọng lƣợng khô nhiều hơn mẫu nhiễm các chủng STT1.1.2, D1.2.2 và 

đối chứng lần lƣợt là 4,16%; 6,38% và 19,04%. Hàm lƣợng chlorophyll tổng số 

nhiều hơn mẫu nhiễm các chủng STT1.1.2, D1.2.2 và đối chứng lần lƣợt là 7,93%; 

9% và 26,74%. Cây lúa nhiễm chủng RL5 có sự khác biệt về chiều dài thân, chiều 

dài rễ, trọng lƣợng khô và hàm lƣợng chlorophyll so với mẫu nhiễm chủng DM10 

và sự khác biệt về chiều dài thân, hàm lƣợng chlorophyll so với mẫu nhiễm chủng 

hai chủng STT1.1.2 và D1.2.2 không có ý nghĩa thống kê với độ tin cậy 95%. Sự 
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khác biệt về chiều dài rễ, trọng lƣợng khô và chlorophyll ở cây lúa nhiễm chủng 

RL5 so với mẫu nhiễm chủng hai chủng STT1.1.2 và D1.2.2 có ý nghĩa thống kê với 

độ tin cậy 95%. Nhƣ vậy, chủng RL5 có khả năng làm tăng sự phát triển rễ và sinh 

khối cây lúa tốt hơn hai chủng STT1.1.2 và D1.2.2. 

 Cây lúa nhiễm chủng STT1.1.2 và D1.2.2 có chiều dài thân dài hơn mẫu đối 

chứng lần lƣợt là 12,27% và 11,38%. Chiều dài rễ dài dài hơn mẫu đối chứng lần 

lƣợt là 11,65% và 14,74%. Khối lƣợng khô lớn hơn mẫu đối chứng lần lƣợt là 

14,24% và 11,94%. Hàm lƣợng chlorophyll tổng số lớn hơn mẫu đối chứng lần lƣợt 

là 17,44% và 16,28%. Cây lúa nhiễm chủng STT1.1.2 và D1.2.2 không có sự khác 

biệt về chiều dài thân, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô và hàm lƣợng chlorophyll. 

 Kết quả xác định mật độ vi sinh vật trong rễ và trong đất (Bảng 3.9) cho thấy 

mật độ các vi sinh vật trong đất bổ sung ban đầu khoảng 10
3 

cfu/g, kết thúc quá 

trình thí nghiệm mật độ tăng lên 10
5
 cfu/g. Mật độ các chủng RL7, DM10 và RL5  

trong rễ cao hơn hai chủng STT1.1.2 và D1.2.2 đây có thể là nguyên nhân làm hiệu 

quả hỗ trợ cây lúa chịu mặn ở ba chủng RL7, DM10 và RL5 tốt hơn các chủng còn 

lại. Chủng RL7 và RL5 phân lập từ rễ lúa nên khả năng xâm nhập vào rễ lúa có thể 

cao hơn các chủng còn lại. Kết quả này c ng chỉ ra rằng, các chủng DM10, STT 

1.1.2 và D1.2.2 đều có khả năng nội sinh. Nautiyal và cộng sự (2013) [124] đã cho 

thấy rằng chủng B. amyloliquefaciens SN13 có khả năng nội sinh trong rễ cây lúa 

(mật độ 9x10
4 
cfu/g rễ), khi bị nhiễm mặn (200mM) mật độ tăng lên 3x10

7 
cfu/g rễ. 

Bảng 3.9. Mật độ vi sinh vật trong đất và rễ 

 

Chủng 

Mật độ vi sinh vật  trong đất (cfu/g) Mật độ vi sinh vật 

trong rễ (cfu/g) Ban đầu Kết thúc 

RL7 2,3 x 10
3 

2,9 x 10
5
 3,5 x 10

4
 

DM10 1,7 x 10
3
       5,1 x 10

5
 2,5 x 10

4
 

STT1.1.2 1,4 x 10
3 

3,7 x 10
5
 1,8 x 10

3
 

RL5 2,1 x 10
3 

4,3 x 10
5
 2,1 x 10

4
 

D1.2.2 1,8 x 10
3 

3,5 x 10
5
 1,4 x 10

3
 

  Vi sinh vật k ch th ch sinh trƣởng thực vật sinh IAA, ACC deaminase, 

siderophores và phân giải phosphate đƣợc đƣợc chứng minh có khả năng hỗ trợ cây 

trồng sinh trƣởng và phát triển trong điều kiện stress mặn. Enterobacter sp. [99, 

103, 106], H. huttiense RCA24 và E. cloacae RCA25 [100], S. venezuelae ATCC 

10712 [101], Achromobacter [102, 104, 105], B. subtilis [105], B. aryabhattai [104, 
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105], S. sciuri ET101 [106], B. linens RS16 [107], K. pasteurii và P. diazotrophicus 

[108], B. pumilus [109] và B. amyloliquefaciens [124] làm tăng khả năng chịu mặn 

ở cây lúa. Dermacoccus [110], P. oryzihabitans [111] và P. azotoformans [112] làm 

tăng khả năng chịu mặn ở cây cà chua. B. aryabhattai EWR29 [115] và B. 

aryabhattai PM34 [116] làm tăng khả năng chịu mặn ở cây lúa mỳ. B. subtilis 

[117], Pseudomonas sp. P8, Peribacillus sp. P10 và Streptomyces sp. X52 [118] 

làm tăng khả năng chịu mặn ở cây ngô. B. subtilis và P. fluorescen làm tăng khả 

năng chịu mặn ở cây đậu hà lan [119]. B. firmus [122], P. pseudoalcaligenes và B. 

subtilis [123] làm tăng khả năng chịu mặn ở cây đậu tƣơng. 

 Nhƣ vậy, qua phân tích ảnh hƣởng của các chủng vi sinh vật lên sự phát triển 

của cây lúa dƣới điều kiện stress mặn cho thấy các chủng RL7, DM10 và RL5 có 

tác dụng làm tăng r  rệt các chỉ số chiều dài thân, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô và 

hàm lƣợng chlorphyll (a, b và tổng số). Chủng RL7 phân lập nội sinh từ rễ lúa, 

thuộc loài B. aryabhattai đƣợc xác định là có các đặc điểm nổi bật của PGPB nhƣ 

sinh IAA, sinh ACC deaminase, siderophores, phân giải phosphate và phân giải 

cellulose có tác dụng hỗ trợ cây lúa chịu stress mặn tốt nhất so với các chủng còn 

lại. Chủng DM10, RL5, STT1.1.2 và D1.1.2 có nhiều đặc điểm nhƣ chủng RL7 

nhƣng có khả năng hỗ trợ cây lúa sinh trƣởng trong điều kiện stress mặn thấp hơn. 

Nguyên nhân của sự khác biệt này có thể là do khả năng sinh chất kích thích sinh 

trƣởng c ng nhƣ khả năng xâm nhập nội sinh vào rễ của các chủng mạnh hay yếu 

khác nhau. Chủng B. endophyticus D1.2.2 không có khả năng tổng hợp ACC 

deaminase, đây có thể là nguyên nhân làm chủng này có khả năng hỗ trợ cây lúa 

chịu mặn kém hơn các chủng còn lại. 

 Chủng RL7 và DM10 với hiệu quả cao nhất đƣợc lựa chọn để tiến hành đánh 

giá khả năng làm giảm tác động stress mặn và nghiên cứu sự biểu hiện của các gen 

liên quan đến khả năng chịu mặn của cây lúa. 
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3.5. Nghiên cứu sự biểu hiện     g n  i n quan đến đ p ứng mặn của   y   a d ới 

sự hỗ trợ của chủng RL7 và DM10 

3.5.1. Ảnh hưởng của chủng RL7 và DM10 đến sự sinh trưởng cây lúa khi bị nhiễm 

mặn 

3.5.1.1. Ảnh hưởng của chủng RL7 

 Kết quả khảo sát các chỉ tiêu về sinh trƣởng và phát triển của cây lúa bao 

gồm chiều cao cây, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô (cả thân và rễ) và hàm lƣợng 

chlorphyll (a, b và tổng số) đƣợc thể hiện ở Bảng 3.10. 

Bảng 3.10. Ảnh hƣởng của chủng RL7 đến khả năng sinh trƣởng cây lúa khi bị 

nhiễm mặn  

Chỉ tiêu C C +NaCl RL7 RL7+ NaCl 

Thân (cm) 18,40±0,36
b 

16,23±0,42
a
 23,26±0,41

c
 20,63±0,57

d
 

Rễ (cm) 5,72±0,21
b
 5,43±0,33

a
 7,43±0,40

c
 7,1±0,34

d
 

Khối lƣợng khô (g) 0,74±0,06
b
 0,68±0,04

a
 0,97±0,05

c
 0,90±0,08

d
 

Chlorophyll a (mg/g) 0,082±0,005
b
 0,070±0,004

a
 0,096±0,006

c
 0,089±0,005

b
 

Chlorophyll b (mg/g) 0,033±0,006
b
 0,025±0,004

a
 0,042±0,004

b
 0,038±0,003

b
 

Chlorophyll (mg/g) 0,115±0,016
b
 0,095±0,005

a
 0,138±0,018

d
 0,128±0,021

c
 

(Giá tr  trung bình ± SD, các chữ cái thường trong cùng 1 hàng gi ng nhau chỉ sự 

khác biệt không có ý nghĩa th ng kê với  ộ tin cậy 95%) 

 

 

Hình 3.16. Ảnh hƣởng chủng RL7 lên sự sinh trƣởng cây lúa khi bị nhiễm mặn 
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Hình 3.17. Ảnh hƣởng của chủng RL7 lên chiều cao cây, chiều dài rễ và trọng 

lƣợng khô khi bị nhiễm mặn 

 

 

Hình 3.18. Ảnh hƣởng của chủng RL7 lên hàm lƣợng chlorophyll trong lá lúa khi bị 

nhiễm mặn 
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  Cây lúa đƣợc nhiễm chủng RL7 có chiều dài thân, chiều dài rễ, trọng lƣợng 

khô và hàm lƣợng chlorophyll tổng số tăng lần lƣợt là 26,45%; 29,89 %; 31,08% và 

19,99% so với đối chứng (C). Khi bị stress mặn, cây lúa đƣợc nhiễm chủng RL7 có 

chiều dài thân, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô tăng và hàm lƣợng chlorophyll tổng số 

tăng lần lƣợt là 27,10%; 30,67%; 31,06% và 34,73% so với đối chứng (C  NaCl). 

Sự khác biệt về chiều dài thân, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô, hàm lƣợng 

chlorophyll giữa các nghiệm thức có ý nghĩa thống kê với độ tin cậy 95%. Mật độ 

chủng RL7 trong đất ban đầu là 2,1x10
3
 cfu/g kết thúc thí nghiệm mật độ khoảng 

10
5
 cfu/g, trong rễ là 1,1x10

4
 cfu/g và tăng nhẹ khi bị nhiễm mặn lên 5,9x10

4
 cfu/g. 

3.5.1.2. Ảnh hưởng của chủng DM10 

Tƣơng tự chủng RL7 kết quả khảo sát ảnh hƣởng của chủng DM10 lên các khả 

năng sinh trƣởng của cây lúa trong điều kiện stress mặn qua các thông số nhƣ chỉ tiêu 

sinh trƣởng và phát triển của cây lúa bao gồm chiều cao cây, chiều dài rễ, trọng lƣợng 

khô (cả thân và rễ) và hàm lƣợng chlorphyll (a, b và tổng số) đƣợc thể hiện ở Bảng 3.11 

Bảng 3.11. Ảnh hƣởng của chủng DM10 đến khả năng sinh trƣởng cây lúa khi bị 

nhiễm mặn 

Chỉ tiêu C C +NaCl DM10 DM10 + NaCl 

Thân (cm) 
16,86±0,54

b 
14,83±0,36

a
 19,67±0,28

c
 17,73±0,31

d
 

Rễ (cm) 5,83±0,37
b
 5,06±0,21

a
 7,06±0,51

c
 6,56±0,40

d
 

Khối lƣợng khô (g) 
0,67±0,03

b
 0,58±0,04

a
 0,82±0,03

c
 0,71±0,02

d
 

Chlorophyll a (mg/g) 0,058±0,004
b
 0,049±0,003

a
 0,070±0,003

c
 0,064±0,005

b
 

Chlorophyll b (mg/g) 0,032±0,005
b
 0,030±0,003

a
 0,040±0,004

b
 0,035±0,002

b
 

Chlorophyll tổng số (mg/g) 0,090±0,012
b
 0,079±0,008

a
 0,110±0,013

d
 0,099±0,017

c
 

 

(Giá tr  trung bình ± SD, các chữ cái thường trong cùng 1 hàng gi ng nhau chỉ sự 

khác biệt không có ý nghĩa th ng kê với  ộ tin cậy 95%) 
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Hình 3.19. Ảnh hƣởng chủng DM10 lên sự sinh trƣởng cây lúa khi khi bị nhiễm mặn 

 

 

Hình 3.20. Ảnh hƣởng của chủng DM10 lên chiều cao cây, chiều dài rễ và trọng 

lƣợng khô khi bị nhiễm mặn 
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Hình 3.21. Ảnh hƣởng của chủng DM10 lên hàm lƣợng chlorophyll trong lá lúa khi 

bị nhiễm mặn 

Cây lúa nhiễm chủng DM10 có chiều dài thân, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô 

và hàm lƣợng chlorophyll tổng số tăng lần lƣợt là 16,60%; 21,14%; 21,38% và  

22,87% so với đối chứng (C). Khi bị nhiễm mặn, cây lúa nhiễm chủng DM10 có 

chiều dài thân, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô tăng và hàm lƣợng chlorophyll tổng số 

tăng lần lƣợt là 19,55%; 29,6%; 21,71% và 25,73% so với đối chứng (C+NaCl). Sự 

khác biệt về chiều dài thân, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô và hàm lƣợng chlorophyll 

giữa các nghiệm thức có ý nghĩa thống kê với độ tin cậy 95%. Mật độ chủng DM10 

trong đất ban đầu là 2,5x10
3
 cfu/g kết thúc thí nghiệm mật độ khoảng 10

5
 cfu/g, 

trong rễ là 7,9x10
3
 cfu/g và khi bị nhiễm mặn là 1,9x10

4
 cfu/g. 

Nhƣ vậy, chủng DM10 và RL7 có khả năng sinh ACC deaminase, phân giải 

phosphate, sinh IAA và sidrophores giúp tăng khả năng chịu mặn ở cây lúa. Khi bị 

stress mặn, thực vật sản sinh một lƣợng lớn hormone ethylene làm giảm sự nảy 

mầm của hạt và sự phát triển của rễ và cuối cùng cản trở sự phát triển của cây. Vi 

sinh vật tổng hợp ACC deaminase có thể phân cắt ACC thành α-ketobutyrate và 

amoniac, do đó làm giảm lƣợng ethylene sinh ra khi bị stress ở thực vật. Việc bổ 
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sung vi sinh vật có khả năng sinh IAA giúp k ch th ch thực vật phát triển, bên cạnh 

đó phân giải phosphate giúp bổ sung dinh dƣỡng cho cây sinh trƣởng và phát triển. 

Khả năng sinh siderophores giúp chống lại một số bệnh cho cây trồng và giúp cây 

trồng hấp thu nguyên tố vi lƣợng Fe. Ảnh hƣởng của chủng RL7 và DM10 lên khả 

năng sinh trƣởng của cây lúa trong điều kiện stress mặn c ng tƣơng tự nhƣ các 

nghiên cứu trƣớc đó. Các chủng B. amyloliquefaciens SN13 [124], B. aryabhattai 

MS3 [104] đã đƣợc chứng minh khả năng hỗ trợ cây lúa chịu đƣợc stress muối nhƣ 

là làm tăng chiều dài thân, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô và hàm lƣợng chlorophyll.  

3.5.2 Nghiên cứu sự biểu hiện của các gen liên quan đến đáp ứng mặn của cây 

lúa dưới sự hỗ trợ của chủng RL7 và DM10 

Song song với việc khảo sát các chỉ tiêu về sinh trƣởng và phát triển của cây 

lúa nhƣ chiều cao cây, chiều dài rễ, trọng lƣợng khô (cả thân và rễ và hàm lƣợng 

chlorphyll (a, b và tổng số), lá lúa đƣợc thu để nghiên cứu sự biểu hiện của các gen 

liên quan đến đáp ứng với mặn. 

Các mẫu lá lúa đƣợc tách RNA, mỗi một nghiệm thức lặp lại 4 lần, nồng độ 

RNA tổng số đƣợc trình bày trong Phụ lục 11. Kết quả cho thấy các mẫu RNA có 

nồng độ và độ tinh sạch đạt chất lƣợng để sử dụng là khuôn tổng hợp cDNA. 

3.5.2.1. Sự biểu hiện của các gen liên quan  ến  áp ứng mặn của cây lúa dưới sự 

hỗ tr  của chủng RL7 

Sự biểu hiện của các gen bao gồm SOS1, NHX1, MYC2, PR1, NADPMe2, 

CAT và SOD ở bốn nghiệm thức đƣợc xác định bằng kỹ thuật RT-PCR. Kết quả 

đƣợc thể hiện trong Hình 3.22. Nhiễm mặn làm tăng cƣờng sự biểu hiện của các gen 

MYC2, NHX1, NADP-Me2, SOS1, SOD, PR1 và CAT lần lƣợt là 1,34; 1,66;1,89; 

2,16; 2,23; 2,57 và 3,07 lần so với đối chứng (C). Ở điều kiện không bị nhiễm mặn, 

chủng RL7 không làm thay đổi sự biểu hiện các gen so với đối chứng (C). Khi bị 

nhiễm mặn, chủng RL7 làm tăng cƣờng sự biểu hiện của các gen MYC2, SOD,  

NADP-Me2, SOS1, PR1, CAT và NHX1 lần lƣợt là 1,29; 1,35; 1,38; 1,46; 1,53; 1,55 

và 1,59 lần so với mẫu (C+NaCl). Sự khác biệt về mức độ biểu hiện của cac gen 

giữa các nghiệm thức có ý nghĩa thống kê với độ tin cậy 95%. 
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Hình 3.22. Sự biểu hiện của các gen liên quan đến đáp ứng mặn ở cây lúa 

dƣới sự hỗ trợ của chủng RL7 

3.5.2.2 Sự biểu hiện của các gen liên quan  ến  áp ứng mặn của cây lúa dưới sự hỗ 

tr  của chủng DM10 

Với chủng DM10, các gen đƣợc đánh giá sự biểu hiện gồm MYC2, CAT,  

NADPMe2, SOD và PR, kết quả đƣợc thể hiện trong Hình 3.23.  

 

Hình 3.23. Sự biểu hiện của các gen liên quan đến đáp ứng mặn ở cây lúa dƣới sự 

hỗ trợ của chủng DM10  

Kết quả cho thấy, nhiễm mặn làm tăng cƣờng sự biểu hiện của các gen 

MYC2, CAT, NADPMe2, SOD và PR1 lần lƣợt à 1,45; 1,82; 2,18; 2,42 và 2,57 lần 
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so với đối chứng (C). Ở điều kiện không bị nhiễm mặn, chủng DM10 làm tăng 

cƣờng biểu hiện gen PR1 1,24 lần và không làm thay đổi sự biểu hiện các gen còn 

lại so với đối chứng (C). Khi bị nhiễm mặn, chủng DM10 làm tăng cƣờng sự biểu 

hiện của các gen MYC2, SOD, NADPMe2, CAT và PR1 lần lƣợt là 1,19; 1,46; 1,47; 

1,50 và 1,51 lần so với mẫu (C+NaCl). Sự khác biệt về mức độ biểu hiện của cac 

gen giữa các nghiệm thức có ý nghĩa thống kê với độ tin cậy 95%. 

Qua các kết quả nghiên cứu ở trên, các cơ chế có thể làm tăng khả năng chịu 

mặn ở cây lúa qua trung gian của chủng RL7 và DM10 đƣợc tóm tắt trong Hình 

2.24 dƣới đây. 

 

Hình 3.24. Tóm tắt một số con đƣờng có thể làm tăng khả năng chịu mặn ở cây lúa 

với sự hỗ trợ của chủng RL7 và DM10 

Cây lúa chịu đƣợc mặn thông qua hai cơ chế chính là cân bằng ion nội môi 

và cân bằng áp suất th m thấu. Khi bị nhiễm mặn các gen liên quan đến hai con 

đƣờng này đƣợc tăng cƣờng biểu hiện [56]. Nhiễm chủng RL7 và DM10 làm tăng 

cƣờng sự biểu hiện các gen liên quan đến cả hai cơ chế trên giúp cây lúa chống chịu 

với mặn.  
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Các gen MYCs đóng vai trò quan trọng trong việc phản ứng với các stress phi 

sinh học và sinh học. Ở cây lúa, sự tăng cƣờng biểu hiện của các gen MYC2, MYC4 

và MYC5 trong môi trƣờng có nồng độ muối cao đã đƣợc ghi nhận [83]. Các nghiên 

cứu về phiên mã và sinh hóa ở loài Arabidopsis đã cho thấy MYC2 điều hòa âm của 

quá trình sinh tổng hợp proline. Proline cần thiết để tăng cƣờng khả năng chống 

chịu đối với stress mặn, tuy nhiên, sự tích tụ quá mức của nó gây độc cho cây. Gen 

MYC2 c ng liên quan đến con đƣờng truyền tín hiệu axit jasmonic, là hormone giúp 

điều hòa một loạt các quá trình trong thực vật từ quang hợp, sinh trƣởng đến sinh 

sản [84].  Khi bị stress mặn, nhiễm chủng RL7 và DM10 làm tăng cƣờng biểu hiện 

của gen MYC2 hỗ trợ cây lúa chịu stress mặn. 

Một số loài vi sinh vật nội sinh hoặc ngoại sinh làm tăng cƣờng biểu hiện của 

gen pathogenesis-related protein 1 (PR1) dẫn đến làm tăng khả năng miễn dịch (đặc 

biệt là khả năng kháng nấm bệnh) [96]. Ở điều kiện mặn, nhiễm chủng RL7 và 

DM10 làm tăng cƣờng sự biểu hiện của gen PR1 lần lƣợt là 2,2 và 2,75 lần so với 

đối chứng tƣơng ứng. Điều này cho thấy vai trò của chủng vi sinh nội sinh RL7 và 

DM10 trong việc làm giảm tác động của mặn lên sự sinh trƣởng của cây lúa. Những 

kết quả nghiên cứu về sự biểu hiện của gen MYC2 và PR1 trong luận án là những 

minh chứng đầu tiên về vai trò của các gen MYC2 và PR1 ở cây lúa khi bị stress 

mặn. 

Khi bị stress mặn, thực vật s  tổng hợp các chất oxi hoá (ROS), cụ thể là 

H2O2, O
2-

 và OH
- 
làm phá huỷ DNA, RNA và protein. Các hợp chất ROS c ng gây 

ra sự phá hủy chất diệp lục và làm gián đoạn hoạt động của mô phân sinh rễ. Các 

enzyme chống oxy hóa nhƣ superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase, 

peroxidase, glutathione reductase và monohydroascorbate reductase có khả năng 

loại bỏ ROS và duy trì chúng ở mức thấp. Superoxide dismutase là một 

metalloenzyme đóng một vai trò quan trọng trong việc bảo vệ tế bào khỏi tác hại 

của quá trình oxy hóa, bằng cách xúc tác chuyển đổi gốc superoxide thành H2O2 

[180]. Catalase làm giảm mức ROS bằng cách xúc tác sự phân hủy H2O2 thành H2O 

và O2. Khi bị stress mặn, nhiễm chủng RL7 và DM10 làm tăng cƣờng biểu hiện của 

các gen SOD và CAT so với đối chứng tƣơng ứng. Nhƣ vậy bằng cách loại bỏ ROS 

thông qua hoạt động của hai enzyme CAT và SOD, cây lúa nhiễm chủng RL7 và 

DM10 có thể tăng cƣờng khả năng chịu mặn. Sự thích nghi với mặn nhờ tăng cƣờng 
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sự biểu hiện của các enzyme ROS nhƣ CAT và SOD dƣới sự hỗ trợ của các vi sinh 

vật sinh chất k ch th ch sinh trƣởng thực vật c ng đƣợc chứng minh ở cây lúa [41, 

124], đậu bắp [181] và khoai tây [182]. 

Sự biểu hiện tăng cƣờng của các gen NHX1 và SOS1 trong điều kiện nhiễm 

mặn và nhiễm chủng RL7 và DM0 đã đƣợc chứng minh trong luận án. Thực vật 

chống lại stress mặn bằng cách cô lập và t ch tụ muối vào trong không bào, kiểm soát 

nồng độ muối c ng nhƣ duy trì tỉ lệ K
+
/Na

+
 cao trong tế bào chất từ đó làm giảm tác 

động có hại của muối. NHX1 và SOS1 tham gia vào trao đổi Na
+
/H

+
 và giảm Na

+
 

trong tế bào [56]. Nhƣ vậy, sự tăng cƣờng biểu hiện của hai gen SOS1 và NHX1 đã hỗ 

trợ cây lúa chịu măn. Enzyme NADP-malic 2 (NADP-ME2) là một trong những 

enzyme quan trọng tham gia vào các quá trình trao đổi chất ở thực vật, có mặt chủ 

yếu ở ty thể, lục lạp và tế bào chất, xúc tác quá trình khử carboxyl hóa của malate 

để tạo pyruvate, CO2 và NADPH dƣới dạng ion kim loại (Mg
2+

, Mn
2+
…). Vì vậy, 

enzyme này giữ vai trò trong việc tăng cƣờng khả năng chống chịu của thực vật đối 

với stress muối và th m thấu [97]. Nhiễm mặn làm gen NADP-Me2 biểu hiện mức 

độ phiên mã cao gấp 1,98 lần, khi nhiễm chủng RL7 và DM10 mức độ phiên mã 

cao gấp lần lƣợt 2,73 và 1,46 lần so với đối chứng tƣơng ứng, điều này cho thấy 

chủng RL7 và DM10 có vai trò hỗ trợ cây lúa chịu mặn. Kết quả nghiên cứu sự biểu 

hiện của các gen liên quan đến đáp ứng mặn ở cây lúa trong luận án c ng tƣơng tự 

với kết quả của các nghiên cứu trƣớc đó. Nautiyal và cộng sự (2013) [124] đã xác 

định sự biểu hiện của các gen NHX1, SOS1, NADPMe2, cây lúa khi bị stress mặn và 

nhiễm chủng B. amyloliquefaciens NBRISN13. Theo Sultana và cộng sự (2020) 

[104] chủng B. aryabhattai MS3 chịu mặn phân lập từ rễ lúa làm tăng cƣờng sự 

biểu hiện của các gen SOS1 và NHX1 lần lƣợt là 419% và 770% ở cây lúa khi bị 

nhiễm mặn 200 mM NaCl. Chủng xạ khu n Streptomyces sp. GMKU36 c ng làm 

tăng cƣờng sự biểu hiện của các gen NHX1, SOS1, CAT, SOD ở lá lúa trong điều 

kiện nhiễm mặn [41]. 
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3.6. Giải trình tự hệ gen của một số chủng chọn lọc 

Chủng RL7 và DM10 là hai chủng có hiệu quả cao trong việc hỗ trợ cây lúa 

chịu mặn, chủng C7 có khả năng chịu mặn và tổng hợp IAA cao. Trong khuôn khổ 

luận án, chủng DM10 và C7 đƣợc chọn để giải trình tự hệ gen trên cơ sở đó phân 

tích các gen liên quan đến khả năng k ch th ch sinh trƣởng, khả năng chịu mặn. 

3.6.1. Lắp ráp các đ  n trình tự và chú giải chức năng 

Kết quả giải trình tự hệ gen cho thấy k ch thƣớc hệ gen của chủng DM10 và 

C7 lần lƣợt là khoảng 4,2 Mbp và 4,0 Mbp (Bảng 3.12). Số lƣợng các scaffolds sau 

khi lắp ráp của chủng DM10 và C7 lần lƣợt là là 743 và 1360. Hàm lƣợng GC lần 

lƣợt là 65,91% và 59,21%. Tổng số gen đƣợc dự đoán lần lƣợt là 3.635 gen và 

3.797 gen, tổng số gen đƣợc dự đoán chức năng lần lƣợt là 2.270 gen (chiếm 

62,44%) và 2.239 gen (chiếm 58,96%). Chủng DM10 47 gen RNA gồm 45 gen 

tRNA, 1 gen rRNA và 1 gen tmRNA. Chủng C7 có 46 gen tRNA, 5 gen rRNA và 1 

gen tmRNA. Các gen thuộc cở sở dữ liệu COGs của chủng DM10 và C7 lần lƣợt là 

1.786 và 1.603 

Bảng 3.12. Đặc điểm genome chủng  DM10 và C7 

Đặ  điểm DM10 C7 

K ch thƣớc hệ gen (bp) 4.203.784 4.057.300 

Hàm lƣợng (G+ C) (%) 65,91 59,21 

Scaffolds 743 1,360 

Tổng số gen dự đoán (CDS) 3.635 3.797 

Tổng số gen đƣợc dự đoán chức năng 2.270 2.239 

Các gen rRNA  1 5 

Các gen tRNA genes 45 46 

Các gen tmRNA 1 1 

Các gen thuộc cở sở dữ liệu COGs 1.786 1.602 

3.6.2. Phân lo i dựa trên chỉ s  tương đồng toàn bộ hệ gen 

Nhận dạng nucleotide trung bình (ANI) giữa các cặp genome nhất định đã 

đƣợc coi là một tiêu chu n vàng cho việc phân loại các loài sinh vật nhân sơ. Giữa 

các loài thuộc cùng 1 chi có chỉ số ANI >95% thì coi là giống nhau [183].  

Trình tự bộ gen của chủng C7 và DM10 đã đƣợc so sánh với các loài gần 

nhất của chúng trong các chi Marinobacter và Salanicola. Chỉ số ANI giữa chủng 

C7 và Marinobacter pelagius là 86,33%, giữa chủng DM10 và Salanicola tamaricis 
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là 92.89% (Bảng  15). Nhƣ vậy, chủng C7 và DM10 có chỉ số ANI <95% nên đƣợc 

phân loại là 1 loài lần lƣợt thuộc chi Marinobacter và Salinicola. 

3.6.3. Phân lo i các nhóm gen chức năng 

Định danh các nhóm gen chức năng đối với các contig của chủng vi khu n 

DM10 sử dụng công cụ Prokka cho kết quả 1786 gen tƣơng đồng với các trình tự 

protein đã biết chức năng, lƣu trữ trên cơ sở dữ liệu COG (Bảng 3.13). Các gen này 

đƣợc phân loại thành 22 nhóm chức năng. Nhóm chức năng tham gia quá trình 

chuyển hóa chiếm phần lớn nhất bao gồm vận chuyển và chuyển hóa amino acid 

(12,71%), bảo toàn và chuyển hóa năng lƣợng (8,51%), chuyển hóa và vận chuyển 

carbohydrate (9,41%), chuyển hóa và vận chuyển ion vô cơ (6,44%), chuyển hóa 

và vận chuyển coenzyme (5,66%)….. Ngoài ra có số lƣợng lớn gen tham gia quá 

trình dịch mã, thuyết phát sinh và cấu trúc ribosome (10,58%). Khi so sánh các 

chủng với nhau thì thấy có sự phân bố không đồng đều giữa các nhóm chức năng.  

Bảng 3.13. Phân loại nhóm gen chức năng protein trực giao COGs  

Các nhóm chứ  năng DM10 C7 

SL. % SL. % 

 

 

 

 

Lƣu trữ và 

xử lý thông 

tin 

[A] Sửa đổi và xử lý RNA  1 0,06 1 0.06 

[B] Chức năng và cấu trúc 

sợi nhiễm sắc 
2 0,11 

3 0,19 

[J] Dịch mã, thuyết phát 

sinh và cấu trúc ribosome 
189 10,58 

191 11,92 

[K] Phiên mã 114 6,38 69 4,31 

[L] Nhân đôi, tái tổ hợp và 

sữa chữa 
77 4,31 

83 5,18 

 

Tín hiệu và 

các quá 

trình của tế 

bào 

[D] Kiểm soát chu kỳ tê 

bào, phân chia tế bào, phân 

vùng nhiễm sắc, 

24 1,34 

29 1,81 

[M] Sự phát sinh 

màng/thành tế bào 
136 7,61 

114 7,12 

[N] Sự di động của tế bào 43 2,41 14 0,87 

[O] Điều chỉnh sau dịch 78 4,37 98 6,12 
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Các nhóm chứ  năng DM10 C7 

SL. % SL. % 

mã, sự chuyển đổi protein, 

chaperones 

[T] Cơ chế truyền tín hiệu 47 2,63 60 3,75 

[U] Vận chuyển túi bào, 

bài tiết, và vận chuyển nội 

bào 

16 0,90 

21 1,31 

[V] Cơ chế phòng vệ 32 1,79 26 1,62 

Chuyển hóa [C] Bảo toàn và chuyển 

hóa năng lƣợng 
152 8,51 

152 9,49 

[E] Chuyển hóa và vận 

chuyển amino acid 
227 12,71 

197 12,30 

[F] Chuyển hóa và vận 

chuyển nucleotide 
60 3,36 

43 2,68 

[G] Chuyển hóa và vận 

chuyển carbohydrate 
168 9,41 

72 4,49 

[H] Chuyển hóa và vận 

chuyển coenzyme 
101 5,66 

108 6,74 

[I] Chuyển hóa và vận 

chuyển lipid 
94 5,26 

130 8,11 

[P] Chuyển hóa và vận 

chuyển ion vô cơ 
115 6,44 

75 4,68 

[Q] Dị hóa, vận chuyển và 

sinh tổng hợp các chất 

chuyển hóa thứ cấp 

23 1,29 

35 2,18 

Khó phân 

loại 

[R] Dự đoán chức năng 

chung 
64 3.58 

22 1,37 

[S] Chƣa biết chức năng 20 1.12 2 0,12 
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3.6.4. Gen liên quan đến khả năng   ch th ch sinh trưởng thực vật 

Kết quả giải trình tự hệ gen của chủng DM10 và C7 đã xác định các gen có 

liên quan đến khả năng k ch th ch sinh trƣởng thực vật nhƣ sinh IAA, phân giải 

phosphate, sinh ACC deaminase và sinh siderophores. 

Bảng 3.14. Danh sách một số gen có liên quan đến khả năng k ch th ch sinh trƣởng 

thực vật trong hệ gen của chủng DM10 và C7 

Đặ  điểm Gen EC  Chú giải DM10 C7 

Hòa tan 

phosphate  

gcd 1.1.5.2 
Quinoprotein glucose 

dehydrogenase 
+ - 

pstA  
Phosphate transport system 

permease protein PstA 
+ - 

pstB 3.6.3.27 
Phosphate import ATP-binding 

protein PstB 
+ + 

pstC  
Phosphate transport system 

permease protein PstC 
+ - 

pstS  Phosphate-binding protein PstS + - 

pqqA  Coenzyme PQQ synthesis protein A + - 

pqqB  Coenzyme PQQ synthesis protein B + + 

pqqCD  
Bifunctional coenzyme PQQ 

synthesis protein C/D 
+ - 

Sản xuất 

IAA 

trpA 4.2.1.20 Tryptophan synthase alpha chain + + 

trpB 4.2.1.20 Tryptophan synthase beta chain + + 

trpC 4.1.1.48 
Indole-3-glycerol phosphate 

synthase 
+ 

+ 

trpD 2.4.2.18 
Anthranilate 

phosphoribosyltransferase 
+ 

+ 

trpE 4.1.3.27 Anthranilate synthase component 1 + + 

trpF 5.3.1.24 
N-(5'-phosphoribosyl)anthranilate 

isomerase 
+ 

+ 

trpG 4.1.3.27 Anthranilate synthase component 2 + + 

trpS 6.1.1.2 Tryptophan-tRNA ligase + - 

trpI  
HTH-type transcriptional regulator 

TrpI 
+ - 

Hoạt tính 

ACC 
acdS  

1-aminocyclopropane-1-carboxylate 

deaminase 
+ 

 

- 
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Đặ  điểm Gen EC  Chú giải DM10 C7 

deaminase  

Chuyển 

hóa 

trehalose  

sugA  
Trehalose transport system 

permease protein SugA 
+ + 

sugB  
Trehalose transport system 

permease protein SugB 
+ + 

treF 3.2.1.28 Cytoplasmic trehalase + - 

treY 5.4.99.15 Maltooligosyl trehalose synthase +        - 

treZ 3.2.1.141 

Malto-oligosyltrehalose 

trehalohydrolase 
+ - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sản xuất 

glycine-

betaine  

betA 1.1.99.1 
Oxygen-dependent choline 

dehydrogenase 
+ + 

betB 1.2.1.8 
NAD/NADP-dependent betaine 

aldehyde dehydrogenase 
+ + 

betC 3.1.6.6 Choline-sulfatase + + 

betI  
HTH-type transcriptional regulator 

BetI 

 

+ 

 

+ 

betL  Glycine betaine transporter BetL + + 

betT  
High-affinity choline transport 

protein 
+ 

+ 

ectA 2.3.1.178 
L-2,4-diaminobutyric acid 

acetyltransferase 
+ 

+ 

ectB 2.6.1.76 
Diaminobutyrate--2-oxoglutarate 

transaminase 
+ 

+ 

ectC 4.2.1.108 L-ectoine synthase + + 

ectD 1.14.11.55 Ectoine dioxygenase + + 

ectT  Ectoine/hydroxyectoine transporter + + 

gbsA 1.2.1.8 Betaine aldehyde dehydrogenase + + 

proP  Proline/betaine transporter + + 

proS 6.1.1.15 Proline--tRNA ligase + + 

yehZ  
Glycine betaine-binding protein 

YehZ 
+ 

+ 
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Đặ  điểm Gen EC  Chú giải DM10 C7 

yehY  
Glycine betaine uptake system 

permease protein YehY 
+ 

+ 

yehX 3.6.3.- 
Glycine betaine uptake system 

ATP-binding protein YehX 
+ 

+ 

yehW  
Glycine betaine uptake system 

permease protein YehW 
+ 

+ 

yehY  
Glycine betaine uptake system 

permease protein YehY 
+ 

+ 

yehX 3.6.3.- 
Glycine betaine uptake system 

ATP-binding protein YehX 
+ 

+ 

yehW  
Glycine betaine uptake system 

permease protein YehW 
+ 

+ 

opuAA 3.6.3.32 
Glycine betaine transport ATP-

binding protein OpuAA 
+ 

- 

opuAB  
Glycine betaine transport system 

permease protein OpuAB 
+ 

- 

opuAA 3.6.3.32 
Glycine betaine transport ATP-

binding protein OpuAA 
+ 

+ 

opuCA  

Glycine betaine/carnitine/choline 

transport ATP-binding protein 

OpuCA 

+ 

 

+ 

opuE  
Osmoregulated proline transporter 

OpuE 
+ 

 

+ 

 

Axit indole-3-acetic (IAA) là phytohormone tham gia vào nhiều quá trình sinh 

trƣởng và phát triển quan trọng ở thực vật nhƣ k ch th ch quá trình giãn, phân chia 

tế bào, biệt hóa mô, phản ứng với ánh sáng và trọng lực [18]. Khả năng tổng hợp 

IAA là một đặc điểm đặc trƣng ở nhiều vi khu n k ch th ch sinh trƣởng thực vật 

[20]. Chủng DM10 và C7 thể hiện khả năng sinh IAA (Hình 3.25 A, A1). Tuy 

nhiên, các gen liên quan đến con đƣờng sinh tổng hợp IAA hoàn thiện không đƣợc 

tìm thấy trong hệ gen của chủng DM10 và C7 mà chỉ thấy sự có mặt của gen 

aldehyde dehydrogenase (aldA). Đáng chú ý, kết quả phân tích ghi nhận nhóm gen 
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sinh tổng hợp tryptophan trpABCDEFGIPS có mặt trong hệ gen của chủng DM10 

cà C7.  Kết quả này hoàn toàn phù hợp với kết luận của các nghiên cứu trƣớc đây, 

cụ thể, các gen liên quan đến sinh tổng hợp tryptophan có mối quan hệ mật thiết với 

con đƣờng sinh tổng hợp IAA c ng nhƣ các chức năng sinh học liên quan [184]. 

Ethylene là một phytohormone đa chức năng, có khả năng điều chỉnh cả sự 

phát triển và sự lão hóa ở cây trồng thông qua các cơ chế thúc đ y hoặc ức chế hai 

quá trình này, tùy thuộc vào nồng độ, thời điểm áp dụng và loài thực vật [24]. Dƣới 

tác dụng của ACC deaminase, ACC (tiền chất của ethylen) bị phân huỷ tạo thành 

amoniac và α-ketobutyrate. Vi khu n sản xuất ACC deaminase có thể làm giảm 

nồng độ ethylene trong thực vật, thúc đ y sự tăng trƣởng và phát triển của thực vật 

c ng nhƣ tăng khả năng chống chịu của thực vật với các điều kiện bất lợi khác nhƣ 

l  lụt, khô hạn, hạn mặn và mầm bệnh [25]. Chủng DM10 có khả năng sinh ACC 

deaminase (Hình 3.25B), kết quả giải trình tự cho thấy chủng DM10 mang gen acdS 

mã hóa cho ACC deaminase. Kết quả xác định hoạt độ enzyme cho thấy chủng 

DM10 có hoạt độ khoảng 133,80 nmol α-ketobutyrate/mg/h.  

Chủng DM10 có khả năng sinh siderophores (Hình 3.25 C), kết quả giải trình 

tự cho thấy chủng DM10 mang vùng gen mã hoá (CDS) mã hóa cho protein 

FhuCDB, là những protein cần thiết cho việc vận chuyển ferrichrome và các hợp 

chất Fe
3+

-hydroxamate (Fe
3+

-aerobactin, Fe
3+

-coprogen) và các CDS mã hóa cho hệ 

thống vận chuyển sắt fecAE phụ thuộc citrate. Protein ExbD cung cấp năng lƣợng 

cho quá trình này c ng tìm thấy trong hệ gen chủng DM10. Hơn nữa, bộ gen DM10 

chứa CDS mã hoá cho protein hấp thụ sắt efeOU. Sự hiện diện của các gen mã hóa 

các protein này cho thấy tồn tại một phức hợp vận chuyển sắt ở chủng DM10. 

Sự hòa tan photphate bởi vi khu n là một cách khác để tăng cƣờng khả năng 

thúc đ y sự phát triển của cây trồng bằng cách cung cấp nguồn dinh dƣỡng cho cây 

trồng. Các hợp chất phosphate khó tan có thể đƣợc hòa tan thông qua các axit hữu 

cơ do các vi sinh vật sản sinh và tiết ra ngoài môi trƣờng. Trong đó, axit quan trọng 

nhất là axit gluconic đƣợc chuyển hóa bởi quinoprotein glucose dehydrogenase 

(EC1.1.5.2). Enzyme này đƣợc mã hóa bởi gen gcd, xúc tác quá trình oxy hóa 

chuyển glucose thành axit gluconic và pyrroloquinoline quinone (pqq) [8]. Chủng 

DM10 có khả năng hoà tan phosphate (Hình 3.25D), kết quả giải trình tự xác định 

chủng DM10 mang gen gcd. Sự hấp thu photphate vô cơ ở chủng DM10 có thể 
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đƣợc tăng cƣờng bởi các protein điều hòa (phoB) và protein cảm biến (phoR) với sự 

tham gia của hai hệ thống vận chuyển photphate ái lực cao khác là pstSCAB và 

phnD1U. Kết quả giải trình tự hệ gen c ng xác định chủng DM10 có gen PhoD mà 

hoá cho enzyme phosphatase, đây là một trong những gen quan trọng trong chu 

trình chuyển hóa lân hữu cơ trong đất. PhoD là một enzyme đơn phân có thể thủy 

phân cả phosphomonoester và phosphodiester [184], con đƣờng này c ng tìm thấy 

trong bộ gen DM10. Nhƣ vậy, chủng DM10 có thể giải phóng phosphate từ dạng 

phosphate khoáng và các hợp chất hữu cơ. 

Amylase là enzyme phân giải tinh bột và có thể đóng một vai trò trong việc 

thúc đ y sự phát triển của thực vật bằng cách phân hủy chất hữu cơ trong đất [185]. 

Chủng DM10 mang gen amy1 mã hoá cho α-amylase. 

 

  nh 3.25. Định tính các đặc điểm kích thích sinh trƣởng thực vật của chủng DM10. 

(A- IAA tạo màu đỏ với  thuốc thử, A1- dịch IAA thô sau lên men đƣợc chạy sắc ký 

bản mỏng) tổng hợp IAA, (B) ACC deaminase, (C) siderophoree, (D) hòa tan 

phosphate, (E) amylase. 

3.6.5. Gen liên quan đến khả năng chịu mặn. 

Chủng DM10 và C7 là một chủng chịu mặn (halophyte), có khả năng sinh 

trƣởng trong dải nồng độ NaCl từ 0-22%, nồng độ NaCl tối ƣu với chủng DM10 và 

C7 lần lƣợt là 12,5% và 4% . Các loài chịu mặn thích nghi với sự có mặt của muối 

bằng cách duy trì sự cân bằng th m thấu giữa tế bào chất và môi trƣờng xung quanh 

thông qua chiến lƣợc “salt- in” (t ch tụ nồng độ của kali và clorua) hoặc và chiến 

lƣợc “salt-out” (các chất hữu cơ hoà tan tƣơng th ch) nhƣ đã mô tả bởi Ruppel  [26].  

Chiến lƣợc “salt-in” đòi hỏi sự thích nghi rộng rãi của bộ máy enzyme nội 

bào với sự có mặt của muối. Trong chiến lƣợc “salt-out” tổng hợp các chất hòa tan 

tƣơng th ch hoạt. Các chất hữu cơ hoà tan tƣơng th ch từ cac loài ƣa mặn bao gồm 

proline, glycine betaine, trehalose, ectoine/5-hydroxyectoine, glucosylglycerol và 
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dimethylsulfoniopropionate [26]. Phân tích bộ gen cho thấy chủng DM10 và C7 

mang các gen liên quan đến cả hai chiến lƣợc. Hệ thống vận chuyển K
+
 đƣợc mã 

hoá bởi các gen trkAHI, ktrAB và kdpABC. Các gen mnhC, mrpDEF và nhaP mã 

hoá Na
+
/H

+
 antiporter và gen nhaP2 mã hoá K

+
/H

+
 antiporter để bơm H

+
 vào và 

bơm Na
+
, K

+
 ra để chống lại stress th m thấu đƣợc tìm thấy trong bộ gen của chủng 

DM10 và C7. Glycine betaine và proline là các chất th m thấu hữu cơ ch nh t ch tụ 

trong nhiều loại vi khu n để đối phó với các stress của môi trƣờng nhƣ hạn hán, 

nhiễm mặn và sốc nhiệt [186]. Các gen chính betA và betB/gbsA tổng hợp glycine-

betaine mã hóa tƣơng ứng choline dehydrogenase và betaine aldehyde 

dehydrogenase đƣợc tìm thấy trong chủng DM10 và C7. Ngoài ra, chủng DM10 và 

C7 bao gồm các gen opuAA, opuAB, opuCA và opuE mã hóa các hợp chất vận 

chuyển glycine betaine/proline/choline. Một chất bảo vệ th m thấu khác là 

trehalose. Cho đến nay, có năm con đƣờng sinh tổng hợp trehalose đã đƣợc tìm thấy 

trong vi khu n bao gồm treS, otsA/otsB, treP, treT và treY/treZ [187]. Ở đây, con 

đƣờng treY/treZ đã đƣợc tìm thấy trong bộ gen của chủng DM10. Maltosedextrin 

đƣợc chuyển thành maltooligosyl-trehalose bởi maltooligosyl trehalose synthase 

(treY). Maltooligosyl-trehalose sau đó đƣợc thủy phân thành trehalose đƣợc xúc tác 

bởi hoạt tính malto-oligosyltrehalose trehalohydrolase (treZ). Cuối cùng, trehalose 

có thể bị thủy phân bởi trehalase tế bào chất (treF). Gen tổng hợp ectoine c ng đƣợc 

tìm thấy trong hệ gen chủng DM10 và C7. Tổng hợp ectoine thu đƣợc từ L-

aspartate-β-semialdehyde và bao gồm ba bƣớc đƣợc xúc tác bởi L-2,4-

diaminobutyric axit acetyltransferase (EctA), Diaminobutyrate-2-oxoglutarate 

transaminase (EctB) và L-ectoine synthase (EctC) để tạo ra phân tử ectoine mạch 

vòng [189]. Chủng DM10 và C7 c ng có thể tổng hợp một dẫn xuất hydroxyl hóa 

của ectoine-5-hydroxyectoine bằng cách xúc tác bởi ectoine dioxygenase (EctD) 

[190]. 

3.6.6. Các gen liên quan đến hệ th ng bài tiết 

Hệ thống bài tiết của vi khu n là các phức hợp protein có trên màng tế bào, 

c ng là hệ thống giúp chúng để xâm nhập vào tế bào vật chủ. Chủng DM10 có 6 hệ 

thống tiết protein bao gồm các loại I, II, IV, VI, Tat và Sec. Chủng DM10 có cả hai 

hệ thống tiết Sec và Tat, là hai hệ thống vận chuyển rộng rãi qua màng tế bào chất 
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[191]. Trong bộ gen của chủng DM10, hệ Tat bao gồm tatABC, hệ Sec chứa 

secABDEFY, thƣờng đƣợc tìm thấy ở vi khu n gram âm [192]. 

3.6.7. Các gen liên quan đến quá trình nội sinh  

Vi sinh vật nội sinh (endophyte) là những loài vi sinh vật cƣ trú trong mô 

thực vật trong phần lớn vòng đời của chúng mà không có bất kỳ tác động bất lợi nào 

đối với cây chủ. Việc sử dụng các loài vi sinh vật tự nhiên này mang lại cơ hội để 

tối đa hóa năng suất cây trồng đồng thời giảm tác động bất lợi của nông nghiệp với 

môi trƣờng. Endophyte thúc đ y sự phát triển của thực vật thông qua quá trình cố 

định nitơ, sản xuất phytohormone, thu nhận chất dinh dƣỡng và bằng cách tạo ra 

khả năng chống chịu với các stress phi sinh học và sinh học. Sự xâm nhập của 

endophytes là rất quan trọng để cung cấp những lợi ích này cho cây chủ [197].  

Theo mô tả của Taghawi và cộng sự (2010) [193] qua trình nội sinh bao gồm 

bốn bƣớc, đầu tiên là sự di chuyển về phía rễ cây bằng chuyển động hoặc hóa 

hƣớng động, bƣớc 2 và 3 là bám d nh và xâm lấn bề mặt rễ, buớc 4 là xâm chiếm 

vào trong mô thực vật.  Bộ gen DM10 chứa các gen liên quan đến sự chuyển động 

qua lông roi và type IV pili, c ng nhƣ các gen liên quan đến các chất hoá hƣớng 

động (chemotaxis) hỗ trợ quá trình xâm nhập vào mô thực vật.  
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. Tuyển chọn đƣợc 65 chủng vi khu n chịu mặn sinh IAA từ 423 chủng 

phân lập từ 66 mẫu. Sàng lọc đƣợc 18/65 chủng sinh ACC deaminase, 25/65 chủng 

phân giải phosphate, 29/65 chủng cố định nitơ và 20/65 chủng phân giải cellulose. 

Đã xác định các đặc điểm hình thái, sinh hoá và giải trình tự 16S rRNA để định 

danh 12 chủng vi khu n chọn lọc. Căn cứ vào khả năng sinh chất kích thích sinh 

trƣởng thực vật, nguồn gốc phân lập và phân loại đã lựa chọn đƣợc 6 chủng gồm M. 

pelagius C7, S. tamaricis DM10, B. aryabhattai RL7, M. endophytica STT1.1.2, B. 

endophyticus D1.2.2 và B. subtilis RL5. Đã nghiên cứu ảnh hƣởng của một số yếu 

tố (nhiệt độ, pH, NaCl, nguồn carbon, nitơ và tryptophan) đến khả năng sinh trƣởng 

và sinh tổng hợp IAA của chủng 6 chủng chọn lọc C7, DM10, RL5, RL7, STT1.1.2 

và D1.2.2. 

2. Đánh giá khả năng hỗ trợ cây lúa sinh trƣởng và phát triển trong điều kiện 

stress mặn của các chủng vi khu n DM10, RL5, RL7, STT1.1.2 và D1.2.2. Lựa 

chọn đƣợc hai chủng RL7 và DM10 có khả năng hỗ trợ cây lúa chịu mặn tốt nhất. 

Chủng RL7 và DM10 hỗ trợ cây lúa chịu mặn và làm tăng cƣờng sự biểu hiện của 7 

gen liên quan đến đáp ứng mặn ở cây lúa gồm NADPMe2, SOS1, PR1, MYC2, 

NHX1, CAT và SOD. 

3. Giải trình tự toàn bộ hệ gen của chủng S. tamaricis  DM10 và M. pelagius 

C7 trên cơ sở đó đã xác định đƣợc các gen liên quan đến khả năng k ch th ch sinh 

trƣởng (khả năng phân giải phosphate, tổng hợp ACC deaminase và sinh 

siderophores), khả năng chịu mặn và khả năng nội sinh. 

KIẾN NGHỊ 

Chủng B. aryabhattai RL7 và S. tamaricis DM10 là các chủng có nhiều tiềm 

năng ứng dụng để sản xuất chể ph m sinh học sử dụng cho các vùng trồng lúa có 

nguy cơ bị nhiễm mặn. Vì vậy, cần xây dựng quy trình sản xuất chế ph m c ng nhƣ 

thử nghiệm trên quy mô ruộng đồng để đánh giá hiệu quả chủng RL7 và DM10. 
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