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LỜI CẢM ƠN 

Sau một thời gian tiến hành triển khai nghiên cứu, tôi đã hoàn thành nội 

dung luận văn “Đánh giá khả năng năng kích thích sinh trưởng và chống chịu 

mặn trên cây lúa của các chủng vi sinh vật nội sinh phân tại vùng đất bị nhiễm 

mặn khu vực đồng bằng sông Cửu Long”. Luận văn được hoàn thành không 

chỉ là công sức của bản thân tác giả mà còn có sự giúp đỡ, hỗ trợ tích cực của 

nhiều cá nhân và tập thể.  

Trước hết, tôi xin gửi lời cảm ơn chân thành và sâu sắc đến TS. Đỗ Tiến 

Phát và TS. Nguyễn Xuân Cường, những người trực tiếp hướng dẫn cho luận 

văn. Các thầy đã dành cho tôi nhiều thời gian, tâm sức, nhiều ý kiến, nhận xét 

quý báu, để hoàn thiện luận văn. Các thầy cũng đã luôn quan tâm, động viên, 

nhắc nhở kịp thời để tôi có thể hoàn thành luận văn đúng tiến độ. 

Đặc biệt tôi xin gửi lời cảm ơn đến Ths. Hồ Mạnh Tường là người đã giúp 

đỡ tôi, những ý kiến đóng góp quý báu cùng sự quan tâm, động viên và chỉ bảo 

tận tình của thầy vừa giúp tôi có được sự khích lệ, tin tưởng vào bản thân, vừa 

tạo động lực nhắc nhở tôi có trách nhiệm với đề tài của mình, và hoàn chỉnh 

luận văn tốt hơn. 

Tôi xin gửi lời cảm ơn đến đơn vị chuyên môn thực hiện luận văn là Viện 

Công nghệ Sinh học, ban Lãnh đạo, phòng Đào tạo, các phòng chức năng của 

Học viện Khoa học và Công nghệ nói chung, cũng như cảm ơn chân thành 

thành tới tập thể lớp BIO21B nói riêng đã quan tâm, tạo điều kiện thuận lợi, 

nhiệt tình giúp đỡ em trong quá trình thực hiện nội dung nghiên cứu trong luận 

văn của mình.  
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MỞ ĐẦU 

Lúa (Oryza sativa L.) là cây lương thực chiếm vị trí quan trọng hàng đầu 

ở Việt Nam và trên thế giới. Hiện nay, hơn 110 nước trên thế giới đang sản xuất 

lúa gạo, trong số đó, Châu Á là vùng sản xuất lúa gạo chủ yếu chiếm 90% về 

sản lượng cũng như về diện tích. Lúa là nguồn lương thực nuôi sống trên 3,5 tỷ 

người (chủ yếu ở châu Á và châu Mỹ La tinh), chiếm 50% dân số thế giới [1]. 

Tại Việt Nam, đa số người Việt đều sử dụng lúa gạo làm nguồn lương thực 

chính.  

Tuy nhiên, cây lúa là cây mẫn cảm với mặn, việc nhiễm mặn làm cho cây 

lúa trở nên dễ bị tổn thương, đồng thời ức chế sinh trưởng và phát triển của cây 

[2]. Ước tính diện tích đất bị nhiễm mặn trên toàn thế giới lên tới 1 tỷ ha, trong 

đó Châu Á chiếm khoảng 21,5 triệu ha [3]. Ở Việt Nam, diện tích đất canh tác 

bị ngập mặn đạt khoảng 200000 ha. Mặt khác, do tập quán và nhu cầu mở rộng 

canh tác, đổi mới ngành nghề như nuôi trồng thuỷ sản đã làm tăng thêm diện 

tích đất ngập mặn cũng như độ mặn của đất. Theo kết quả nghiên cứu và dự 

báo của Uỷ ban liên chính phủ về biến đổi khí hậu của Liên hiệp quốc (IPPC) 

và Ngân hàng thế giới thì trong vòng 100 năm tới, nước biển sẽ dâng 1 m, nhiệt 

độ sẽ tăng thêm 2oC [4]. Nếu nước biển dâng cao 1m thì vùng đồng bằng sông 

Cửu Long sẽ có 1,5 - 2 triệu ha đất nông nghiệp bị ngập nước. Cùng với diện 

tích ngập nước của đất trồng lúa thì diện tích đất nhiễm mặn cũng ngày một gia 

tăng, đứng trước những biến đổi nghiêm trọng đó, việc nâng cao khả năng sinh 

trưởng phát triển, tính chịu mặn của các giống lúa tại các vùng trồng, đặc biệt 

là vùng đất nhiễm mặn có ý nghĩa quan trọng và cấp thiết.  

  Cây lúa có thể giảm sinh trưởng và phát triển hoặc chết trong điều kiện 

hàm lượng muối cao do bị ức chế quang hợp, hô hấp, và rối loạn các cơ chế 

trao đổi chất khác [5]. Tăng cường khả năng chịu mặn cho lúa bằng biện pháp 

kỹ thuật như: bón phân qua lá, phân hữu cơ, các loại phân đạm hóa học trong 

giai đoạn đầu của cây lúa hoặc có thể tháo cạn nước ruộng, sau đó bơm nước 

trở lại ruộng đồng cũng là một phương pháp hữu hiệu tạm thời để giảm nồng 

độ muối có trong ruộng đồng. Ngoài ra, các phương pháp như chọn giống, 

chuyển gen ngoại lai kháng mặn, sử dụng phân vi sinh, chỉnh sửa gen, gây đột 

biến, …cũng là những lựa chọn bền vững, lâu dài. Trong đó, sử dụng vi sinh 

vật có khả năng kích thích sinh trưởng (plant growth-promoting rhizobacteria - 
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PGPR) là biện pháp có hiệu quả, chi phí thấp, cũng như không gây tác động 

tiêu cực cho môi trường. Các chủng vi khuẩn thuộc nhóm PGPR có khả năng 

cố định đạm cũng như tổng hợp chất kích thích sinh trưởng đang được nghiên 

cứu và ứng dụng vào sản xuất các loại phân bón vi sinh. Ưu điểm của các loại 

phân bón vi sinh này là không gây ô nhiễm môi trường, phục hồi đạm trong đất 

thông qua quá trình cố định đạm sinh học, giúp tiết kiệm chi phí nhưng vẫn 

đảm bảo năng suất và chất lượng cây trồng [6]. Thêm vào đó, các nghiên cứu 

gần đây cũng cho thấy một số chủng vi khuẩn hữu hiệu có tiềm năng nâng cao 

tính chống chịu của cây trồng với các điều kiện ngoại cảnh bất lợi như hạn, 

lạnh, mặn, v.v... Đặc biệt tại các vùng đất đã và có khả năng nhiễm mặn như 

vùng đồng bằng sông Cửu Long, đề tài chúng tôi áp dụng thực tiễn tại đây đều 

được đưa ra với các kết quả mang tính thực tiễn và tính mới, nhằm tạo ra môi 

trường phát triển nông nghiệp bền vững hơn. 

 Xuất phát từ cơ sở khoa học và yêu cầu thực tiễn nêu trên, chúng tôi tiến 

hành đề tài “Đánh giá khả năng kích thích sinh trưởng và nâng cao tính chịu 

mặn trên lúa của các chủng vi sinh vật nội sinh phân lập tại vùng đất bị nhiễm 

mặn khu vực Đồng bằng sông Cửu Long” nhằm lựa chọn được các chủng vi 

khuẩn tiềm năng và định hướng ứng dụng trong hạn chế ảnh hưởng của mặn 

xâm thực tới việc sản xuất lúa tại các vùng nhiễm mặn ở nước ta.  

Mục đích nghiên cứu: 

- Phân lập được các chủng vi khuẩn nội sinh rễ cây lúa trồng tại vùng 

nhiễm mặn 

- Sàng lọc, đánh giá và lựa chọn được một số chủng vi khuẩn tiềm năng 

có khả năng kích thích sinh trưởng và nâng cao tính chịu mặn của cây lúa. 

Nội dung nghiên cứu: 

Nội dung 1: Phân lập vi sinh vật nội sinh rễ cây lúa tại vùng nhiễm mặn 

có khả năng sản sinh ACC deminases. 

Công việc 1: Phân lập các dòng vi sinh vật nội sinh rễ cây lúa có khả năng 

sản sinh ACC deminases 

Công việc 2: Định danh một số chủng vi sinh vật có khả năng sản sinh 

ACC deminases 

Nội dung 2: Sàng lọc, đánh giá và tuyển chọn các chủng vi sinh vật có khả 

năng kích thích sinh trưởng và nâng cao tính chịu mặn của cây lúa. 
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Công việc 3: Đánh giá các hoạt tính hóa sinh của các chủng vi sinh vật 

thu được 

Công việc 4: Đánh giá khả năng kích thích sinh trưởng, phát triển cây lúa 

được lây nhiễm các chủng vi khuẩn tiềm năng. 

Công việc 5: Đánh giá khả năng tăng cường tính chống chịu mặn của cây 

lúa được lây nhiễm các chủng vi khuẩn tiềm năng. 
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NỘI DUNG 

CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. GIỚI THIỆU VỀ CÂY LÚA 

1.1.1. Nguồn gốc, phân loại và phân bố 

1.1.1.1 Nguồn gốc 

Các nhà khoa học tin rằng loài Oryza sativa nguyên thủy có nguồn gốc 

liên quan tới những vùng khí hậu ẩm ướt, mặc dù nó không phải là cây nhiệt 

đới. Chúng có thể chính là hậu duệ của cỏ dại được trồng ở các vùng trũng, 

chân đồi tại các sườn dốc dãy Himalaya. Một quan điểm khác cho rằng lúa gạo 

có thể có nguồn gốc từ miền nam Ấn Độ, sau đó lan rộng ra phía bắc của đất 

nước và sau đó xuất hiện trải dài khắp Trung Quốc trở đi. Lúa gạo tiếp tục xuất 

hiện tại Hàn Quốc, Philippines (khoảng 2000 TCN) và sau đó là Nhật Bản và 

Indonesia (khoảng 1000 TCN). Những du khách Ả Rập đã mang lúa gạo đến 

Ai Cập, Ma-rốc và Tây Ban Nha và lan rộng khắp cả vùng đất châu Âu. Bồ 

Đào Nha và Hà Lan đã mang lúa gạo đến các thuộc địa của họ ở Tây Phi và sau 

đó đến Châu Mỹ. Hành trình của giống loài này tiếp tục được những Tây Ban 

Nha mang lúa gạo đến Nam Mỹ vào đầu thế kỷ 17 [7].  

Hiện nay, hai giống lúa chính được trồng trên toàn thế giới là Oryza sativa 

indica và Oryza sativa japonica. Hai loài lúa này và Oryza sativa L., 

O.glaberrima Steud. đều thuộc nhóm loài Oryza sativa complex cùng với 5 loài 

hoang dã là O.rufipogon (sensu lato), O.longistamineta Chev. et Roehr., 

O.barthii A. Chev., O.glumaepatula Steud., và O.meridionalis Ng. Trong số đó, 

chỉ có O.rufipogon tạo ra con lai F1 với O.sativa, do đó hai loài này được coi 

là thuộc về một loài sinh học duy nhất. Cùng với tất cả các bằng chứng gián 

tiếp, điều này gợi ý cho rằng O.rufipogon là tổ tiên của O.sativa. Tương tự, với 

các bằng chứng thuyết phục trên, O.barthii chính là tổ tiên của lúa gạo châu 

Phi O. glaberrima [8]. 

1.1.1.2 Phân loại 

Các giống O. sativa được phân thành sáu nhóm trên dựa trên mã di truyền. 

Trong đó, lúa indica được biết đến rộng rãi thuộc nhóm I và lúa japonica thuộc 

nhóm VI, những giống được gọi là lúa javanica cũng thuộc nhóm VI và được 

chỉ định là giống japonica nhiệt đới trái ngược với giống japonica ôn đới được 
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trồng ở khí hậu ôn đới. Căn cứ vào nguồn gốc đa phát sinh của indica và 

japonica, indica có lẽ đã được thuần hóa ở chân đồi của dãy Himalaya, Đông 

Ấn Độ và japonicas ở phía Nam Trung Quốc [9].  

1.1.1.3 Phân bố 

Ngoài trừ Nam Cực, hai giống lúa gạo O. sativa phổ biến được rộng rãi 

như Bắc và Nam Mỹ, các vùng đồng bằng thuộc Châu Âu, Trung Đông và Châu 

Phi, đặc biệt nằm rải rác cả vùng đất Châu Á. Tuy nhiên việc trồng trọt O. 

glaberrima chỉ giới hạn ở Châu Phi, nơi giống này sẽ bị nhanh chóng thay thế 

bởi O. sativa [10]. 

Các giống lúa indica phân tán khắp vùng nhiệt đới và cận nhiệt đới từ Ấn 

Độ, còn japonica di chuyển về phía bắc từ Nam Trung Quốc và trở thành kiểu 

sinh thái ôn đới. Chúng cũng di chuyển về phía nam đến Đông Nam Á và từ đó 

đến Tây Phi và Brazil và trở thành kiểu sinh thái nhiệt đới. Lúa hiện được trồng 

ở các vùng nằm trong vĩ độ 55°N và 36°S do thích hợp với yếu tố thời tiết thích 

hợp, đó là nhờ những vùng đất thấp và vùng đất cao dễ trữ nước sau thời gian 

có mưa, dễ tưới tiêu. Do sự chọn lọc cho những mục đích sử dụng của con 

người và sự thích nghi với các môi trường đa dạng đã dẫn đến nhiều giống cây 

trồng mới được phát sinh, các nhà khoa học ước tính có khoảng 120000 giống 

lúa tồn tại trên thế giới. Sau khi thành lập Viện Nghiên cứu Lúa gạo Quốc tế 

vào năm 1960, việc cải tiến giống lúa cho năng suất cao đã được phát triển, 

những giống này hiện được trồng ở 70% diện tích đất lúa trên thế giới [11].  

Trên 100 quốc gia, hàng nghìn giống O. sativa được trồng rộng rãi và phân 

thành ba giống sinh thái: giống indica hạt dài được trồng ở vùng nhiệt đới và 

cận nhiệt đới châu Á; giống japonica hạt ngắn/trung bình được trồng ở các 

vùng ôn đới như Nhật Bản và miền bắc Trung Quốc; và giống javonica hạt với 

độ dài trung bình được trồng ở Philippines và các khu vực miền núi của 

Madagascar và Indonesia [12].  

1.1.2. Giá trị kinh tế 

Cây lúa là cây trồng lâu đời và là lương thực chính tại châu Á, cũng như 

ngô tại Nam Mỹ, hạt kê tại châu Phi hay lúa mì của tại châu Âu và Bắc Mỹ. 

Tuy nhiên, trên toàn thế giới, khoảng 50% dân số thế giới sử dụng vào gạo làm 

nguồn lương thực chính, trong đó có hơn 110 quốc gia sản xuất và tiêu thụ lúa 

gạo với mức độ khác nhau, trong đó sản xuất lúa gạo và tiêu thụ lúa gạo cao 
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tập trung chủ yếu ở khu vực châu Á.  

1.1.2.1 Trên thị trường thế giới 

Lúa là loại cây trồng cung cấp lương thực cho khoảng một nửa dân số thế 

giới. Lúa là cây trồng quan trọng trên toàn cầu, chiếm hơn 21% nhu cầu năng 

lượng của con người và lên đến 76% lượng calo của cư dân Đông Nam Á [13]. 

 

Hình 1.1. Sản lượng sản xuất lúa gạo của 10 nước nhiều nhất trong năm 2020 

– 2021 [14]. 

Theo Bộ Nông nghiệp Hoa Kỳ (USDA), sản lượng gạo toàn cầu trong niên 

vụ 2020/2021 là 148,30 triệu tấn ở Trung Quốc, tiếp theo là 120,00 triệu tấn ở 

Ấn Độ, 35,30 triệu tấn ở Bangladesh, 34,90 triệu tấn ở Indonesia, và 27,10 triệu 

tấn tại Việt Nam. Hơn nữa, Thái Lan sản xuất 18,6 triệu tấn, Philippines sản 

xuất 12 triệu tấn, Nhật Bản sản xuất 7,62 triệu tấn (Xem hình 1.1.) [14].  

1.1.2.2 Ở Việt Nam hiện nay 

Trong giai đoạn 20 năm (2001-2020), ngành sản xuất và xuất khẩu gạo 

Việt Nam đã ghi nhiều dấu ấn và sản lượng. Diện tích gieo cấy lúa năm 2020 

đạt 7,278 triệu ha, giảm khoảng 215.000ha so với năm 2001. Năng suất lúa năm 

2020 đạt 58,7 tạ/ha, tăng 1,1 tạ/ha/năm; sản lượng lúa tăng bình quân tăng 0,5 

triệu tấn/năm (Xem hình 1.2) [15]. 
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Hình 1.2. Lượng gạo và trị giá xuất khẩu gạo giai đoạn 2001-2020 [15]. 

Gạo xuất khẩu của Việt Nam tăng bình quân 130.000 tấn/năm; giá gạo xuất 

khẩu tăng khoảng 17 USD/tấn/năm. Năm 2020 lượng gạo xuất khẩu đạt 6,25 triệu 

tấn, giá bình quân 499,3 USD/tấn, giá trị xuất khẩu gạo đạt 3,12 tỷ USD, tăng 2,52 

triệu tấn về lượng và 2,8 tỷ USD về giá trị so với năm 2001 [15]. 

1.1.3 Giá trị dinh dưỡng 

Gạo là loại lương thực dinh dưỡng cung cấp nhiều năng lượng cho các 

hoạt động của con người do thành phần chiếm đa số trong gạo là carbohydrate 

(tinh bột). Mặt khác, gạo chứa hàm lượng các chất đạm ở mức trung bình chỉ 

chiếm 8% và hàm lượng chất béo ở mức 1% không đáng kể [16]. Bột gạo rất 

giàu tinh bột và được sử dụng để làm nguyên liệu thực phẩm khác nhau. Gạo 

lứt rất giàu một số vitamin, đặc biệt là B1 hoặc thiamine (0,34 mg), B26 hoặc 

riboflavin (0,05 mg), niacin hoặc axit nicotinic (4,7 mg). Ngược lại, gạo trắng 

nghèo vitamin (0,09 mg vitamin B1, 0,03 mg vitamin B2 và 1,4 mg niacin) và 

khoáng chất vì chúng chủ yếu được tìm thấy ở các lớp bên ngoài của hạt, được 

loại bỏ bằng quá trình đánh bóng, hoặc "tẩy trắng" trong khi gạo đồ rất giàu các 

vitamin này do quá trình đặc biệt của chúng [17]. 

1.2. XÂM NHẬP MẶN ẢNH HƯỞNG TỚI CÂY TRỒNG 

1.2.1. Ảnh hưởng của mặn lên cây trồng 

Thực vật phát triển trong môi trường luôn biến đổi và thường xuyên phải 

đối mặt với các yếu tố bất lợi phi sinh học khác nhau, chẳng hạn như hạn hán, 

độ mặn cao, ngập lụt và nắng nóng.  Mặn là một trong những yếu tố bất lợi phi 
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sinh học quan trọng nhất, ảnh hưởng đến hơn 20% diện tích đất canh tác, trong 

đó bao gồm một nửa diện tích là tưới tiêu và tỷ lệ này dự kiến sẽ tăng lên trong 

tương lai [18].  

Sự tiếp xúc của thực vật với điều kiên môi trường bất lợi trong quá trình 

phát triển ảnh hưởng xấu đến sinh lý và thay đổi phát triển. Độ mặn của đất, do 

nồng độ muối cao, có thể được coi là stress phổ biến nhất mà cây trồng phải 

đối mặt hiện nay. Tác động tiêu cực của stress mặn là làm giảm sự nảy mầm 

hạt, sự phát triển của cây con, và sự phát triển của lá, cũng như giảm diện tích 

quang hợp đã được ghi nhận ở các nghiên cứu trước. Ngoài ra, nồng độ K+ 

trong tế bào thực vật giảm mạnh khi thực vật bị stress mặn, dẫn đến mất cân 

bằng ion [19]. Sự chuyển dịch của muối vào rễ và chồi là kết quả thông lượng 

thoát hơi nước để duy trì nước trạng thái của cây và sự thoát hơi nước không 

được kiểm soát này có thể gây ra mức độ tích tụ ion độc hại trong chồi [19]. 

Phản ứng của thực vật với nồng độ muối rất phức tạp và dẫn đến những thay 

đổi về hình thái, sinh lý của chúng và trao đổi chất.  

1.2.2. Ảnh hưởng của mặn lên cây lúa 

1.2.2.1 Ảnh hưởng của mặn đến sinh lý cây lúa 

Nguyên nhân chính gây hại cho cây lúa trong môi trường mặn là do sự 

hấp thụ ion Na+ quá mức dẫn đến độc tố ion và stress thẩm thấu. Sự thiếu 

hụt K+ và Ca2+ có thể dẫn đến tỷ lệ Na+/K+ cao, từ đó giảm xút sự hấp thu 

chất dinh dưỡng [20]. Sự ức chế hấp thu Ca2+ do Na+ gây ra làm giảm tốc 

độ tăng trưởng của chồi. Trong nghiên cứu của Cha-um và cộng sự (2007), 

Alamgir và cộng sự (1999) đã báo cáo rằng stress mặn làm giảm các sắc tố 

quang hợp, bao gồm sự giảm nồng độ chất diệp lục, kèm theo các triệu chứng 

nhiễm độc Cl- và đó là những đặc điểm hình thái và sinh lý phổ biến của thực 

vật với stress mặn [21, 22].  

Các gốc oxy hóa tự do (ROS) được tạo ra từ những phản ứng tkhi cây 

trồng đối mặt với stress mặn . Khi ROS được sản sinh quá mức, chúng sẽ phản 

ứng với các thành phần khác nhau của tế bào dẫn đến các tổn thương oxy hóa 

(tức là peroxy hóa lipid, oxy hóa protein, phân mảnh DNA, v.v.) trong tế bào. 

Thông thường, nếu hàm lượng ROS quá cao thì nên được loại bỏ một cách hiệu 

quả để duy trì tăng trưởng tối ưu. Do đó thực vật được trang bị một loạt các hợp 

chất hoặc enzyme chống oxy hóa để loại bỏ các gốc ROS có hại [23].  
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1.2.2.2 Ảnh hưởng của stress mặn đến hình thái cây lúa 

Chiều cao cây là một thông số hình thái cơ bản mà trong bất kỳ điều kiện 

căng thẳng phi sinh học và/hoặc sinh học nào cũng trải qua những thay đổi, 

điều này cho thấy sự chuyển biến hình thái trong quá trình sinh trưởng và phát 

triển của cây trồng (Xem hình 1.3). Việc đóng khí khổng do stress mặn dẫn đến 

tăng nhiệt độ và giảm độ dài của lá. Khi cây lúa tiếp xúc với các nồng độ giảm 

mặn của NaCl, sự kéo dài và phân chia tế bào bị ảnh hưởng, điều này gây ra sự 

giảm tăng trưởng năng suất của rễ và lá ở mức đáng kể [24].  

 

Hình 1.3: Hình thái cây lúa trước các áp lực của muối khác nhau [24]. 

 1.3. CÁC BIỆN PHÁP HẠN CHẾ TÁC HẠI CỦA STRESS MẶN 

1.3.1 Chọn tạo giống chống chịu 

Những năm gần đây cho thấy stress mặn của cây lúa vẫn đang là một thách 

thức đối với các nhà chọn tạo giống vì điều này ảnh hưởng trực tiếp đến sản 

lượng lúa gạo. Các nhà khoa học hy vọng rằng việc nhân giống các giống lúa 

chịu mặn sẽ được đẩy nhanh bằng cách mổ xẻ các yếu tố di truyền làm cơ sở cho 

khả năng chịu mặn và sử dụng công nghệ sinh học để tạo ra các cây trồng chịu 

mặn. Theo Nguyễn Thị Lang và cộng sự (2002), đã có nghiên cứu so sánh đánh 

giá tính kháng mặn tại khu vực đồng bằng Sông Cửu Long 62 giống lúa cổ truyền 

với giống Pokkali là giống chuẩn kháng và giống IR29 là giống chuẩn nhiễm để 

tìm ra các giống có khả năng kháng mặn điển hình như Nếp Áo Già, Trắng Điệp, 

Móng Chim, Móng Chim Rơi và Nếp Bờ Giếng [25]. Ngoài sự lựa chọn và đánh 
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giá các giống lúa truyền thống, hiện nay các nhà khoa học còn có thể tuyển chọn 

các dòng lúa kháng mặn bằng phương pháp tái sinh cây lúa hoàn chỉnh qua chọn 

lọc và nuôi cấy túi phấn, cụ thể như các dòng: C53/Đốc Phụng-17, C53/Đốc 

Phụng-19, C53/Pokkali-5, C53/Pokkali-11, C53/Pokkali-27, C53/Pokkali-42, 

C53/Pokkali-43, C53/Pokkali-44, C53/D51-4, C53/D5 [26, 27]. 

1.3.2 Chuyển gen 

Yếu tố chịu mặn trên cây lúa đã được đưa vào xử lý bằng phương pháp 

đưa gen ngoại lai hoặc tăng cường biểu hiện của gen chịu mặn có sẵn trong cây 

lúa. Các nhà khoa học đã tìm ra các gen mới như HVA1 và codA cung cấp khả 

năng chịu hạn và mặn đã được giải trình tự và chuyển vào cây lúa từ chủng 

Arthrobecter globiformis được phân lập [28, 29]. Năm 2015, Das và cộng sự 

đã đưa ra báo cáo cho rằng một gen biểu hiện quá mức có tên là HFBV2 liên 

quan đến tính chống chịu mặn cao ở cây lúa bằng cách ngăn chặn các hoạt động 

của RNAi [30]. Hơn nữa, trong cùng năm Haong và cộng sự đã cung cấp bằng 

chứng về mức độ cải thiện đáng kể khả năng chịu mặn bằng cách đưa vào ba 

gen biểu hiện quá mức chống apoptotic ngoại sinh có nguồn gốc khác nhau, đó 

là AtBAG4 (Arabidopsis), Hsp70 (Citrus tristeza virus) và p35 (Baculovirus) 

vào trong lúa [31]. Điều này đã chứng minh các đặc điểm liên quan đến các 

giống chống chịu bao gồm cải thiện khả năng quang hợp, tính toàn vẹn của 

màng, hệ thống duy trì ion và ROS, tốc độ tăng trưởng và các thành phần năng 

suất. 

1.3.3 Đột biến 

Trong những năm trở về trước, xử lý đột biến bằnng phương pháp vật lý 

hay rõ ràng hơn là việc sử dụng pháp chiếu xạ bằng tia gamma sau đó sàng lọc 

stress do muối dựa trên Hệ thống đánh giá chỉ tiêu . Nhiều nghiên cứu đã được 

báo cáo trên lúa tạo về khả năng chịu mặn ở lúa đột biến, ST-87 và ST-301 được 

chọn trong số 1.500 dòng đột biến M6 [21].  

 Ngày nay, theo sự tiến bộ của nền công nghệ sinh học, kỹ thuật chỉnh 

sửa hệ gen bằng CRISPR-Cas9 dẫn đầu xu hướng hay còn được gọi dưới cái 

tên là đột biến InDels [33]. Nhiều nghiên cứu trên thế giới gần đây cho thấy 

rằng việc đột biến một số gen chức năng cần thiết lúa sẽ giúp cho cây có khả 

năng chống chịu mặn, đặc biệt có thể biết đến nghiên cứu về sự giảm mật độ 

khí khổng khi mất các đột biến chức năng của dst, ít nhất, một phần là do sự 
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điều hòa quá mức của các gen phát triển khí khổng SPCH1, MUTE và ICE1. 

Đột biến dst∆184–305 không có Cas9 thể hiện khả năng chống chịu ở mức độ 

trung bình đối với áp lực thẩm thấu và áp lực muối ở mức độ cao trong giai 

đoạn cây con. Cùng với đó việc đột biến nhằm chỉnh sửa gen OsRR22-Grna 

bằng công cụ CRISPR/Cas9 có chủ đích cũng có thể giúp cây có khả năng chịu 

mặn ở mức nhất định [34]. 

1.3.4 Sử dụng vi sinh vật 

Trong hoàn cảnh môi trường đất bị xâm nhập mặn một cách đáng nghiêm 

trọng, kèm theo đó là vấn đề thiếu nguồn nước ngọt đáng kể thì giải pháp hiện 

tại là sử dụng chế phẩm vi sinh để cải thiện những vùng đất bị nhiễm mặn đã 

được đưa ra. Vi khuẩn nội sinh thực vật là vi khuẩn cư trú bên trong cây, có 

khả năng nội sinh bên trong rễ, lá, thân. Nhóm vi sinh vật này không gây hại 

cho cây chủ. Chúng thúc đẩy sự phát triển của cây trồng nhờ khả năng cố định 

đạm sinh học và hòa tan lân khó tan và khả năng phòng vệ của cây. Chế phẩm 

vi sinh cải tạo đất nhiễm mặn với thành phần là các vi sinh vật chuyên phân 

giải P, K hay thậm chí là Ca và các hợp chất hữu cơ hỗ trợ cho cây trồng phát 

triển sinh trưởng tốt hơn, cùng với đó là những khả năng tạo màng sinh học 

kháng mặn cho cây trồng. Các chủng vi sinh vật có trong phân bón vi sinh phân 

giải các chất khó tan, cung cấp năng lượng giúp cây vượt hạn mặn vì quá trình 

trao đổi chất và hút nước giữ rễ cây và môi trường được diễn ra thuận lợi [35].  

1.4. VI SINH VẬT KÍCH THÍCH SINH TRƯỞNG - PGPR 

1.4.1 PGPR 

Vi sinh vật Rhizobacteria với một số khả năng liên quan đến sự phát triển 

và sinh trưởng của thực vật hay còn được gọi với tên gọi vi sinh vật vùng rễ 

kích thích sinh trưởng ở thực vật (Plant growth promoting rhizobacteria - 

PGPR). PGPR thúc đẩy sinh trưởng thông qua một số con đường trực tiếp hoặc 

gián tiếp. Trong những nghiên cứu gần đây từ các nhà khoa học, nhiều chủng  

khuẩn thuộc nhóm vi sinh vật PGPR đã được tìm ra và nghiên cứu, điển hình 

một số loài thuộc các chi như: Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, 

Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, 

Klebsiella, Paenibacillus, Serratia... [36] Những lợi ích mà những vi khuẩn này 

mang lại có thể bao gồm: khả năng cung cấp chất dinh dưỡng, sản xuất 

phytohormone, kích thích phát triển chồi và rễ, bảo vệ hoặc chống lại một số 
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tác nhân gây bệnh thực vật và các stress khác [36]. Ngoài ra, PGPR có thể giúp 

thực vật chống lại các stress phi sinh học như mặn và hạn hán, đồng thời sản 

sinh các enzyme cần thiết để giúp thực vật khỏi một số độc tính từ kim loại 

nặng. PGPR đã trở thành biện pháp quan trọng trong nông nghiệp do khả năng 

giảm phân bón hóa học và thuốc trừ sâu, thúc đẩy tăng trưởng và sức khỏe của 

cây trồng, đồng thời nâng cao chất lượng đất [36].  

1.4.2 PGPR giảm thiểu tác hại của các điều kiện bất lợi phi sinh học  

Bất kỳ điều kiện môi trường bất lợi nào có thể ảnh hưởng đến stress phi 

sinh học như kim loại nặng, nhiễm mặn, hạn hán và lũ lụt ảnh hưởng đến hệ vi 

sinh vật, thực vật và hệ sinh thái xung quanh. Đối với mỗi điều kiện stress khác 

nhau, hệ vi sinh vật tại môi trường xung quanh nói chung và nhóm PGPR nói 

riêng sẽ có những cơ chế riêng biệt nhằm đáp ứng lại sự bất lợi đó. Tại các vùng 

đất nhiễm kim loại nặng khó khăn để thực vật phát triển, PGPR đã có những cơ 

chế biến đổi như tích lũy sinh học kim loại, hấp thụ sinh học, kết tủa, oxy hóa 

và khử kim loại theo con đường enzym, tác dụng độc hại của các ion kim loại 

nặng [37]. Trong điều kiện stress mặn, PGPR hỗ trợ cây trồng chịu mặn bằng 

cách loại bỏ các gốc oxy hóa (ROS) và giảm mức độ etylen. Cùng với đó cây 

trồng trong điều kiện hạn, PGPR giúp cải thiện hàm lượng nước tương, hệ thống 

rễ để hút nước, tạo điều kiện thuận lợi cho sự phát triển của chồi và tăng cường 

các sinh trưởng thực vật. Nhiều báo cáo chỉ ra ảnh hưởng của vi khuẩn 

rhizobacterium đối với sinh lý thực vật trong điều kiện tiếp xúc với môi trường 

ngập lụt cho rằng hệ thống rễ cây có liên quan đến tác động từ quần thể vi khuẩn 

trong việc điều hòa etylen để cây trồng thích nghi trong điều kiện bất lợi đó. 

1.4.3 PGPR giảm thiểu tác hại stress mặn 

Tác động chính của hạn mặn lên sinh trưởng của thực vật là làm mất cân 

bằng dinh dưỡng hoặc ngăn cản sự hấp thu dinh dưỡng thích hợp. Trong đó, 

ACC deaminase được sản sinh từ PGPR được sử dụng rộng rãi để chống lại 

stress mặn ở nhiều cây trồng như cà chua, lạc... [38]. PGPR thể hiện những đặc 

điểm có lợi cho phép chúng giảm thiểu tác hại hạn mặn do nồng độ muối cao 

gây ra. PGPR có thể cải thiện sự phát triển của thực vật trong môi trường muối 

theo hai cách chính: điều chỉnh các hệ thống phản ứng của thực vật và tổng hợp 

các hợp chất chống ROS trong quá trình tiếp xúc với muối. Các cơ chế để cải 

thiện sự tăng trưởng và sức đề kháng của thực vật tiếp xúc với độ mặn bao gồm: 

cải thiện sự hấp thu chất dinh dưỡng, duy trì cân bằng nước, ảnh hưởng đến cân 
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bằng nội môi ion, duy trì tỷ lệ K+/Na+ cao; điều hòa các chất thẩm thấu, điều 

chỉnh sự biểu hiện của các gen phản ứng với muối [38].  

1.5. ỨNG DỤNG PGPR ĐỂ GIẢM TÁC HẠI CỦA MẶN TRÊN CÂY LÚA 

1.5.1 Nghiên cứu trên thế giới  

Sử dụng vi sinh vật để nâng cao tính chống chịu mặn trên cây lúa đã được 

công bố trong nhiều nghiên cứu. Điển hình, chủng vi sinh vật Enterobacter sp. 

P23 có khả năng kháng muối và sản sinh enzyme ACC deaminase, từ đó tác 

động kích thích sinh trưởng và làm giảm sự sản sinh, tích tụ etylen trên cây lúa 

[39]. Ngoài ra, nghiên cứu của Jaemsaeng và cộng sự (2018) cho thấy rằng, 

chủng Streptomyces sp. GMKU 336 sản sinh enzyme ACC deaminase, có thể 

nâng cao tính kháng mặn thông qua việc giảm tích tụ ethylen, cân bằng nồng 

độ ion nội bào và phân giải các dạng oxy phản ứng mạnh [40]. Khả năng chịu 

mặn của cây cây lúa cũng được nâng lên nhờ vi khuẩn Glutamicibacter sp. 

(YD01). Chủng vi khuẩn này có khả năng sản sinh enzym ACC deaminase, 

IAA, giảm sản sinh etylen và tăng cường hấp thụ K+.  

1.5.2 Một số nghiên cứu ở Việt Nam 

Hiện nay, các vi sinh vật kích thích sinh trưởng trên cây lúa đã và đang 

được nghiên cứu. Gần đây nhất, Cuong và cộng sự (2020) đã phân lập được 

48 dòng vi khuẩn từ rễ cây lúa tại vùng nhiễm mặn ở tỉnh Bến Tre và Sóc 

Trăng, trong đó có 22 dòng có khả năng sản sinh IAA, 17 dòng có thể sinh 

trưởng trên môi trường không chứa nguồn nito và Nguyễn Huy Anh và 

Nguyễn Hữu Hiệp (2019) đã đánh giá hiệu quả của 2 dòng vi khuẩn 

Burkholderia sp. PL19 và Acinetobacter sp. GH1-1 được phân lập từ đất lúa 

nhiễm mặn tại Bạc Liêu và Sóc Trăng [41, 42]. Kết quả cho thấy các dòng 

vi khuẩn này có thể tiết kiệm lượng phân N sử dụng cho cây lúa trồng trên 

điều kiện đất nhiễm mặn lên đến 50% mà vẫn đảm bảo các chỉ tiêu nông học 

tương đương sử dụng đầy đủ lượng phân NPK.  
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CHƯƠNG 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. VẬT LIỆU 

Nguyên liệu được sử dụng trong nghiên cứu là mẫu đất vùng rễ và rễ cây 

lúa được thu thập từ vùng đất nhiễm mặn ở Kiên Giang khu vực đồng bằng 

sông Cửu Long. Cùng với đó là hạt giống lúa Khang dân 18 đạt chuẩn từ 

Vinaseed – Công ty cổ phần tập đoàn cây trồng Việt Nam được bảo quản kỹ 

lưỡng nhằm mục đích tiến hành lây nhiễm khuẩn trong các môi trường in vitro 

và nhà lưới. 

 Hóa chất, thiết bị và môi trường sử dụng trong nghiên cứu được cung cấp 

từ Phòng Công nghê Tế bào Thực vật trực thuộc Viện Công nghệ Sinh học – 

Viện Hàn lâm và Khoa học Việt Nam. 

 Thời gian thực hiện đề tài:  

+ Nội dung 1: Phân lập hệ vi sinh vật đất nhiễm mặn và hệ vi sinh vật 

vùng rễ cây lúa nhiễm mặn từ 02/23 đến 04/2023. 

+ Nội dung 2: Sàng lọc, đánh giá và tuyển chọn các chủng vi sinh vật có 

khả năng kích thích sinh trưởng, phát triển và nâng cao tính chịu mặn của cây 

lúa từ 04/23 đến 8/2023. 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  

2.2.1. Thu mẫu đất và rễ cây lúa tại Kiên Giang 

Địa điểm thu mẫu được xác định là vùng đất bị nhiễm mặn, tại vùng đất 

Hòn Đất, Kiên Giang với tọa độ 10°06'04.0"N 104°57'17.4"E đã được chọn 

làm địa điểm thu mẫu. Mẫu đất và rễ cây lúa được thu tại 03 địa điểm. Theo 

đó, mẫu lúa sẽ được thu thập trọn vẹn các phần rễ, thân và lá và được bọc kín 

trong túi nilong khử trùng. Mẫu lúa thu được phải đảm bảo vẫn còn sống khi 

được di chuyển. Ngoài ra, mẫu đất được thu thập tại nơi không có chứa hệ rễ 

lúa và được lấy từ bề mặt tới độ sâu 15 cm. Mẫu đất sau đó sẽ được bọc trong 

túi nilon khử trùng. 

2.2.2. Bẫy vi sinh vật nội sinh rễ cây lúa có nguồn gốc từ đất 

 Để thu được vi sinh vật có nguồn gốc từ đất mà có thể sinh sống trong rễ 

cây lúa, lúa dòng KD18 sẽ được trồng trên cát trắng khử trùng và bổ sung 1 g 

đất thu tại Kiên Giang. Mẫu đối chứng cũng được tiến hành tương tự, tuy nhiên 

mẫu sẽ được khử trùng tại 121oC trong 20 phút. Hạt giống KD18 sau khi khử 

trùng sẽ được đem trồng trên các chậu chứa đất khử trùng và không khử trùng. 

Sau 1 tháng, chiều dài thân, rễ và khối lượng tươi của chúng sẽ được xác đinh. 
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2.2.3. Xử lý mẫu rễ cây lúa 

Chọn các cây lúa sinh trưởng tốt, khỏe mạnh, không còi cọc, không bị 

sâu hại hay biểu hiện bệnh trên ruộng bị nhiễm mặn. Thêm vào đó, mẫu rễ cây 

lúa sau 1 tháng trên cát có xử lý với mẫu đất thu tại Kiên Giang cũng sẽ được 

xử lý. Cụ thể, mẫu rễ cây thu thập được rửa sạch với nước, để khô tự nhiên và 

sau đó được khử trùng tại phòng thí nghiệm. Các phần rễ được cắt và khử trùng 

mẫu bằng Tween 80 trong 30 giây, tiếp theo rửa bằng cồn 70% trong 5 phút và 

NaClO trong 3 phút, rửa lại với nước cất vô trùng ít nhất 5 lần để tẩy rửa các 

loại hóa chất còn thừa. 

2.2.4 Phân lập vi sinh vật nội sinh rễ cây lúa có khả năng sản sinh ACC 

deaminases tại vùng nhiễm mặn 

Phân lập các dòng vi sinh vật nội sinh rễ cây lúa, vi sinh vật trong đất tại 

vùng nhiễm mặn được tiến hành theo phương pháp phương pháp pha loãng của 

Huu và cộng sự (2022) [43]. Các chủng vi khuẩn được phân lập tử mẫu đất và 

rễ lúa thu thập tại các vùng nhiễm mặn ở Kiên Giang, quá trình triển khai được 

thực hiện tại Phòng Công nghệ tế bào thực vật  Viện Hàn lâm Khoa học và 

Công nghệ Việt Nam. Các chủng vi sinh vật được cấy trải lên hai môi trường 

thạch LB và ACC (các mẫu được lặp lại ít nhất 3 lần) và được ủ ở 28oC trong 

3 ngày cho đến khi phát hiện các khuẩn lạc. Các khuẩn lạc có các đặc điểm 

hình thái khác biệt đã được chọn lọc và làm sạch bằng cách nuôi cấy phụ hai 

lần trên các môi trường tương ứng trước khi chúng được bảo quản trong dung 

dịch glycerol 25% ở -80°C [44]. 

2.2.5 Phương pháp tách chiết DNA tổng số 

DNA vi khuẩn sẽ được tách chiết theo phương pháp Alkaline lysis buffer 

như sau: Cho 20 µL Alkaline lysis buffer (2,5 ml 10% SDS, 5,0 ml 1N NaOH 

và 92.5 ml H2O khử trùng). Bổ sung 2 µL dung dịch vi khuẩn nuôi qua đêm 

tại 28oC vào ống đựng dung dịch Alkaline lysis buffer và trộn đều. Đặt ống 

có chứa dung dich khuẩn và Alkaline lysis buffer vào máy PCR với chu trình 

nhiệt 95oC trong vòng 10 phút. Sau đó đặt các ống này trên đá trong vòng 15 

phút. Thêm 180 µL H2O khử trùng vào mỗi ống và ly tâm ở 4000 vòng/phút 

trong 5 phút. Dịch nổi được chuyển sang ống 200 µL mới và sử dụng như 

khuôn DNA cho các thí nghiệm tiếp theo [45]. 

2.2.6 Phân tích trình tự và khuyếch đại DNA 
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Việc xác định phân loại của PSB đã chọn được thực hiện bằng cách sử 

dụng trình tự gen 16S rRNA. Các đoạn mồi 27F (5’-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) và 1492R (5’-ACGGCTACCTTGTTA- 

3’) [43] được sử dụng để khuếch đại gen 16SrRNA. Tất cả các phản ứng PCR 

được thực hiện trong 25 µL thể tích cuối cùng chứa với 12,5 µL MasterMix, 1 

µL mỗi loại 27F/1492R (10 pM), 1 µL DNA khuôn, 9,5 µL H2O. Phản ứng 

PCR được tiến hành trên máy PCR hãng BIO RAD T100TM Thermal Cycler với 

chu trình nhiệt như sau: biến tính ban đầu ở 94oC trong 5 phút, tiếp theo là 35 

chu kỳ biến tính ở 94oC trong 30 giây, ủ ở 54oC trong 30 giây và kéo dài ở 72oC 

trong 1 phút 30 giây, với bước kéo dài cuối cùng ở 72◦C trong 10 phút. Đoạn 

mồi được sử dụng cho vùng biến đổi mục tiêu 16S rRNA gen V1–V5. Các sản 

phẩm PCR (~1500 bp đối với trình tự 16S rRNA đã được giải trình tự thương 

mại. Trình tự DNA tạo ra tìm kiếm căn chỉnh bằng công cụ BLAST trên cơ sở 

dữ liệu NCBI (đối với trình tự 16S rRNA. Các trình tự 16S rRNA đã được gửi 

vào NCBI GenBank và được so sánh với nhau trong phần mền MEGA X [43]. 

2.2.7. Đánh giá các chỉ tiêu hóa sinh của hai chủng vi sinh vật  

Các đặc điểm kích thích sinh trưởng của vi sinh vật sẽ được đánh giá bằng 

các phương pháp khác nhau dựa vào nghiên cứu của Hahib và cộng sự (2016), 

như khả năng cố định nito sử dụng phương pháp Kjeldahl, khả năng sản sinh 

IAA sử dụng phương pháp Salkowski, tổng hợp ACC deaminase, tổng hợp NH3 

phân giải phosphate, phân giải kali, phân giải canxi, định lượng EPS, định tính 

màng sinh học, kháng mặn và kháng kháng sinh [46]. 

2.2.7.1 Phân giải phosphate 

Các chủng vi sinh vật được nuôi trong môi trường LB lỏng ở 28ºC, 16 giờ, 

tốc độ lắc 280 vòng/phút. Dịch nuôi được được tiếp xúc với môi trường PKO 

(Pikovskaya) [46] bằng phương pháp chấm điểm khuẩn, nhỏ 1 µL trên mặt đĩa 

thạch. Sau đó xác định khả năng phân giải phosphate khó tan bằng cách theo 

dõi sự hình thành vòng phân giải của các chủng vi sinh vật sau 7 ngày ở 28ºC, 

điều kiện tối. 

2.2.7.2 Phân giải kali 

Các chủng vi sinh vật được nuôi trong môi trường LB lỏng ở 28ºC, 16 giờ, 

tốc độ lắc 280 vòng/phút. Dịch nuôi được được tiếp xúc với môi trường Alex 
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(Alexandrov) [47] bằng phương pháp chấm điểm khuẩn, nhỏ 1 µL trên mặt đĩa 

thạch. Sau đó xác định khả năng phân giải kali khó tan bằng cách theo dõi sự 

hình thành vòng phân giải của các chủng vi sinh vật sau 7 ngày ở 28ºC, điều 

kiện tối. 

2.2.7.3 Phân giải Canxi  

Các chủng vi sinh vật được nuôi trong môi trường LB lỏng ở 28ºC, 16 giờ, 

tốc độ lắc 280 vòng/phút. Dịch nuôi được được tiếp xúc với môi trường CDB [48] 

bằng phương pháp chấm điểm khuẩn, nhỏ 1 µL trên mặt đĩa thạch. Sau đó xác 

định khả năng phân giải canxi khó tan bằng cách theo dõi sự hình thành vòng phân 

giải của các chủng vi sinh vật sau 7 ngày nuôi cấy ở 28ºC, điều kiện tối. 

Chỉ số phân giải SI với phosphate, kali và canxi được xác định như sau: 

SI = D/d. Trong đó, D: đường kính vòng phân giải; d: đường kính khuẩn lạc. 

2.2.7.4 Tổng hợp ACC deaminases 

Các chủng vi sinh vật được nuôi trong môi trường LB lỏng ở 28ºC, 16 giờ, 

tốc độ lắc 280 vòng/phút. Dịch nuôi được được tiếp xúc với môi trường ACC 

[49] bằng phương pháp chấm điểm khuẩn, nhỏ 1 µL trên mặt đĩa thạch. Sau đó 

xác định khả các chủng vi sinh vật sinh trưởng và phát triển sau 7 ngày ở 28ºC, 

điều kiện tối. 

2.2.7.5 Phương pháp nhuộm Gram 

Nuôi khuẩn trên bề mặt thạch: thu được khuẩn lạc. Khuẩn lạc được trải 

đều trên lame, sau đó hong khô trên ngọn lửa đèn cồn. Tiếp theo, đổ dung dịch 

gentian lên mẫu khuẩn trên lame 30s. Rửa từ từ thuốc tím với nước cất, nhuộm 

vết trải vi khuẩn với lugol để tạo phức hợp không tan với tím gentian để giúp 

giữ màu tím 30 giây, cuối cùng rửa trôi với nước. Cho vết trải vi khuẩn tiếp xúc 

với cồn 96 độ 30 giây, rồi rửa với nước cất. Nhuộm vết trải vi khuẩn với thuốc 

nhuộm fuchsin 30s, sau đó rửa với nước cất. Hong khô trên đèn cồn và soi kính 

hiển vi [50]. Trong đó màu xanh tím là vi khuẩn gram dương và hồng là vi 

khuẩn gram âm. 

2.2.7.6 Nhuộm màng sinh học 

Bổ sung 100 μL dung dịch pha loãng cho mỗi giếng vào đĩa 96 giếng. Ủ 

đĩa microtiter trong 24 giờ ở 28°C. Sau khi ủ, đổ các tế bào ra ngoài bằng cách 

lật ngược đĩa và lắc hết chất lỏng. Nhẹ nhàng nhấn chìm đĩa trong một chậu 
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nước nhỏ (nghĩa là sử dụng đáy của hộp đựng đầu pipet dành cho pipetmen 

P1000 làm chậu), sau đó loại bỏ nước bằng cách lập ngược đĩa lại. Lặp lại quá 

trình này một đến hai lần. Thêm 125 μL dung dịch cristal violet 0,1% trong 

nước vào mỗi giếng. Ủ đĩa microtiter ở nhiệt độ phòng trong 10-15 phút. Rửa 

sạch đĩa 3-4 lần bằng nước bằng cách ngâm trong chậu nước như đã nêu ở trên, 

và để khô qua đêm. Thêm 125 μL axit axetic 30% trong nước vào mỗi giếng 

của tấm microtiter để hòa tan crystal violet. Ủ đĩa microtiter ở nhiệt độ phòng 

trong 10-15 phút. Chuyển 125 μL CV đã hòa tan sang đĩa microtiter đáy phẳng 

mới. Định lượng độ hấp thụ trong máy đọc bản mỏng Elisa ở bước sóng 550 

nm sử dụng axit axetic 30% trong nước làm mẫu [51] 

2.2.7.7 Định tính Amoni 

Định lượng amoniac được thực hiện bằng cách sử dụng đĩa 96 giếng 

microtiter đáy phẳng và mật độ quang học được thực hiện bằng đầu đọc vi bản 

(Thermo Science™ Multiskan™ FC -MIB 51119000). 50 μL dung dịch sau ly 

tâm được chuyển ống 1.5 ml khác nhau và 100 μL thuốc thử Nessler được thêm 

vào sau đó. Ủ đĩa trong 10 phút ở nhiệt độ phòng và lắc trong 30 giây. Sau đó 

pha loãng 6 lần bằng cách cho 55 μL của mỗi hỗn hợp phản ứng được chuyển 

ống 1.5 ml mới và 330 μL nước deion được thêm vào để thu được thể tích cuối 

cùng là 385 μL. 100 μL của dung dịch pha loãng được cho vào mối giếng trên 

đĩa microtiter và đo ở bước sóng 450nm. Chất chuẩn được sử dụng là 

(NH4)2SO4 với các nồng độ 0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8 1,6 mg/ml được sử dụng.  

2.2.7.8 Định lượng IAA 

Dựa trên phương pháp đo màu của Gordon và Weber (1951) [52]. Nuôi 

cấy vi khuẩn vào ống peniciline chứa 5 ml dung dịch LB + 0,1% tryptophan 

máy lắc trong 7 ngày, 28oC. Chuyển 2 ml dung dịch vi khuẩn vào các ống 2,0 

ml và ly tâm ở tốc độ 12000 vòng/phút trong 10 phút. Chuyển 300 μL dịch nổi 

sau ly tâm vào các ống 2,0 ml. Tương tự 300 μL chất chuẩn được chuẩn bị ở 

các nồng độ 0, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 và 200 µg/ml (ppm) IAA. Chuyển 600 

μL thuốc thử Salkowski vào các ống nghiệm chứa 300 μL chất chuẩn và mẫu. 

Ủ ở nhiệt độ phòng trong 25 phút rồi chuyển 100 μL sang các giếng microtiter 

và đọc ở bước sóng 530nm.  
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2.2.7.9 Đánh giá tính kháng mặn của vi khuẩn 

Bổ sung 200 μL dung dịch LB với các nồng độ NaCl vào đĩa microtiter 

96 giếng. Bổ sung 1 μL mỗi chủng khuẩn vào mỗi giếng chứa dung dịch LB 

với các nồng độ NaCl (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 và 11%). Thu kết quả sau 7 

ngày, rồi quan sát sự sinh trưởng của các chủng khuẩn cần kiểm tra. 

2.2.7.10 Định lượng EPS 

Chuẩn bị 100 ml dung dịch EPS vào bình tam giác 250 ml đã được khử 

trùng. Bổ sung 2 μL khuẩn mỗi bình, sau đó nuôi khuẩn trong tủ lắc 160 

vòng/phút, 48 giờ, 28oC. Sau đó 50 ml dịch sẽ được chuyển ra ống falcon 50 

ml và ly tâm ở 6000 vòng/phút, 4oC trong 15 phút. Dịch nổi sẽ được tủa với 

cồn tuyệt đối với tỉ lệ 1:3 ở 4oC, 24 giờ. Sau đó tiếp tục đem dung dịch có trong 

ống falcon đi ly tâm 10000 vòng/phút, 4oC trong 15 phút. Đổ bỏ phần dung 

dịch, phần cặn còn lại sẽ đem đi hong khô trong 58oC, 24 giờ. Tách phần cặn 

bám trên đáy ống falcon 50 ml đem đi cân, sẽ thu được khối lượng EPS mà các 

chủng vi sinh vật sản sinh [53] 

2.2.8 Đánh giá khả năng khả năng kích thích sinh trưởng và nâng cao tính 

chịu mặn ở lúa trong điều kiện in vitro  

Chủng khuẩn được nuôi qua đêm 16 giờ, 280 vòng/phút, điều kiện tối, 

28oC sau đó đem đi nuôi hoạt hóa trong 4 giờ. Lấy 20 ml dung dịch khuẩn sau 

hoạt hóa sẽ được đem đi ly tâm 10000 vòng/phút, 4oC nhằm thu phần cặn khuẩn 

và bỏ phần dịch nổi phía trên. Hòa phần cặn khuẩn với 20 ml nước cất khử 

trùng, lắc đều, nhẹ nhàng để thu được dung dịch đồng nhất. Sau đó đo OD600 

và pha loãng dung dịch đến nồng độ 0,01. Hạt đã ngâm được xử lý bằng cồn 

etylic 70% trong 30 giây rồi rửa sạch bằng nước cất. Sau đó, hạt được xử lý với 

0,1% thủy ngân clorua (HgCl2) trong 10-15 phút, rửa sạch bằng nước cất vô 

trùng ba lần. Đặt hạt để nảy mầm trên giấy lọc trong đĩa petri đường kính 10 

cm chứa 15 ml dung dịch nước cất khử trùng với các nồng độ muối NaCl khác 

nhau từ 0, 50, 100, 150, 200 mM. Cây con thu được sau 7 ngày ủ hạt trong điều 

kiện 25oC, tối sẽ được đem đi thu khối lượng [54]. 

2.2.9 Đánh giá khả năng khả năng kích thích sinh trưởng và nâng cao tính 

chịu mặn ở cây lúa ở nhà lưới 

Chuẩn bị dung dịch vi khuẩn và khử trùng hạt giống với bước trên. Sau 
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đó hạt được nẩy nầm 7 ngày trong điều kiện 25oC, tối. Cây con thu được sẽ 

đem đi trồng vào mỗi giếng xốp ở khay nhựa (đường kính 5 cm) với môi trường 

1/10 MS. Cây con được theo dõi sự sinh trưởng và phát triển trong 14 ngày sau 

khi trồng ở nhà lưới, sau đó bổ sung vào mỗi khay đánh giá mặn 60 g NaCl 

trong 10 L nước cất (khoảng 100 mM), tiếp tục theo dõi tới 14 ngày sau đó. 14 

ngày sau khi xử lý năm, mẫu lúa sẽ được thu lại để đo chiều dài, khối lượng 

tươi, khối lượng khô của rễ và thân [7, 45]. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. KẾT QUẢ KHẢO SÁT ĐỊA ĐIỂM THU MẪU 

3.1.1. Thu mẫu đất tại vùng nhiễm mặn 

 Để phục vụ việc phân lập một số chủng vi sinh vật từ đất để phục vụ cho 

nghiên cứu, 03 mẫu đất đã được thu thập tại 03 vị trí khác nhau mà tại đó không có 

cây lúa được trồng. Mỗi mẫu được thu thập cách bề mặt 5 và sâu đến 15 cm với 

khối lượng tối thiểu là 2 kg/mẫu. Sau khi được thu thập các mẫu sẽ được đóng gói 

vào túi nilong khử trùng và bọc kín (Hình 3.1). 

 

Hình 3.1. Mẫu đất (A) và địa điểm thu tại ruộng (B) tại xã Sơn Bình, Hòn Đất, Kiên 

Giang 

3.1.2. Thu thập mẫu cây lúa sinh trưởng tốt và kém 

 Các mẫu lúa sinh trưởng tốt và sinh trưởng kém tại đồng ruộng sẽ được thu 

thập với tối thiểu 03 mẫu mỗi loại để phục vụ cho việc phân lập các chủng vi sinh vật 

và so sánh các đặc điểm nông sinh học của các mẫu này (Hình 3.2). Các mẫu thu 

được bằng cách thu cả cụm lúa và sẽ được bọc kín khu rễ lúa bằng túi nilong khử 

trùng. 
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Hình 3.2. Mẫu cây lúa sinh trưởng tốt (A), sinh trưởng kém (B) và địa điểm thu tại 

ruộng với mẫu sinh trưởng tốt (màu vàng) và sinh trưởng kém (màu xanh đen) (B) 

tại xã Sơn Bình, Hòn Đất, Kiên Giang. 

3.2. PHÂN LẬP VI SINH VẬT NỘI SINH RỄ CÂY LÚA CÓ KHẢ NĂNG 

SINH TỔNG HỢP ACC DEMINASES TẠI VÙNG NHIỄM MẶN 

Stress mặn từ môi trường dẫn đến sản sinh ethylene, gây bất lợi đến sự 

sinh trưởng và phát triển của cây lúa. Do đó, việc kiểm soát tổng hợp ethylene 

ở lúa đang trở thành một chiến lược hấp dẫn giúp tăng năng suất cây trồng. 

Acid 1-aminocyclopropane-1-carboxylic (ACC) là tiền chất để tổng hợp 

ethylene trong thực vật. Các vi khuẩn vùng rễ kích thích sinh trưởng thực vật 

(PGPR) có khả năng sinh tổng hợp ACC deaminase có vai trò làm giảm nồng 

độ ethylene trong thực vật (được gọi là “yếu tố điều tiết stress, qua đó giúp cây 

sinh trưởng, phát triển tốt hơn trong điều kiện stress mặn. Nhằm tuyển chọn các 

chủng vi sinh vật tiềm năng kích thích sinh trưởng và khả năng chịu mặn, trước 

tiên cần thực hiện phân lập các chủng có khả năng sinh tổng hợp ACC 
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Deminases. Do đó, trước hết tiến hành tuyển chọn các chủng vi sinh vật bằng 

thí nghiệm xét hình thái sau khi trải trên các môi trường phân lập như LB và 

ACC. Kết quả thí nghiệm phân lập được 32 dòng khuẩn tại vùng nhiễm mặn 

được tiến hành theo phương pháp phương pháp pha loãng của Tuong và cộng 

sự (2022) trên môi trường LB [43]. Sau đó, 32 chủng khuẩn này được tiến hành 

đánh giá khả năng sinh tổng hợp ACC deminases trên môi trường ACC. Trong 

số các chủng phân lập được, hai chủng RS2 và REN3 có khả năng sinh tổng 

hợp ACC deminases được lựa chọn để tiến hành nghiên cứu tiếp theo. Khả năng 

phân giải sinh tổng hợp ACC deminases được đánh giá thông qua phương pháp 

đường kính sinh trưởng của khuẩn lạc trong môi trường ACC (Xem hình 3.3b). 

Để đánh giá khả năng sinh tổng hợp ACC deminases của 2 chủng vi khuẩn 

phân lập, môi trường ACC là môi trường được sử dụng để nuôi cấy và kết quả 

sẽ được quan sát sau 07 ngày. Quan sát sự sinh trưởng, độ đục cũng như đường 

kính khuẩn lạc, kết quả chỉ ra hai chủng đều có khả năng sinh tổng hợp ACC 

deminases, tuy nhiên đường kính khuẩn lạc và mức độ sinh trưởng của chủng 

REN3 tốt hơn RS2 nhưng không đáng kể, lần lượt là 0,47 ± 0,01cm và 0,34 ± 

0,01 cm. So sánh với kết quả từ báo cáo của Li và cộng sự (2000) [55], chủng 

Enterobacter sp. PR14 mà RS2 cùng chi đã sản sinh ACC deminases nhằm 

chống lại các chất thuộc nhóm ROS khi cây lúa tiếp xúc với nồng độ 30 mM. 

Chủng Serratia marcescens tương đồng cao nhất với chủng REN3 được phân 

lập đã phát hiện ra rằng trình tự của chúng chứa mã Gen acDs có khả năng sản 

sinh ACC Deaminase được báo cáo trong nghiên cứu của Khan và cộng sự 

(2021) [56]. Vì đều có thể tổng hợp ACC deaminase, do đó RS2 và REN3 có 

thể phân giải ACC để không hình thành etylen trong rễ của cây lúa, điều đó làm 

giảm lượng etylen được sản sinh, thúc đẩy tăng trưởng của cây trồng dù trong 

điều kiện mặn. 
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Vi khuẩn được phân lập từ mẫu rễ cây lúa sinh trưởng tại vùng đất nhiễm mặn 

Kiên Giang thu được tổng số 32 vi khuẩn có hình thái khuẩn lạc như sau: 

Bảng 3.1. Hình thái khuẩn lạc 32 chủng vi khuẩn nội sinh được phân lập từ rễ 

cây lúa sinh trưởng trên vùng đất nhiễm mặn tại Kiên Giang 

Chủng Hình thái Chủng Hình thái 

RE1 Tròn, lồi, trắng sữa, bóng RS1 
Tròn, trắng vàng, lồi, bóng, mép 

trong 

RE2 
Vô đinh hình, lồi lõm, trắng đục, 

mép nhăn 
RS2 

Tròn, trắng sữa, lồi, bóng, mép 

trong 

RE3 Tròn, lồi, trắng ngà, bóng RS3 
Tròn, trắng trong, lồi, bóng, mép 

trong 

RE4 Tròn, phẳng, vàng ngà, mép nhăn RS4 
Tròn, lồi, trắng trong, bóng, mép 

trong 

RE5 
Tròn, lồi, trắng trong, bóng, mép 

trong 
RS5 

Vô định hình, trắng ngà, lồi lõm, 

mép nhăn 

RE6 Tròn, trắng đục, lồi, bóng RS6 
Tròn, vàng hồng, nhăn, nóng, 

mép nhăn 

RE7 
Tròn, trắng trong, lồi, bóng, mép 

trong 
RS7 

Tròn, lồi, trắng trong, bóng, mép 

trong 

RE8 
Tròn, vàng chanh, lồi, bóng, mép 

trong 
RS8 

Tròn, vàng nâu, lồi, bóng, mép 

trong 

RE9 Tròn, trắng đục, lồi, bóng RS9 
Vô định hình, trắng ngà, lồi lõm, 

mép nhăn 

RE10 
Tròn, trắng trong, lồi, bóng, mép 

trong 
RS10 

Tròn, lồi, trắng ngà, bóng, mép 

trong 

RE11 
Vô định hình , vàng nâu, phẳng, 

mép nhăn 
RS11 

Tròn, trắng vàng, phẳng, mép 

nhăn 

RE12 
Hình phóng xạ, nhiều nếp nhăn, 

trắng sữa, mép nhăn 
RS12 

Tròn, phẳng, vàng xanh, mép 

nhăn 

RE13 
Tròn, vàng trong, phẳng, bóng, 

mép trong 
RS13 Tròn, trắng vàng, lồi, bóng 

RE14 Tròn, trắng ngà, phẳng ,mép nhăn RS14 Tròn, trắng vàng, lồi, bóng 

RE15 
Tròn, trắng sữa, lồi, bóng, mép 

trong 
RS15 

Tròn, lồi, trắng trong, bóng, mép 

trong 

RE16 Tròn, trắng vàng, lồi, bóng RS16 Vô định hình , phẳng, xanh 
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Hình 3.3. a): Hình thái các chủng vi sinh vật nội sinh vùng rễ tại vùng đất nhiễm 

mặn Kiên Giang; b): Đường kính khuẩn lạc RS2 và REN3 sau 7 ngày nuôi cấy 

ACC. 

3.3. ĐỊNH DANH CÁC CHỦNG VI SINH VẬT 

3.3.1 Khuếch đại vùng 16S rRNA 

 Kết quả khuếch đại vùng 16S rRNA của hai chủng khuẩn RS2 và REN3 

với cặp mồi 27F/1492R được thể hiện ở Hình 3.2. Kết quả PCR cho thấy đoạn 

DNA được khuếch đại cho băng vạch rõ ràng và kích thước khoảng 1500 bp. 

Đoạn DNA được khuếch đại này đúng với kích thước lý thuyết của phân đoạn 
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16S được nhân lên với cặp mồi 27F/1492R. Sau đó đoạn DNA này sẽ được tinh 

sạch và gửi đọc trình tự. 

 

Hình 3.4. Kết quả điện di sản phẩm PCR của hai chủng RS2 và REN3 với cặp 

mồi 27F/1492R. M: DNA ladder 1 kb (Thermo Scientific). 

3.3.2 Định danh vi khuẩn bằng phân tích trình tự gen 16S rRNA 

Kết quả đọc trình tự cho thấy trình tự 16S rRNA của hai chủng RS2 và 

RE6 có kích thước 1435 bp. So sánh với trình tự gen 16S rRNA trên ngân hàng 

gen cho thấy, trình tự của chủng RS2 tương đồng 98,86% với loài Enterobacter 

ludwigii. Tương tự, trình tự của chủng REN3 tương đồng 99,93% với loài 

Serratia marcescens và các loài của chi này trên BLAST. Kết quả phân tích 

này được khẳng định bằng cách xây dựng cây phân loại di truyền (Xem hình 

3.5). 
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Hình 3.5. Cây phân loại di truyền dựa trên trình tự 16S rRNA của chủng RS2 

(a) và REN3(b) với các chủng vi khuẩn khác cùng loài trên NCBI. 

Quan sát cây phân loài (Xem hình 3.5) cho thấy chủng khuẩn RS2 có thể 

thuộc chi Enterobacter. Enterobacter được biết là có nhiều đặc điểm PGP liên 

quan đến cố định đạm, phẩn giải phosphate trong đất, sản xuất kháng sinh, có 

khả năng tiết ra sản phẩm siderophore, chitinase, ACC deaminase, enzyme thủy 

phân bên cạnh exopolysacarit và tăng cường độ xốp của đất. Nhiều chủng thuộc 

chi Enterobacter thể hiện các hoạt động thúc đẩy tăng trưởng và ngăn chặn 

mầm bệnh ở thực vật trong đất [57]. Các đặc điểm hóa sinh và hình thái của 

chủng RS2 cũng cho thấy, chủng này cũng có sự tương đồng lớn các loài trong 

chi Enterobacter trên [58]. Tương tự với chủng khuẩn REN3, kết quả cho thấy 

rằng REN3 chắc chắc thuộc loài Serratia marcescens chi Serratia. Tuy Serratia 

là một chi khuẩn phần lớn gây bệnh cho con người, nhưng một vài loài trong 

chi Serratia cũng được nhiều báo cáo nghiên cứu cho rằng cũng thuộc nhóm vi 

khuẩn PGPR với khả năng kích thích sinh trưởng và tăng cường chịu mặn ở 

thực vật [59]. 
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3.4. ĐÁNH GIÁ CÁC CHỈ TIÊU HÓA SINH 

3.4.1 Xác định đặc tính Gram của các chủng vi sinh vật phân lập 

Mỗi vi khuẩn đều có những hình dạng và cấu trúc tế bào khác biệt, vì vậy 

để xác định đặc tính của chúng, một trong những phương pháp hiệu quả để 

được đưa ra, đó là nhuộm gram. Nhuộm gram là kỹ thuật phân biệt hai nhóm 

vi khuẩn gram âm (-) và vi khuẩn gram dương (+) bằng hóa chất qua cấu trúc 

vách tế bào của vi khuẩn. Xác định chủng vi khuẩn mang đúng đặc tính, từ đó 

góp phần định danh chủng vi khuẩn cần tìm. Kết quả nhuộm gram cho thấy cả 

hai chủng RS2 và REN3 đều bắt màu hồng, hình thái tế bào là hình que (Xem 

hình 3.6). Kết quả cho thấy hai loại khuẩn đều là những trực khuẩn, và là vi 

khuẩn Gram âm. Điều này trùng khớp với các nghiên cứu trước đây xác định 

loài thuộc chi Enterobacter, và Serratia cũng đều là những vi khuẩn Gram âm.  

 

 

Hình 3.6. Kết quả nhuộm gram của 2 chủng vi khuẩn RS2 (a) và REN3 (b) với 

thuốc nhuộm crystal violet. Kết quả được quan sát dưới kính hiển vi với độ 

phóng đại 100 lần. Scale bar 10 µm. 

3.4.2 Đánh giá khả năng phân giải kali của các chủng vi sinh vật phân lập 

PGPR là nhóm các chủng vi sinh vật có khả năng kích thích sinh trưởng ở 

thực vật, yếu tố phân giải các chất khó tan từ đó cung cấp các chất dễ hấp thụ 

hơn cho cây là một trong những đặc tính của chúng. Từ vấn đề trên, thí nghiệm 

đánh giá khả năng phân giải kali của hai chủng khuẩn phân lập đã được thực 

hiện. Sau 7 ngày nuôi cấy trên môi trường Aleksandrov có thành phần chính là 
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KAlSi2O6, khả năng phân giải K sẽ được xác định (Xem hình 3.5). Kết quả chỉ 

ra chủng RS1 tạo được vòng phân giải K tuy nhiên không khá mạnh với chỉ số 

phân giải thu được là 1,11 ± 0,22, trong khi đó chủng REN3 không có khả năng 

phân giải K. Các chủng thuộc chi Enterobacter luôn cho khả năng phân giải K 

ở ngưỡng khá tốt như trong nghiên cứu trước đây của Pirhadi và cộng sự (2016) 

[60]. Trong khi REN3 có đặc điểm thuộc chi Serratia và không có khả năng 

phân giải K như đã được chỉ ra bởi nghiên cứu của Rani và cộng sự (2020) [61].  

 

 

Hình 3.7. Chỉ số phân giải (SI) sau 7 ngày nuôi cấy trên môi trường 

Alekxandrov. Trong đó D: đường kính vòng phân giải, d: đường kính khuẩn 

lạc.  

3.4.3 Đánh giá khả năng phân giải canxi của các chủng vi sinh vật phân lập 

Một số chủng khuẩn vùng dễ có thể phân giải được canxi từ các hợp chất 

khó tan về dạng dễ tan cho cây hấp thụ, đặc biệt là CaCO3 tồn tại nhiều trong 

đất. Khả năng sử dụng canxi của hai chủng được đánh giá thông qua phương 

pháp tính tỉ lệ đường kính vòng phân giải với đường kính khuẩn lạc theo 

phương pháp của Kwon-Chung và cộng sự (1982) trên môi trường CDB (Xem 

hình 3.8). Kết quả cho thấy, cả hai chủng khuẩn có khả năng phân giải mạnh 

sau 7 ngày nuôi cấy [62]. Trong đó, chỉ số phân giải canxi của chủng REN3 

(1,49 ± 0,06) không có sự khác biệt so với RS2 (1,42 ± 0,07). Kết quả này phù 
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hợp với nghiên cứu trước đây của Thakur và cộng sự (2017), trong đó khẳng 

định các chủng Enterobacter spp. có khả năng phân giải canxi [63].  

 

Hình 3.8. Chỉ số phân giải (SI) sau 7 ngày nuôi cấy trên môi trường CDB. 

Trong đó D: đường kính vòng phân giải, d: đường kính khuẩn lạc.  

3.4.4 Đánh giá khả năng phân giải phosphate của các chủng vi sinh vật phân 

lập  

Phosphate đóng vai quan trọng trong nhiều quá trình cần thiết cho sự phát 

triển như: quá trình trao đổi chất, quang hợp và sự di truyền đặc tính của gen 

quá các thế hệ. Cây lúa chỉ có thể hấp thụ P ở dạng hòa tan, chẳng hạn như 

(HPO4 
2−, H2PO4 

−), chỉ chiếm 0,1 đến 0,5% tổng lượng P của đất [46]. Do đó, 

hiện tượng được diễn ra sự chuyển hóa P dạng khó tan sang dạng hòa tan bởi 

các vi sinh vật đất yếu tố quan trong việc kích thích sinh trưởng ở cây lúa. Khả 

năng phân giải phosphate được đánh giá thông qua phương pháp tính tỉ lệ 

đường kính vòng phân giải với đường kính khuẩn lạc trong môi trường PKO 

(Xem hình 3.9). Kết quả cho thấy, cả hai chủng khuẩn có khả năng phân giải 

nhanh và mạnh sau 7 ngày nuôi cấy so với chủng khuẩn phân lập còn lại. Tuy 

nhiên, chỉ số phân giải thu được không có sự khác biệt thống kê giữa hai chủng 

(1,38 ± 0,04 và 1,37 ± 0,03). Kết quả này có sự tương đồng với khả năng phân 

giải P của loài Enterobacter ludwigii trong nghiên cứu trước đây của Kang và 
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cộng sự (2021) [64] và loài Serratia marcescens của Patel và cộng sự (2016) 

[65].  

 

 

Hình 3.9. Chỉ số phân giải (SI) 02 chủng khuẩn RS2 và REN3 sau 7 ngày nuôi 

cấy PKO. Trong đó D: đường kính vòng phân giải, d: đường kính khuẩn lạc. 

3.4.5 Đánh giá khả năng sản sinh IAA của các chủng vi sinh vật phân lập 

Đa số các chủng vi khuẩn thuộc nhóm PGPR đều có khả năng sinh tổng 

hợp IAA [38]. Nghiên cứu của chúng tôi cho thấy chủng RS2 sản sinh hàm 

lượng IAA đạt 190,34 μg/ml. Trong khi chủng REN3 lại sinh tổng hợp IAA ở 

mức thấp là 13,41 μg/ml (Xem hình 3.10). Điều này cho thấy trong điều kiện 

thường, không có áp lực muối cho cây lúa, chủng RS2  là một chủng vi sinh 

vật tiềm năng kích thích sinh trưởng cho cây lúa, đặc biệt tương đồng với số 

liệu cao đáng kể từ chủng Enterobacter ludwigi trong báo trong cáo của Lee và 

cộng sự (2019) [66]. Theo báo cáo của Khan và cộng sự (2021) [56], bộ gen 

của S. marcescens RSC-14 chứa các gen có chức năng trong việc thúc đẩy tăng 

trưởng thực vật, bao gồm các gen liên quan đến sinh tổng hợp indole-3-acetic 

acid (IAA), như vậy REN3 cũng có khả năng sinh tổng hợp IAA nhưng ở 

ngưỡng khá thấp (Xem hình 3.8b).  
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Hình 3.10. Kết quả xác định hàm lượng IAA của chủng RS2 và REN3 bằng 

thuốc thử Salkowski trên đĩa 96 giếng (a) và ở bước sóng 550nm (b). 
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3.4.6 Đánh giá khả năng kháng NaCl của các chủng vi sinh vật phân lập 

PGPR được sử dụng rộng rãi trong vấn đề tăng cường chống chịu mặn cho 

cây trồng và một trong những yếu tố góp phần cho khả năng trên là sự kháng 

mặn của chủng vi sinh vật trên. Thí nghiệm thấy rằng sinh trưởng của hai chủng 

RS2 và REN3 bị ức chế ở nồng độ 9% NaCl (Xem hình 3.11). Trong đó ở các 

nồng độ NaCl thấp hơn khả năng sinh trưởng của cả hai chủng vi khuẩn RS2 

và REN3 là tốt hơn. Điều này cho thấy RS2 và REN3 đều là những chủng có 

khả năng chịu muối tốt, rất tiềm năng giúp cho cây lúa có sự sinh trưởng tương 

đối trong điều kiện mặn. Trong báo cáo của Mahdi và cộng sự (2021), Hua và 

cộng sự (2010) cũng cho thấy sự tương đồng về khả năng chịu mặn của 02 

chủng phân lập với hai chủng cùng chi là Enterobacter cloacae 7,5% NaCl và 

Serratia rubidaea ED1 10% NaCl [67, 68]. 

 

 

Hình 3.11. Kết quả đánh giá khả năng sinh trưởng của chủng RS2 và REN3 ở 

các nồng độ NaCl từ 0 đến 11%. 

3.4.7 Khả năng hình thành màng sinh học của các chủng vi sinh vật phân lập 

Màng sinh học là tập hợp các vi sinh vật được gắn kết với nhau bằng một 

mạng lưới cấu trúc các chất polyme ngoài tế bào. Màng sinh học được tạo ra từ 

nhóm chủng vi sinh vật PGPR là yếu tố tăng cường chống chịu mặn cho cây 

trồng vô cùng hiệu quả, từ đó thực hiện thí nghiệm định tính khả năng tạo màng 

sinh học của các chủng vi sinh vật phân lập [69]. Kết quả thí nghiệm cho thấy 

cả hai chủng đều có khả năng tạo màng sinh học, tuy nhiên chỉ có chủng REN3 

là khả năng tạo màng sinh học cao trong môi trường LB đạt giá trị OD 550nm 

0,122. Trong khi đó, chủng RS2 có khả năng tạo màng sinh học thấp trong môi 

trường này với giá trị OD 550nm chỉ đạt 0,016.  

Trong báo cáo của Veira và cộng sự (2021) [69] khi so sánh giữa hai chủng 
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khuẩn là Enterobacter sp. và Serratia marcescens đã cho thấy khả năng tạo ra 

màng sinh học của hai chủng tương đương nhau. Trong nghiên cứu này của 

chúng tôi, chủng RS2 (thuộc chi Enterobacter) có khả năng tạo màng sinh học 

kém hơn hẳn chủng REN3 (thuộc chi Serratia). Kết quả trên cần phân tích thêm 

về sự tương quan giữa việc sản sinh màng sinh học và khả năng liên kết màng 

của hai chủng vi sinh vật phân lập. 

 

 

Hình 3.12. Kết quả đánh giá khả năng hình thành màng sinh học của chủng 

RS2 và REN3 trên đĩa 96 giếng (a) và xác định hàm lượng ở bước sóng 

550nm (b). 
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3.4.8 Đánh giá khả năng sản sinh EPS của các chủng vi sinh vật phân lập 

EPS là một polyme tự nhiên do vi khuẩn sản sinh, có nhiều chức năng 

quan trọng và là thành phần chính cấu tạo nên vách ngăn thành tế bào của vi 

khuẩn. Ngoài hợp chất polyme ngoại bào này còn quy định cấu trúc và sự ổn 

định của màng sinh học [70]. Một số đặc tính cơ bản của màng sinh đều nhờ 

chất nền EPS, từ đó chúng tôi tiến hành thí nghiệm khả năng sản sinh EPS của 

hai chủng khuẩn phân lập trên.  

Kết quả đánh giá khả năng sản sinh EPS cho thấy chủng khuẩn RS2 có 

khả năng sản sinh EPS tốt hơn so với chủng REN3 đạt lần lượt là 2,08 mg/ml 

và 1,52 mg/ml. Kết quả định lượng thu được có sự khác biệt lớn với kết quả 

định tính đã nêu trước (Xem hình 3.13), điều này có thể được giải thích rằng 

do cơ chế tạo màng sinh học của vi khuẩn [70], RS2 có thể tạo lượng EPS tốt 

hơn so với chủng REN3 nhưng cấu trúc màng sinh học của chủng khuẩn RS2 

không có sự kết cấu EPS chắc chắn và sự bám dính bề mặt bằng chủng REN3 

tạo ra, nên sau khi đổ dịch khuẩn để chuẩn bị cho bước nhuộm, màng sinh học 

do chủng RS2 tạo ra đã mất đi phần nào sau nhiều lần rửa, trong khi đó màng 

REN3 vẫn có khả năng bám dính.  

Khối lượng EPS thu được sau 48 giờ nuôi cấy trong môi trường  lỏng của 

chủng REN3  tương đương với hai chủng vi khuẩn  E. cloacae MBB8 trong 

các công bố trước đây (lần lượt là 2,52 mg/ml và 2,45 mg/ml EPS) [70, 71]. 

Điều này cho thấy tiềm năng ứng dụng của chủng khuẩn này cho các nghiên 

cứu tiếp theo. 
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Hình 3.13. Biểu đồ cột định lượng EPS sản sinh bởi 02 chủng khuẩn sau 2 

ngày nuôi trong môi trường EPS. 

3.4.9 Đánh giá khả năng sản sinh Amoni của các chủng vi sinh vật phân lập 

Một số chủng vi khuẩn tiềm năng thuộc nhóm chủng khuẩn PGPR có khả 

năng sinh tổng hợp amonia do chuyển được chuyển đổi nito có sẵn trong đất và 

môi trường xung quanh (Xem hình 3.14). Những loại phân bón vi sinh sử dụng 

đặc điểm sinh tổng hợp amoni của nhóm chủng khuẩn trên nhằm mục đích tăng 

cường hấp thụ lượng đạm cho cây, đảm bảo chất lượng đất trồng trọt được bền 

vững, cũng như quản lý được chu trình nito trong đất ổn định hơn. Trong nghiên 

cứu của chúng tôi, hai chủng khuẩn RS2 và REN3 đều là những chủng khuẩn 

có khả năng sản sinh amoniac ở ngưỡng cao, lần lượt là 1,75 mg/ml và 2,37 

mg/ml. Ngoài ra, REN3 thể hiện khả năng tổng hợp amonia tốt hơn rõ rệt so 

với chủng khuẩn RS2. Trong các nghiên cứu của Howell và cộng sự (1988) hay 

Kai và cộng sự (2010), hai chủng Enterobacter cloacae và Serratia odorifera 

thể hiện khả năng sinh tổng hợp amoni ở mức ổn định lần lượt là 2 mg/ml và 

2,5 mg/ml [72, 73]. Như vậy, hai chủng khuẩn chúng tôi phân lập được đã cho 

thấy khả năng sinh tổng hợp tương đương hoặc cao hơn so với hai chủng đã 

công bố và có tiềm năng trong ứng dụng để kích thích sự sinh trưởng của cây 

trồng.  
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Hình 3.14. Kết quả đánh giá khả năng sản sinh ammonia của hai chủng RS2 

và REN3 trên đĩa 96 giếng (a) và ở bước sóng 450nm (b). 
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3.5 ĐÁNH GIÁ CHỦNG KHUẨN CÓ KHẢ NĂNG KÍCH THÍCH SINH 

TRƯỞNG VÀ TĂNG CƯỜNG TÍNH CHỐNG CHỊU MẶN CỦA CÂY LÚA 

3.5.1 Đánh giá khả năng khả năng kích thích sinh trưởng và nâng cao tính chịu 

mặn trong điều kiện in vitro  

Chúng tôi tiến hành đánh giá khối lượng cây lúa sau 7 ngày nuôi cấy trong 

điều kiện in vitro theo phương pháp Bal và cộng sự (2013) [74]. Kết quả cho 

thấy, chủng khuẩn RS2 và REN3 có thể giúp cây lúa 7 ngày tuổi sinh trưởng 

tốt hơn so với cây đối chứng trọng điều kiện mặn. Cây lúa được lây nhiễm với 

hai chủng RS2 và REN3 tăng khối lượng so với cây đối chứng lần lượt là 

14,54% và 13,24% ở điều kiện 50 mM. Ở nồng độ muối 100 mM, khối lượng 

thu được ở cây được lây nhiễm chủng RS2 cao hơn cây đối chưng nhưng chủng 

REN3 không có sự chênh lệch so với cây đối chứng. Trong khi, ở điều kiện 

bình thường (0 mM) chỉ có cây được lây nhiễm chủng RS2 thể hiện sự tăng 

sinh so với cây đối chứng (tăng 10,18% khối lượng).  

 Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng phù hợp với các nghiên cứu trước 

đây về khả năng nâng cao tính chịu mặn của cây lúa của một số chủng vi khuẩn 

phân lập. Cụ thể, chủng Enterobacter sp. cùng chi với chủng RS2 giúp tăng 

tăng khối lượng cây con trung bình tới 63.15% so với đối đối chứng trong điều 

kiện mặn 30 mM NaCl trong báo cáo của Sagar và cộng sự (2020) và kết quả 

do Nascente và cộng sự (2019) công bố chủng Serratia spp cùng chi với chủng 

REN3 cũng cho thấy sự tăng trưởng khối lượng của cây lúa ở giai đoạn sau nảy 

mầm [75, 76].  

Như vậy, hai chủng phân lập trong nghiên cứu này có tiềm năng trong tăng 

cường tính chịu mặn của cây lúa. 
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Hình 3.15. Kết quả đánh giá khả năng sinh trưởng của cây lúa sau 7 ngày 

tuổi không được và được lây nhiễm với RS2 và REN3 (a) và khối lượng tươi 

của chúng (b) trong điều kiện in vitro ở các nồng độ NaCl 0, 50, 100 mM. 

Scale bar 5 cm.  
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3.5.2 Đánh giá khả năng khả năng kích thích sinh trưởng và nâng cao tính chịu 

mặn  trong điều kiện nhà lưới  

Kết quả đánh giá khối lượng tươi của cây được lây nhiễm chủng khuẩn 

RS2 tăng 109,88% và REN3 tăng 101,2% so với cây đối chứng ở nồng độ 100 

mM NaCl trong điều kiện tại nhà lưới (Xem hình 3.16). Trong khi đó, khối 

lượng khô của cây được lây nhiễm chủng khuẩn RS2 tăng 56.88% và REN3 

tăng 61,07% so với cây đối chứng ở nồng độ 100 mM trong điều kiện tại nhà 

lưới. Như vậy, cả hai chủng khuẩn đều giúp cây lúa tăng khả năng chịu mặn. 

 Tuy nhiên, khối lượng tươi thu được ở cây được lây nhiễm chủng RS2 và 

REN3 có sự giảm sút so với cây đối chứng ở điều kiện không muối. Mặc dù 

vậy, khối lượng khô của cây lúa lây nhiễm tương đương ở chủng RS2, đồng 

thời cao hơn ở chủng REN3 so với đối chứng. Điều khá tương đồng giữa với 

các nghiên cứu trước đây. Cụ thể, trong báo cáo của Ghosh và cộng sự (2022), 

chủng Enterobacter Cloace trong điều kiện thường (0mM) không cho thấy sự 

khác biệt về sinh trưởng của cây được lây nhiễm, tuy nhiên nó giúp tăng khả 

năng sinh trưởng của cây lúa trong điều kiện mặn [77]. Trong khi đó, ở báo cáo 

của Moon và cộng sự (2023), cây lúa lây nhiễm chủng Serratia fontiola (S1T1) 

đều tăng sinh khối tươi và khô so cây đối chứng lần lượt là 26,71% và 24,8% 

[78].  

Các kết quả trên cho thấy tiềm năng của hai chủng vi khuẩn chúng tôi 

phân lập được trong kích thích sinh trưởng và nâng cao tính chống chịu mặn 

của cây lúa. Các nghiên cứu tiếp theo của chúng tôi tiếp tục được thực hiện 

nhằm nghiên cứu cơ chế tương tác của hai chủng khuẩn với cây lúa đồng thời 

đánh giá hiệu quả của hai chủng vi khuẩn này trong điều kiện thực địa và định 

hướng trong phát triển chế phẩm vi sinh nhằm nâng cao tính chống chịu của 

cây lúa trước điều kiện mặn xâm thực trong tương lai. 
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Hình 3.16. Kết quả đánh giá khả năng sinh trưởng của cây lúa sau 35 ngày tuổi 

không được và được lây nhiễm với RS2 và REN3 (a) và khối lượng của chúng 

trong điều kiện nhà lưới ở các nồng độ NaCl 0, 100 mM (b). Scale bar 10 cm. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

Đã phân lập và định danh thành công 32 dòng vi khuẩn từ vùng rễ cây lúa 

được thu thập ở vùng đất nhiễm mặn tại đồng bằng sông Cửu Long. đồng thời, 

xác định được hai chủng vi khuẩn có khả năng sản sinh ACC deaminases. Kết 

quả phân tích trình tự và định danh cho thấy, chủng RS2 thuộc chi Enterobacter 

và REN3 thuộc chi Seratia.  

Kết quả sàng lọc hóa sinh cho thấy, cả hai chủng khuẩn được lựa chọn đều 

mang đặc tính Gram âm, có khả năng phân giải P, Ca, sinh tổng hợp ACC 

deaminases, sản sinh IAA và amoni, có tiềm năng trong tạo màng sinh học. Kết 

quả đánh giá sinh trưởng và khả năng nâng cao tính chịu mặn của cây lúa cho 

thấy, cả hai chủng RS2 và REN3 đều có khả năng sinh trưởng trong môi trường 

có nồng độ NaCl cao (9%), đồng thời giúp nâng cao tính chịu mặn của cây lúa 

trong điệu kiện in vitro và nhà lưới. Đây là hai chủng khuẩn tiềm năng để sử 

dụng trong các nghiên cứu tiếp theo nhằm nâng cao khả năng sinh trưởng và 

tính chịu mặn của cây lúa. 

KIẾN NGHỊ 

Nghiên cứu cơ chế tương tác giữa hai chủng RS2 và REN3 với cây lúa, từ 

đó xác định được các con đường liên quan đến khả năng kích thích sinh trưởng 

và nâng cao tính chống chịu mặn của hai chủng khuẩn tiềm năng này.  
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PHỤ LỤC 

 Các môi trường được sử dụng cho các thí nghiệm liên quan tới đánh giá 

chịu mặn, kích thích sinh trưởng, cũng như đánh giá hóa sinh gồm có: 

+ MS: Gồm thành phần các muối đa lượng, vi lượng và vitamin.  

+ LB: Tryptone 10 g, cao nấm men 5 g, NaCl 5 g, Nước cất vừa đủ: 1000 ml, 

pH 7 

+ CDB: Glucose 5 g; Yeast extract 1 g; Peptone 1 g; K2HPO4 0.4 g; MgSO4 

0.01 g; NaCl 5 g; (NH4)2SO4 0.05 g; CaCO3 5 g and Agar 7.5 g  

+ Ashby: Glucose 20,0 g; CaSO4 0,1 g; KH₂PO4 0,1 g; CaCO3, 5,0 g; MgSO4. 

7H₂O 0,2 g; NaCl 20,0 g; thạch 0,2 g; Nước cất vừa đủ: 1000 ml; pH:7,0- 7,5. 

+ Ashby không chứa CaSO4: Glucoza 20,0 g; KH₂PO4 0,1 g; CaCO3, 5,0 g; 

MgSO4. 7H₂O 0,2 g; NaCl 20,0; thạch 0,2 g; Nước cất vừa đủ: 1000 ml; pH:7,0- 

7,5. 

+ ACC: KH2PO4 4.0 g; Na2HPO4 6.0 g; MgSO4∙7H2O 0.2 g; FeSO4∙7H2O 

1 mg; H3BO3 10 μg; MnSO4 10 μg; ZnSO4 70 μg: CuSO4 50 μg; MoO3 10 

μg; Glucose, 1.0%, Nước cất vừa đủ: 1000 ml. 

+ Alexandrov: Tinh bột tan (C6H10O5)n 20,0 g, MgSO4.7 H2O: 0,5g, FeCl3 

0,005 g, CaCO3: 0,1 g, Ca3(PO4)2 2 g, KAISi3O8 : 5 g Agar 20 g Nước cất vừa 

đủ: 1000 ml, pH 7 

+ PKO: Glucose:10,0g: Ca3(PO4)2:5,0 g, (NH4)2SO4: 0,5 g, KCl: 0,2 g, 

MgSO4.7H2O: 0,1 g, MnSO4: vết, FeSO4: vết, Cao nấm men: 0,5 g, Thạch 20,0 

g, Nước cất vừa đủ: 1000 ml, pH 7, Nước cất vừa đủ: 1000 ml. 

+ EPS: Glucose 20,0 g, Yeast Extract 0,5 g, KH2PO4 2 g, K2HPO4 5 g, NaCl 

0,1 g, pH 7, Nước cất vừa đủ: 1000 ml. 

+ Peptone water: Peptone 10 g, NaCl 5 g, NaHPO4 3,5 g, KH2PO4 1,5 g, pH 

7, Nước cất vừa đủ: 1000 ml. 

+ Lugol: Iod 1g, Kali iodid 2g, Nước cất 200 ml  

+ Fushin: Fuchsin ziehl: Fucshin kiềm nồng độ 1/10 trong cồn ethylic 95 độ 

10ml + Acid phenic 5ml + Nước cất 100ml 

+ Gentian: Tím gentians nồng độ 1/10 trong cồn ethylic 95 độ 10ml + Acid 

phenic 1ml + Nước cất 100ml  


	Luận văn thạc sĩ Lê Văn Mạnh BIO 21B (1)
	Danh mục các ký hiệu, các chữ cái viết tắt
	Danh mục các hình vẽ, đồ thị
	MỞ ĐẦU
	Mục đích nghiên cứu:
	Nội dung nghiên cứu:

	NỘI DUNG
	CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU
	1.1. GIỚI THIỆU VỀ CÂY LÚA
	1.1.1. Nguồn gốc, phân loại và phân bố
	1.1.1.1 Nguồn gốc
	1.1.1.2 Phân loại

	1.1.2. Giá trị kinh tế
	1.1.2.1 Trên thị trường thế giới
	Hình 1.1. Sản lượng sản xuất lúa gạo của 10 nước nhiều nhất trong năm 2020 – 2021 [14].

	1.1.2.2 Ở Việt Nam hiện nay
	Hình 1.2. Lượng gạo và trị giá xuất khẩu gạo giai đoạn 2001-2020 [15].


	1.1.3 Giá trị dinh dưỡng

	1.2. XÂM NHẬP MẶN ẢNH HƯỞNG TỚI CÂY TRỒNG
	1.2.1. Ảnh hưởng của mặn lên cây trồng
	1.2.2. Ảnh hưởng của mặn lên cây lúa
	1.2.2.1 Ảnh hưởng của mặn đến sinh lý cây lúa
	1.2.2.2 Ảnh hưởng của stress mặn đến hình thái cây lúa
	Hình 1.3: Hình thái cây lúa trước các áp lực của muối khác nhau [24].



	1.3. CÁC BIỆN PHÁP HẠN CHẾ TÁC HẠI CỦA STRESS MẶN
	1.3.1 Chọn tạo giống chống chịu
	1.3.2 Chuyển gen
	1.3.3 Đột biến
	1.3.4 Sử dụng vi sinh vật

	1.4. VI SINH VẬT KÍCH THÍCH SINH TRƯỞNG - PGPR
	1.4.1 PGPR
	1.4.2 PGPR giảm thiểu tác hại của các điều kiện bất lợi phi sinh học
	1.4.3 PGPR giảm thiểu tác hại stress mặn

	1.5. ỨNG DỤNG PGPR ĐỂ GIẢM TÁC HẠI CỦA MẶN TRÊN CÂY LÚA
	1.5.1 Nghiên cứu trên thế giới
	1.5.2 Một số nghiên cứu ở Việt Nam


	CHƯƠNG 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
	2.1. VẬT LIỆU
	2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
	2.2.1. Thu mẫu đất và rễ cây lúa tại Kiên Giang
	2.2.2. Bẫy vi sinh vật nội sinh rễ cây lúa có nguồn gốc từ đất
	2.2.3. Xử lý mẫu rễ cây lúa
	2.2.4 Phân lập vi sinh vật nội sinh rễ cây lúa có khả năng sản sinh ACC deaminases tại vùng nhiễm mặn
	2.2.5 Phương pháp tách chiết DNA tổng số
	2.2.6 Phân tích trình tự và khuyếch đại DNA
	2.2.7. Đánh giá các chỉ tiêu hóa sinh của hai chủng vi sinh vật
	2.2.7.2 Phân giải kali
	2.2.7.3 Phân giải Canxi
	2.2.7.4 Tổng hợp ACC deaminases
	2.2.7.5 Phương pháp nhuộm Gram
	2.2.7.6 Nhuộm màng sinh học
	2.2.7.7 Định tính Amoni
	2.2.7.8 Định lượng IAA
	2.2.7.9 Đánh giá tính kháng mặn của vi khuẩn
	2.2.7.10 Định lượng EPS

	2.2.8 Đánh giá khả năng khả năng kích thích sinh trưởng và nâng cao tính chịu mặn ở lúa trong điều kiện in vitro
	2.2.9 Đánh giá khả năng khả năng kích thích sinh trưởng và nâng cao tính chịu mặn ở cây lúa ở nhà lưới


	CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
	3.1. KẾT QUẢ KHẢO SÁT ĐỊA ĐIỂM THU MẪU
	3.1.1. Thu mẫu đất tại vùng nhiễm mặn
	3.1.2. Thu thập mẫu cây lúa sinh trưởng tốt và kém

	3.2. Phân lập vi sinh vật nội sinh rễ cây lúa có khả năng sinh tổng hợp ACC deminases tại vùng nhiễm mặn
	3.3. Định danh các chủng vi sinh vật
	3.3.1 Khuếch đại vùng 16S rRNA
	Hình 3.4. Kết quả điện di sản phẩm PCR của hai chủng RS2 và REN3 với cặp mồi 27F/1492R. M: DNA ladder 1 kb (Thermo Scientific).

	3.3.2 Định danh vi khuẩn bằng phân tích trình tự gen 16S rRNA
	Hình 3.5. Cây phân loại di truyền dựa trên trình tự 16S rRNA của chủng RS2 (a) và REN3(b) với các chủng vi khuẩn khác cùng loài trên NCBI.


	3.4. Đánh giá các chỉ tiêu hóa sinh
	3.4.1 Xác định đặc tính Gram của các chủng vi sinh vật phân lập
	Hình 3.6. Kết quả nhuộm gram của 2 chủng vi khuẩn RS2 (a) và REN3 (b) với thuốc nhuộm crystal violet. Kết quả được quan sát dưới kính hiển vi với độ phóng đại 100 lần. Scale bar 10 µm.

	3.4.2 Đánh giá khả năng phân giải kali của các chủng vi sinh vật phân lập
	Hình 3.7. Chỉ số phân giải (SI) sau 7 ngày nuôi cấy trên môi trường Alekxandrov. Trong đó D: đường kính vòng phân giải, d: đường kính khuẩn lạc.

	3.4.3 Đánh giá khả năng phân giải canxi của các chủng vi sinh vật phân lập
	Hình 3.8. Chỉ số phân giải (SI) sau 7 ngày nuôi cấy trên môi trường CDB. Trong đó D: đường kính vòng phân giải, d: đường kính khuẩn lạc.

	3.4.4 Đánh giá khả năng phân giải phosphate của các chủng vi sinh vật phân lập
	Hình 3.9. Chỉ số phân giải (SI) 02 chủng khuẩn RS2 và REN3 sau 7 ngày nuôi cấy PKO. Trong đó D: đường kính vòng phân giải, d: đường kính khuẩn lạc.

	3.4.5 Đánh giá khả năng sản sinh IAA của các chủng vi sinh vật phân lập
	Hình 3.10. Kết quả xác định hàm lượng IAA của chủng RS2 và REN3 bằng thuốc thử Salkowski trên đĩa 96 giếng (a) và ở bước sóng 550nm (b).

	3.4.6 Đánh giá khả năng kháng NaCl của các chủng vi sinh vật phân lập
	Hình 3.11. Kết quả đánh giá khả năng sinh trưởng của chủng RS2 và REN3 ở các nồng độ NaCl từ 0 đến 11%.

	3.4.7 Khả năng hình thành màng sinh học của các chủng vi sinh vật phân lập
	Hình 3.12. Kết quả đánh giá khả năng hình thành màng sinh học của chủng RS2 và REN3 trên đĩa 96 giếng (a) và xác định hàm lượng ở bước sóng 550nm (b).

	3.4.8 Đánh giá khả năng sản sinh EPS của các chủng vi sinh vật phân lập
	Hình 3.13. Biểu đồ cột định lượng EPS sản sinh bởi 02 chủng khuẩn sau 2 ngày nuôi trong môi trường EPS.

	3.4.9 Đánh giá khả năng sản sinh Amoni của các chủng vi sinh vật phân lập
	Hình 3.14. Kết quả đánh giá khả năng sản sinh ammonia của hai chủng RS2 và REN3 trên đĩa 96 giếng (a) và ở bước sóng 450nm (b).


	3.5 đánh giá chủng khuẩn có khả năng kích thích sinh trưởng và tăng cường tính chống chịu mặn của cây lúa
	3.5.1 Đánh giá khả năng khả năng kích thích sinh trưởng và nâng cao tính chịu mặn trong điều kiện in vitro
	Hình 3.15. Kết quả đánh giá khả năng sinh trưởng của cây lúa sau 7 ngày tuổi không được và được lây nhiễm với RS2 và REN3 (a) và khối lượng tươi của chúng (b) trong điều kiện in vitro ở các nồng độ NaCl 0, 50, 100 mM. Scale bar 5 cm.

	3.5.2 Đánh giá khả năng khả năng kích thích sinh trưởng và nâng cao tính chịu mặn  trong điều kiện nhà lưới
	Hình 3.16. Kết quả đánh giá khả năng sinh trưởng của cây lúa sau 35 ngày tuổi không được và được lây nhiễm với RS2 và REN3 (a) và khối lượng của chúng trong điều kiện nhà lưới ở các nồng độ NaCl 0, 100 mM (b). Scale bar 10 cm.



	KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ
	KẾT LUẬN
	KIẾN NGHỊ

	DANH MỤC TÀI LIỆU THAM KHẢO
	Phụ lục

	manh

