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LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan dé tai nghién ciru: “Nghién ciru t6i wu diéu kign 1én men
thu sinh khoi va ddinh gid khd ndang chuyén héa phosphate ciia chiing vi khudn
chiu mdn Pseudomonas sp. TSP-BS5.7 trong dit cdt nhiém mdn” la sin pham
nghién cuu do toi tien hanh dua trén viéc khdo sdt, thu thdp va phan tich cac tai liéu,
s6 liéu ma ban than truc tiép tim hiéu. Két qua nghién ciru phan dnh ding thuec té,
bao dam tinh trung thwce, khdch quan va chwa ting dwoc céng bé trong bat cik cong
trinh khoa hoc nao trudc day. Toi cam két chiu trach nhiém toan dién trude phap luat
Vé tinh trung thiee va dé tin cdy ciia cdc sé liéu ciing nhu két qua dwoc trinh bay trong

lugn van..
Ha No¢i, ngay 24 thang 11 nam 2025

Tac gia luan van
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LOI CAM ON

Sau qua trinh trién khai nghién ctru, t6i d3 hoan tit noi dung cua luan vin
“Nghién ctru t6i vu diéu kién 1én men thu sinh khdi va danh gia kha nang chuyén hoa
phosphate ctia ching vi khuan chju min Pseudomonas sp. TSP-B5.7 trong dét cat
nhiém man”. Luan vin nay duoc hoan thién khong chi nhd sy ¢d gang ciia ca nhin
t61, ma con nhd su ddng hanh va gitip d& nhiét tinh cia cac ca nhan ciing nhu tap thé
lién quan.

Loi dau tién, toi xin tran trong giri 101 cam on sau sac toi thay hudng dan TS.
Vii Duy Nhan, phong sinh hoa, phan vién cong nghé sinh hoc, Trung tam Nhiét déi
Viét-Nga va GS.TS Lé Mai Huong vién Héa Hoc-Vién Han 1am Khoa hoc va Cong
ngh¢ Viét Nam da nhi¢t tinh hudng dan, cung cép dinh hudng nghién ctru va tao moi
diéu kién thuan loi dé toi hoan thanh luin van nay.

T61 xin guri 101 cam on sau sic dén Ban Léanh dao, Phong Pao tao cung toan
thé giang vién Khoa sinh hoc, Hoc vién Khoa hoc va Cong ngh¢, nhirng nguoi da tan
tam giang day va truyén dat cho toi nhitng tri thirc quy bau trong sudt thoi gian hoc
tap.

Pong thoi, toi Xin bay to sy biét on chan thanh téi Ban Tong Giam dbc Trung
tam Nhiét doi Viét — Nga cling nhu TS. Nguyén Thu Hoai cting toan thé can bd Phong
Sinh hoéa, Phan vién Cong nghé Sinh hoc, Trung tdm Nhiét d6i Viét — Nga da danh
nhiéu su hd trg quy bau cho t6i trong qué trinh thyc hién luan van.

T6i ciing xin gui 10i cam on dén dé tai “Nghién citu 1ing dung cong nghé sinh
hoc dé cdi tao cdt san hé thanh dat canh tac bang mang sinh hoc polysaccharide, vit
liéu két dinh bentonite va vi sinh vat hitu ich” nam trong khuon kho Pé tai nghién ctru
KH&CN cép Trung tAm Nhiét d6i Viét — Nga, da hd trg kinh phi, cung cép diéu kién
can thiét va cho phép t6i khai thac cac két qua nghién ctru dé phuc vu cho luan van.

Sau cung, t6i bay to 1ong biét on chan thanh t&i gia dinh va ban be, nhirng ngudi
da ludn ting ho, khich 1¢ va 1 diém tya tinh than viing chac cho t6i trong sudt qué
trinh hoc tap cling nhu thyc hién luén van cting nhu cdm on chan thanh téi tap thé 16p
BIO23A noi riéng, di quan tdm, hd trg va tao moi diéu kién thuan lgi giup toi hoan

thanh cong viéc trong thoi gian qua.
Ha No¢i, ngay 24 thang 11 nam 2025

Tac gia luan van

T

Vii Minh Tién
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MO PAU

Cac ddo thudc Quan dao Trudng Sa, c6 diéu kién dia 1y — khi hau ddc thu véi
nén dét chu yéu 13 cat san ho. Loai vt lidu c6 dic diém co hoc tho (80-85 % la cat),
d6 x6p thap (37-38 %), pH cao (8-9), c6 ham luong dinh dudng thip va kha ning giir
nude han ché véi do trir am dong rudng chi dat khoang 16-17 %. Nhitng dic tinh nay
khién cat san ho khong dat duoc nhitng tiéu chudn co ban cua dat nong nghiép, giy
tré ngai 16n cho hoat dong trdng trot, n dinh ngudn thue pham tuoi séng va xay dung
sinh ké on dinh va bén vitng cho cong dong dan cu trén dao. Trong bdi canh nhu cau
tu cha luong thuc tai chd ngdy cang cap thiét, viéc cai tao cat san ho thanh dat trong
mang gia tri to 10n, khong chi vé mat kinh té va xa hoi ma con & phuong dién qubc
phong — an ninh.

Hién nay, dé khac phuc nhimng dic tinh ctia nén dét trén ching ta c6 thé ap dung
dong thoi cac giai phap co hoc, hoa hoc, sinh hoc va ap dung cac bién phap thily nong
nham cai thién d6 phi nhiéu ctia dat canh tac. Bién phap co hoc 1a phwong phéap phéi
tron nhiing loai gia thé nham thay doi ciu tric cta dat. Bién phap hoa hoc 13 bo sung
nhanh chong céc loai hoa chit, nhim bo sung thém cac nguyén td da luong, hoac vi
lugng trong dat. Cac phuong phap sinh hoc 1a b sung cac ching vi sinh vat c¢6 loi
vao dat, nham tan dung nhiing thanh phan vo co trong dat, chuyén héa thanh nhiing

thanh phan dé hap thu cho ciy trong.

Phospho nam trong s6 nhitng nguyén t6 khong thé thiéu trong doi séng ciia ciy
trong chi sau Nito. Nhu vay cung cip nguyén té nay cho cdy trong 1a diéu khong thé
thiéu. Mic du tong ham luong P trong dat c6 thé rat cao, phan 1on (udc tinh 1én t6i
95-99%) tdn tai & cac dang kho tan, khong kha dung cho thuc vat. Trong dat kiém va
trung tinh, ion phosphate (POs*") d& dang két tiia voi Ca?* tao thanh cac hop chét
canxi phosphate. Nguoc lai, trong dét chua, ching bi c6 dinh béi cac ion AIP* va Fe3*,
Dang phosphate ma cy trong c6 thé hap thu hiéu qua nhét 13 cac ion orthophosphate
tu do (H2PO4~ va HPO42Y), nhung ndng do cia chung trong dat thudng rat thip. Do
dé viéc su dung cic vi sinh vat phan giai phosphate (Phosphate Solubilizing
Microorganisms - PSMs) da duogc cong nhan la mot phwong an lua chon hiéu qua.
Céac PSMs nay, bao gdm c4c loai vi khuan va ndm vé6i kha ning hoa tan cac hop chét
P khé tan thong qua nhiéu co ché, chu yéu 1a viéc tiét ra cac axit hitu co (vi du:
gluconic, citric, malic) lam giam d6 pH va san xuat cac enzyme phosphatase gitip
khoang hoa P hitu co. Nho d6, chung khong chi 1am ting lwong P hiru hiéu trong dat

ma con nang cao hiéu qua sir dung P tir phan bon, giam thit thoat va chi phi san xuat.

Tuy nhién, mot thach thirc 16n hién nay 1a hiéu quéa cua cac ché pham PSM



thuong mai thudng bi suy giam dang ké khi 4p dung vao cac hé sinh thai c6 diéu kién
khic nghiét. Cac ving dat cat khu vuc ven bién va hai dao Viét Nam dugc xem 1a
mét vi du dién hinh véi dic trung 1a do man cao, kho han thuong xuyén va ngheo
dinh dudng tram trong. DO man 16n tao nén ap lyc tham thau va doc tinh ion, tc ché
su sinh truéng va kha ning trao doi chat ciia hau hét cac ching vi sinh vat c6 ngudn
géc tir dat lién. Do do, viéc nghién ctru va lya chon dugc chung PSMs ban dia, c6 kha
nang chiu min va hoat tinh phan giai P cao, gitt vai trd then chdt va can thiét dé phat

trién bén virng cac san pham sinh hoc chuyén biét, phu hop vadi di€u kién dic thu nay.

Tir nhitng co s6 trén, dé tai “Nghién ctru t6i wu diéu kién 1én men thu sinh
khoi va danh gia kha ning chuyén héa phosphate ciia chiing vi khuin chiu min
Pseudomonas sp. TSD-B5.7 trong dat cat nhiém man” dugc thyc hi¢n nham
nghién ctru xay dung diéu kién nhan sinh kh6i dé phuc vu ché tao ché pham chung vi
khuan chiu man phan giai phosphate. Bu6c dau danh gia hiéu qua tich lity ham luong
phosphate hitu hiéu trong dat ¢ diéu kién thir nghiém thuc té cua chang vi khuan nay.

Muc tiéu ciia dé tai:
- Xac lap va t6i uu hoa céc diéu kién 1én men cia ching vi khuan chiu min phan
giai phosphate TSD-B5.7.

- Budc dau danh gia dugc hiéu qua lam ting ham luong phosphate hitu hiéu trén
dat cat san ho va sy phét trién ciia mot sd loai rau xanh khi sit dung ché pham vi

khuan chiu min phén giai Phosphate.
N9i dung nghién cvru:

- Nghién ctru lya chon méi trudng va tdi wu diéu kién 1én men cua chung vi
khuan chiu man phan giai phosphate dugc tuyén chon bang phwong phép thyc nghiém
Box benken.

- Nghién ctru xdy dung quy trinh 1én men thu sinh khéi ching vi khuan chiu
man phan giai phosphate.

- Thtr nghiém danh gid dugc hi¢u qua lam tang ham lugng phosphate hiru hi¢u
trén dat cat san ho.

- Thir nghiém dénh gia sy phat trién ctia mot s6 loai rau xanh khi sir dung doc

1ap chung vi khuan chiu min phan giai Phosphate.



Chuwong 1: TONG QUAN NGHIEN CUU
1.1. DPic diém cia dit cat nhim min va diéu kién tw nhién tai khu viee bién dao
1.1.1. Anh hwéng ciia dat nhiém min ddi véi su sinh truéng ciia ciy trong

D4t nhiém min 14 loai dt c6 chira ham lwong mudi cao. Trong pham vi nghién
ctru cta luan vin nay, su tich liiy mudi bién do diéu kién thoi tiét, song bién, thuy
triéu,... 1a tic nhan chinh gay ra tinh chit min cta dit. Theo nhiéu nghién ctru vé dic
diém thd nhudng cua cac dao khoi cua Viét Nam, loai dat cat tho so ven dao chiém
ti 1& dién tich 16n va c6 kha ning sé tang dan dién tich nho cong tac boi dap, xay dung

dao.

Do man ctia moi truong 1a mot yéu td co tac dong dang ké dén sy sinh truong
cua thyc vat. Ham luong mudi cao trong déat vo tinh tao ra mot moi trudng nhugc
trwong, dan dén su gia tang ap suat tham thau trong dung dich dat. Do d6 kha ning
hap thu nudc cua cay trong bi can tro dang ké. Ngay ca trong diéu kién dat du 4m
nhung c6 luong mudi cao, cay trong cling khé c¢6 thé hap thu duge nudc. PO man moi
truong ciing pha v& sy can bang nudc trong ciy trong, né anh hudng téi con dudng
van chuyén chat dinh dudng, mat nudc trong ciy trong. Dinh dudng cdy trong ciing
s& gap nhiéu tr& ngai néu cdy sinh sdng trong mdi trudng man. Nhitng thanh phan
khoang da lvgng nhu Kali, Canxi,... s€ bi canh tranh bdi cac ion mubi Na*, CI". Nhu
vay, diéu kién min 1am giam kha ning cung cap cac chat dinh dudng thiét yéu cho

ciy trong.

DP9§ man cao cling 4anh hudng nhiéu dén sinh 1y cdy trong. Nong dd ion mudi cao
co trong moi truong s€ gay uc ché doi voi qua trinh phat trién, quang hop va hé hap.
Mait khéac, do méan cao cling gay doc, gay ton hai cho cac co quan trén cay trong. Mt

vai triéu chtng ¢ thé d& nhan biét 1a vang 14, chay 14, rung 14 va chét cay.

Ngoai cdy trong, hé vi sinh vat dat c6 loi co doi sdng tuong tac tich cuc voi cay
tré)ng cling bi tac dong manh bdi do man trong dat. C4c vi sinh vat co thé chiu tac
dong dau tién khi c6 s xAm nhdp min vao dit. Nhirng chirc ning nhu phén giai chét

hitu co, ¢d dinh Nito tu do, ... s& gap nhiéu tré ngai.

Tai Viét Nam, c6 nhiéu loai thuc vat c6 thé tién hoa va sinh ton trong nhirng
moi truong mang ham lugng mudi rit cao. C6 thé ké dén nhu loai St Vet thudc ho
budc (Rhizophoraceae), loai Pudc (Rhizophora apiculata Blume),... Chung la
nhirng loai cay sb truc tiép trén cic dim 1ay ven bién va thudng xuyén tiép xuc véi
nuée bién c6 dd man rat cao. Tuy nhién, nhitng dic diém tién hoa ndy thuong khong

cO trén cac giong cay trong nong nghiép, dic biét 1a cac loai rau xanh, loai rau rat can



thiét cho ngudn thirc an trén dao.
1.1.2. Pic diém khi hau va thé nhudng tai khu viee bién dao

Nam & phia Tay khu vuc Péng Nam A, Viét Nam c6 vi tri dia 1y tiép giap truc
tiép voi Bién Dong. Trén ving bién trung tim cia Bién Pong, huéng vé phia Pong

Nam nudc ta 12 quan ddo cat san ho thudc tinh Khanh Hoa

Nghién ctru dia ting chi ra rang cac dao phét trién trén nén méng ran san ho
phire tap. Céu trac dia ting co ban gém ba 16p: d4 voi san ho (16p day), da vun tho
gin két (16p giira) va trdm tich bo roi (16p bé mit). Co thé thiy, ting dia chét & trén
cuing c6 vai trd chinh tdi cac hoat dong trén dao. Céc tram tich b rdi ¢6 cdu tric gdm
co cac hat cat, cudi, san, soé1 co kich thudc va do0 mai mon khac nhau. Thanh phﬁn
chinh cta céc loai hat nay chii yéu 1a Canxi Cacbonat. Ngudn gbc cua ching 1a cac
manh voi, khung xwong cua sinh vat bién. Qua cac qua trinh dia chat, chu trinh sdng,
va cac hoat dong bodi ddp dao, cac manh xwong, khung xuwong san hd duge pha v,
chim ling xubng day bién va dugc dua tré lai bé mat dudi dang céac tram tich bo roi

Céc d4o ludn phai d6i mat véi didu kién thd nhudng kho can va nhiém man, gy
kho khin dang ké cho viéc trong trot rau va cay xanh. Mic di nguoi dan da tim cach
cai tao dat hodc van chuyén dat tir dat lién ra, dién tich canh tic van rat han ché va

chung loai cay trong khong phong phu, thuong canh tac chu yéu 1 rau mudng.

Khi hau tai ving bién ddo mang dic trung nhiét déi gié mua hai duwong, dugc
chia thanh hai mua: mua hé tir thang 5 dén thang 9 va mua dong kéo dai tir thang 10
dén thang 4 nim sau. Nhiét do tai diy cao quanh niam, trung binh khoang 27.7 °C,
dao dong tir 27 °C - 29°C véi bién d nhiét khong qua 4 °C. C6 2 mua mua va kho,
ché do gi6 bién do6i theo mua Pong va mua He, mua va gié mua Pong Béc tir thang
11 nam truéc dén thang 2 nam sau mang hoi mudi man lam cho dat bi nhiém man.
1.1.2.1. Pic diém héa Iy ciia cdt san ho

Cat san hd 1a mot loai vat liéu tram tich c6 ngudn géc sinh hoc dic biét, hinh
thanh tir sy phan ri co hoc va hoa hoc cua san hd, vo s0, vo ¢ va cac sinh vat bién
c6 cau tao da voi. Loai vat lidu ndy pho bién ¢ cac dao san hd va ran vién ¢ ving
nhiét d6i, bao gom quan dao Truong Sa. Do cau tric dic trung va thanh phan khoang
hoa sinh hoc, cat san hd c6 nhitng tinh chat 1y hoc khéc biét so véi dat khoang thdng
thuong, anh hudng truc tiép dén kha niang str dung trong néng nghiép va cac hoat
dong cai tao dat.

Cat san hd chu yéu bao gom canxi cachonat (CaCOs ), chiém tir 70-95% khéi
lugng, tdy thudc vao ngudn goc va mace d6 phong héa. Ham lugng CaCO; cao lam



cho dat c6 tinh kiém manh c6 pH dao dong tir 8,2 dén 9,3 gay tac dong dén qua trinh
hap thu c4c chét dinh dudng nhu lan (P), sit (Fe), mangan (Mn) va kém (Zn) caa cay
trong. Cac nghién cau chi ra rang dat c6 pH cao va ham lugng CaCO; Ién gay ra
thach thic trong viéc xac dinh chinh xé4c kha nang trao d6i cation (CEC) va anh huong
dén tinh kha dung ciia cac dudng chat cho cay trong.

Ham luong hitu co cua cat san hd thuong rat thip. Ham luong chat hitu co thap
khién dat kém kha nang giit nudc va dinh dudng gy bat loi téi sy phat trién caa vi
sinh vat dét ciing nhu cay trdng.

CAu tric va két cu: Cat san hd co6 két cAu hat thd, roi rac, khong két dinh tu
nhién, do thiéu keo sét va chat hiru co. Céc hat cét c6 bé mit xp nhung khong lién
két bén vitng, dan dén nén dat khong hinh thanh duoc két cau 6n dinh. Két cau roi
khién dat d& bi x6i mon, sut 1Gn cuc bo va khong giit duoc d6 am hodc chat dinh
dudng. Theo Tran Anh Tuin (2014) cat san ho c6 do rdng trung binh 50 - 58 %, cao
hon nhiéu so véi dat néng nghiép thong thudng nhung lai thiéu lién két noi tai gitra
cac hat [1].

- Kich thuéc hat: Kich thudc hat phé bién cua cat san hé dao dong tir 0,5 - 2,0
mm, thudc nhom cat thd dén cét trung binh theo phan loai USDA. Nghién ciu cua
Zhang va cong sy (2018) chi ra rang cau tric hat nay lam cho cét san hd c6 hé sé
tham nudc cao gap 10-30 lan so véi dat thit pha cét [2].

- o giit nuéc: Kha nang giir nwdc cua cat san ho 1a rat thap, thuong < 5% thé
tich dat. Theo Zhang (2023) cho thay chi 2 - 4% nudc duoc luu lai sau 24 gio tir Iic
tudi, gay kho han nhanh ¢ tang ré [2].

- Sirc trao d6i cation (CEC): Chi s biéu thi kha nang gii lai va trao doi cac ion
dinh dudng cua dat — cta cat san ho 1a rat thap, chi < 5 meq/100g. Piéu nay khién
phan bon dé bi rira troi, din dén cay trong thiéu dinh dudng ngay ca khi dugc bd sung
phan déu dan. Vessey (2003) ciing ghi nhan hién tuong cay trong trén nén dat cat san
hd can bon phan véi tan suat gap 2—3 1an so véi dat thuong nhung hiéu suat hap thu
van thap hon [3].

1.1.2.2. Pic diém sinh hoc ciia cdt san hé

Céat san ho vé ban chat 1a chét liéu tro, co nguén géc khéc véi céc loai dat hinh
thanh tryc tiép trén luc dia nén gan nhu khong chira hé sinh vat dat phong pha nhu
céc loai dét tu nhién khac. Hé vi sinh vat trong cat san ho thudong nghéo nan, chu yéu

la cac nhém vi khuan c6 kha nang chiu kiém va chiu méan. Di€u nay la do cat san ho



thudng c6 pH cao (kiém nhe dén trung binh) va moi trudng thiéu hitu co nén sé& khic

nghiét cho cac loai vi sinh vt co g1 sinh truong.

Sy thiéu hut vé da dang vi sinh vat chtc nang, dic biét 1a cac nhom vi sinh vat
c6 kha ning c¢d dinh dam (nhu Azotobacter) va phan giai phosphate (nhu Bacillus
megaterium), dan dén kha ning cung cap dinh dudng ty nhién cta cat san ho rat kém.
Ngoai ra, viéc thiéu 16p dém sinh hoc — tirc téng vi sinh vat bAm quanh hat dat — lam
cho két cau cat san ho d& bi pha v& dudi tac dong cua gid, mua va tudi nude, gay hién
tuong rua troi, mat On dinh co hoc va 1am suy giam nhanh chong hi¢u qua cai tao néu

khong c6 bién phap bao vé phu hop.

Do hoat dong phan giai chit hitu co gin nhu khong xay ra trong moi truong cat
san ho, cac loai phan hiru co néu duoc bd sung ciing khé duoc khoang hoa dé chuyén
hoéa thanh dinh dudng dé tiéu cho ciy trong. Hé qua 1a sy tich tu vat chat hitu co chua
phan hily xay ra, gdy lang phi tai nguyén dau vao va c6 thé din dén cac phan tng phu
bat loi cho cay néu tich liy kéo dai.

Tu nhitng phéan tich trén c6 thé théy réng, céc han ché sinh hoc cua cat san ho
bao gom su thiéu hyt hé vi sinh vat chirc ning, kha ning phan giai hitu co kém va sy
bat on trong cau tric dat 1a nhitng rao can 16n d6i véi muc tiéu canh tac bén ving tai
cac dao san ho xa bo nhu Truong Sa. Do do, bén canh cac giai phdp co hoc va hoa
hoc, viéc ing dung vi sinh vat co ich théng qua cac ché pham vi sinh da chirc ning
dang dugc xem 14 hudng di quan trong va bén vimg nham phuc hoi sinh thai dét, ting
cudng kha niang cung cap dinh dudng va nang cao hiéu qua sir dung tai nguyén tai

cho.

Tong quan diéu Kién tu nhién va thd nhudng di cho thay rd nhiing gidi han sinh
thai dac thi cua quan dao Trudng Sa noi ¢6 nén dia chat chu yéu 1a cat san hd, nghéo
chat hiru co, kha nang giit nude va dinh dudng thap, déng thoi chiu anh huéng manh
mé& cua khi hau khd nong va gié mua bién. Nhitng diéu kién nay dat ra thach thic
khong nho cho bat ky nd lyc phét trién ndng nghiép nao tai khu vire dao xa bo nay.
Chinh vi vay, dé bao ¢dam an ninh lwong thuc cho can b, chién si va cu dan sinh song
trén d4o, viéc khao sat thuc trang canh tac va danh gia cac giai phap cai tao dat hién
hitu 14 budc tiép theo mang ¥ nghia thiét yéu va thyc tién.

1.1.3. Giai phap khic phuc dit nhiém méin

Hién nay, c6 hai phuong hudng tiép can dé khac phuc véi tinh trang dat nhiém

man.



Phuong phép hién dai tap trung vao viéc tim kiém gidng cay trong c6 kha ning
chiu min cao théng qua tmg dung céac k¥ thuat cong nghé gen va sang loc gidng. Qua
trinh ndy gdm viéc phan lap va chuyén cac gen quy dinh tinh trang chiu min tir cac
loai thuc vat voi kha nang thich ing tu nhién trong diéu kién moi truong khac nghiét
vao cac giong cay trong cha luc. Muc tidu cdt 16i 1a tao ra cac giéng cdy trong khong
chi duy tri dugc hiéu qua ning suit va chat luvong nong san duéi diéu kién min ma
con thé hién kha ning chdng chiu vuot troi [4].

Tai Viét Nam, nhiing thanh tyu dang ké trong linh vyc duogc thé hién 16 qua su
phat trién cua cac gidng laa nhu ST24 va ST25. Cac gidng lua nay dugce danh gia cao
vé kha ning chju min cao, dng thoi mang lai ning suat on dinh, gép phan thiét yéu
vao viéc duy tri va cung c¢d an ninh lvong thue tai cac ving ddng bang ngap man, dic
biét 1a Dong bang song Ciru Long [5]. Co ché chiu mén cia cac giong lua nay thuong
lién quan dén cac dic diém sinh Iy phuc tap nhu kha ning diéu hoa ap suat tham thau
ndi bao, tich lily cac chat hoa tan twong thich (vi du: proline, glycine betaine) va co
ché loai bo hodc ¢ lap ion Na?* du thira trong khong bao, nham han ché doc tinh cua
mudi anh hudng dén qua trinh trao doi chat cua té bao [6]. So vdi cac giéng lua truyén
théng, cac giéng laa ST24 va ST25 thé hién su cai thién dang ké vé ngudng chiu man
va duy tri ning suit cao hon, diéu nay 1a mot budc tién quan trong trong cong tac
chon tao gidng.

Tuy nhién, quéa trinh trién khai cac giai phap cong nghé cao nay van con gip
phai nhiéu kho khin va han ché. Thi nhat, kinh phi dau tu cho nghién ciru, phat trién
va ing dung cong nghé gen 13 rat 16n, doi hoi nguodn luc tai chinh déng ké tir ca nha
nudc va cac to chirc nghién ctru. Thir hai, su phirc tap vé k¥ thuat yéu cau doi ngii
chuyén gia c6 trinh do chuyén mon cao, co sé ha tang phong thi nghiém hién dai va
quy trinh thyc hién nghiém ngit. Diéu nay c6 thé din dén hiéu qua ung dung thap va
tham chi khong kha thi tai cdc viing bién dao khic nghiét, héo lanh hoic cac qubc gia
dang phat trién c6 diéu kién kinh té va cong nghé han ché [7]. Hon nira, viéc chép
nhan cia cong dong ddi véi cay trong bién doi gen (GMO) ciing 1a mot yéu to xa hoi
can dugc xem xét can trong.

Phuong Phap Truyén Théng: Khai thac tiém nang vi sinh vat va nguyén liéu ty
nhién nguoc lai véi phuong phap hién dai, cac giai phap truyén théng mang tinh (mg
dung cao hon, don gian, dé thuc hién va c6 kha ning tan dung cac nguén nguyén liéu
san co tai dia phuong hodc cac phu pham tir san xuat nong nghiép. Trong tAm cia
phuong phap nay la viéc ing dung cac tuong tac sinh hoc c6 lgi gitra vi sinh vat va
dat, vi sinh vat va cdy trong, ciing nhu twong tac phirc tap gitta hé vi sinh vat caa dat

va cay trong dé cai thién moi truong dat nhiém man.



Ung dung Vi sinh vdt Trong Cdi thién ddt nhiém man.

Vi sinh vat déng vai tro thiét yéu trong viée cai thién cac dac tinh hoa 1y cua
dat, ting cuong chu trinh dinh dudng va kha ning giit nudc, dic biét quan trong trong
diéu kién dat bi anh huong boi min. Cac nghién ciru da chi ra mot s6 ching vi sinh
vat c6 kha ning san xuat cac hop chit sinh hoc c6 loi nhur exopolysaccharides (EPS),
enzyme, va cic chit diéu hoa sinh trudng thuc vat, gop phan giam thiéu tic dong tiéu
cuc clia man lén dat va cay trong [8].

Mot nghién ctru tiéu biéu tai Viét Nam la viéc st dung nidm men Lipomyces dé
tao ra mot 16p mang nhay nham cai thién chat luong dat. Nguyén Kiéu Biang Tam va
cong su (2018) da nghién ciru dugc ché pham tir ching ndm men nay khong chi gidp
dat giit nude t6t hon ma con cai thién do toi x6p va diéu chinh d6 pH cua dat [9]. Céc
polysaccharid ngoai bao (EPS) do ndm men san xuat gidp lién két cac hat dat, tao nén
cac ciu triic 6n dinh hon (aggregate), tir d6 ting cudng kha ning gitr Am, cai thién do
thoang khi va thoat nudc cua dat. Két qua thr nghiém trén doi ché di cho thiy su cai
thién rd rét vé nang suat va su phat trién khoe manh cia cay trong, dic biét c6 ¥ nghia
d6i v6i cac khu vuc doi nai, noi dat thuong gip van dé vé do doc va kha niang gitr
nuée kém do két ciu dat [10]. ddi chiéu véi nhitng phuong phap cai tao vat 1y truyén
théng nhu cay xdi sau hay tron vt liéu hitu co, viéc sit dung ndm men Lipomyces
mang lai hiéu qua cai thién cAu trac dat bén viing hon va it ton kém hon.

Mot cong trinh nghién ciru n6i bat khac do Nguyén Thu Ha va cong su (2021)
tién hanh tai Vién Tho nhudng Nong hoa, thuoc Vién Khoa hoc Nong nghi¢p Viét
Nam. Nghién ciru nay tap trung vio viéc tao ra ché pham vi sinh tong hop véi su két
hop cta nhiéu nhom vi sinh vét c6 cac chirc ning da dang, bao gom:

Vi sinh vat chuyén doi nito tir khéng khi: Cung cip ngudén dam ty nhién cho
ciy trong, giam thiéu sy phu thudc vao phan bén hoa hoc [11].

Vi sinh vat chuyén héa phot phat khé tan: Chuyén doi cac hop chét phdt pho
kho tan trong dt thanh dang cay trong c6 thé hap thu duoc, ting cudng kha niang hap
thu phét pho [12].

Vi sinh vit hoa tan Kkali tir khoang chit trong dat: Giai phong kali, mot chét
dinh dudng thiét yéu cho sy phat trién ciia cdy trong tir cac khoang vat khong tan
[13].

Vi sinh vat san xuit polysaccharide giir am tw nhién: Ting cuong kha ning
gilt nude cua dat, cai thién cau tric dat va giam bay hoi nude [14].

Hiéu qua cta ché phadm nay da duoc ching minh rd rang: khi duoc ap dung vao
dat, n6 lam ting dang ké ham luong dinh dudng sin c6, thic ddy su phat trién cua

cac quan thé vi sinh vat co loi, ddng thoi nang cao ning suit va sinh khdi cua ciy



trong [15]. Véi cac nghién ctru trude ddy thuong chi tip trung vao mot loai vi sinh
vat hodc mot chirc nang don 1¢, ché pham ciia Nguyén Thu Ha (2021) mang tinh tong
hop hon, khai thac tdi da cc tuong tac cong sinh va chirc nang da dang ctia quan thé
vi sinh vét dé dat duoc hiéu qua cai tao dat toan dién hon. Vi du, trong khi mot sb
nghién ctru chi tap trung vao vi khuan cb dinh nito, nghién ctru nay tich hop nhiéu
chung vi sinh vat dé giai quyét ddng thoi cac van dé vé dinh dudng, dic diém ciu
tric va kha ning giit nude cua dat man.

1.2. Vi sinh vat chuyén hoa phosphate trong dat

1.2.1. Vai tro ciia phosphate trong dat

Phosphate 1a mdt dang mudi duoc tao thanh béi mot hay nhiéu géc (POy). Cb
thé néi rang dang phosphate phd bién nhat ngoai tu nhién 1a cic hop chét dua trén
trén anion (PO4). Ciu tric nay bao gdm 4 nguyén tir Oxy sip xép gan nhu tao thanh
mot tir dién dya v6i nguyén tir P ndm ¢ trung tdm. Nhitng hop chat nhu vay thudng
duoc goi 1a monophosphate. Va chung tré thanh dang phosphate 6n dinh nhét va duy
nhat trong ty nhién [16].

Chu trinh Phosphate ciing durgc coi 1a chu trinh kho xoay chuyén va ¢ thoi gian
lau nhat trong ty nhién. Chu trinh nay bao gdom su két hop ciia ca ba chu trinh Dia -
Hoa - Sinh. NG giit vai trd thiét yéu trong mo ta sy bién doi va van chuyén cua
phosphate trong tu nhién qua Thach quyén - Thily quyén - Sinh Quyén.

s ' e b Plinput
‘1 -» P Output
» P Cycling (Makes P Available)

P Cycling (Makes P Unavailable)
Animal Manures Plant Residues Inorganic Fertilizer

3 Runoff & Erosion
Soil Processes - Surface Water

Sorbed P
Clay minerals / Fe & Al oxides
C e S

Organic P u : ; - >
Soil organic matter o s 4 | Secondary P Minerals
Microbes ; Y2 i e 50X Ca, Fe, Al Phosphates
Soil biomass (living) IS e 02, Dissolution P
2L 4 ; r._..__.L._..v W e
S [ Primary P Min

Leaching :> .7 Weathering

Hinh 1.1. Chu trinh phosphate trong dat [17]
Phosphate ngoai ty nhién thudng ton tai dudi dang khoang thach. Sy phong héa

cua tu nhién (Mua - Gi0 - Nhiét d9) x6i mon va cac phan trng hoa hoc theo thoi gian
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lam giai phong cac ion PO4 va cac khoang chat cua ching va trong dat va nudce.

Thuc vat 14 nhitng sinh vat ty dudng va phospate 13 nguyén t6 da luong thiét
yéu cho sy phat trién cta ching. Phosphate (PO4) dugc cay hap thu théng qua ré.
Trong co thé thyc vat, phosphate dugc tong hop nén nhitng phan tir quan trong DNA,
RNA, ATP, phospholipid — nhitng phéan tr quyét dinh trong sy sdng cua thuc vat.
biéu dic biét, thuc vat chi hép thu dugc dang phosphate POas.

Thuec vat tich trit nguyén t6 phosphate dudi cac dang phén tir hitu co. Cac loai
dong vat an thyc vat va truc tiép hap thu lwong phosphate trong d6. Tiép d6, cac loai
dong vat 4n thit hip thu phosphate nho an cac loai dong vat an thuc vat. Nguyén tb

phosphate sau d6 dugc tich liiy trong cac md va xuong cua dong vat.

Khi két thac vong doi, cac thanh phan hitu co tir thyc vat va dong vat s& bi
phan huy boi cic dang nidm, vi khudn. Qué trinh nay tir tir giai phong cac dang
phosphate hitu co trd lai moi truong dat. Tiép sau d6, mot nhom céc vi sinh vat dat
thuc hién quy trinh khoang hoa, chuyén ddi cac dang hitu co thanh v6 co ma cay cd
thé hap thu dugc. Tir d6 tiép tuc chu trinh sinh héa ctia phosphate.

Mot phan dang hoa tan cua phosphate trong dat va nudc cé thé bi cudn troi
theo dong chay vao cac thily vuc, song va bién. Theo thoi gian, phosphate bi két tia
va tich tu trong cac 16p tram tich duéi day. Trai qua hang tram triéu nim dé hinh
thanh cac loai da phosphate mdi, hoan thanh chu trinh dia chét cua phosphate. Cac
hoat dong kién tao dia chat ciing c6 thé dua cac 16p da phosphate tir ddy bién tro lai

bé mat va tiép tuc chu trinh trong ty nhién.

C6 thé no6i rang, chu trinh phosphate 1a mot chu trinh kha cham so véi chu trinh
cacbon hay nitrogen. Phosphate di truyén trong ty nhién khong c6 giai doan khi. Hon
nita, phosphate dé bi ¢d dinh boi ion nhu sit, nhom, canxi trong dat 1am giam kha

nang hap thu cia ciy.
1.2.2. Phosphate hiru co

Duya theo nhiing dic diém trong chu trinh phosphate, cac loai phan bon dic trung
duoc tao ra nham phuc vu cong tdc cham s6c va ddm bao dinh dudng lau dai cho cay
trong. Phosphate hitu co duge tao nén dua theo budc phan hity cham cua xac dong
vat, thuc vat nhd cac loai vi sinh vat. Nhu tén goi, phosphate hitu co dya trén ngudn
gbc cac chat hitu co con lai tir thuc vat va dong vat (xwong, phan) cac phu pham trong
hoat dong cong nghiép. Vai tro chinh cta phosphate hitu co 13 dy trit ngudn dinh
dudng phosphate cho ciy tréng. Qua trinh phan hily cham, cong véi qua trinh khoang
hoa s€ giai phong phosphate thanh dang phosphate v6 co trong thoi gian dai, cung
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cap dinh dudng 6n dinh 6n dinh cho cay trong.
1.2.3. Phosphate vo co

Phosphate v co 1a dang Phosphate dugc tong hop dua trén két qua cua su
khoang hdéa nho vi sinh vat trong chu trinh phosphate. Pay dugc xem 1la dang
Phosphate v6 co don gian nhat va 1a dang chinh dé cay c¢6 thé hap thu duoc. Cac dang
lan vo co trong dat bao gom Orthophosphate (PO[13[], HPO[12[], HIIPO[1(]) va
Phosphate khoang (dang lan khi dugc ¢ dinh trong céc ion kim loai nhu Canxi, Sét,
Nhém,... Tuy nhién, thuc vat chi hip thu tét dang 1an Orthophosphate (HLIPOLI ).
Vi vay, céac loai phan 1an duogc tao ra s€ chu yéu dua trén géc HUPOUI LI, con duoc
goi 1a Phosphate d& tiéu. Mot s loai phan bén cung cip phosphate cho ciy trong &
dang vo co co thé ké dén 1a Super 1an (Ca(HJPOL)([]): D& tan trong nudc, cung cap
lan dé tiéu cho cdy, DAP (Diammonium phosphate) va MAP (Monoammonium
phosphate): Phan phuc hop chira ca 1an va dam, MKP (Mono potassium phosphate):
Phan phure hop chtra 1an va kali.

1.3. Mt s6 nghién ctru vé vi sinh vt chiu min phéan giai phosphate
1.3.1. Vi sinh vat chiu mén va @wng dung trong nong nghiép

Trong ty nhién, t6n tai mot s6 moi trudng song mang tinh khac nghiét nhu nhiét
do cuc cao, néng dd chat tan rat 16n,... Hau hét cac sinh vat séng khong ton tai dugc
trong nhiing diéu kién méi truong nhu vay. Tuy nhién, mot sb cac chung vi sinh vat
mang nhiing dic diém tién hoa theo thoi gian c¢6 kha nang chiu duoc nhitng diéu kién
man. Vi sinh vat chiu man (halophilic microorganisms) 1a nhém cac ching vi sinh
vét c6 kha nang phat trién trong diéu kién man cao. Xét vé do twong thich, chung
dugc xép 1am 3 nhém: Vi khuan c6 kha nang chiu min kém (méi trudng co nong do
mudi 1 % - 8 %), Vi khuan c6 kha nang chiu min trung binh (méi trudng c6 ndng do
mudi 8 % - 15 %), Vi khuan chiu min cao (mdi truong c6 ndng do mudi trén 15 %).
Mot sb nghién ctru da tim ra dugc cac co ché thich nghi véi diéu kién min. Roberts
va cong su (2005) cong bd nghién ciru vé hoat dong diéu chinh ap suat tham thau
bang viéc tong hop cac hop chét hitu co ngoai bio: proline, betaine hoic trehalose.
Oren (2013) nghién ciru vé cach thirc diéu chinh thanh phén lipid mang té bao, gitip
duy tri tinh on dinh ctia mang trong diéu kién c6 4p suat thim thau cao. Kunte va
cong su (2002) cting nghién cuu vé céac enzyme tu cac vi sinh vat chiu man cé ciu
trac dic biét giup ching hoat dong 6n dinh trong méi truong c6 néng dé mudi cao
[18, 19, 20].
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Qua tho1t gian, nhiéu chung vi sinh vat chiu man dan duoc gi61 khoa hoc phat
hién va mo ta chi tiét. Phd bién nhat c6 thé ké dén: Chi Bacillus: Vi khuan Gram
duong, dang que, c6 kha ning tao ndi bao tir va co kha niang chiu dung diéu kién méi
truong khic nghiét. Mot sé loai: Bacillus subtilis va Bacillus velezensis c¢6 thé sinh
truong trong diéu kién man cao. Chi Halobacterium: Nhém vi khuan c6 (Archaea)
wa min, c6 thé séng & moi truong voi A man cuc ky cao nhu cac hd mudi hodc khu
vuc khai thac mudi. Chi Halomonas: Vi khuan gram am, phat trién manh trong diéu
kién man, thuong dugc tim théy ¢ vung ven bién va moi truong nudec man. mot s6

loai c6 kha ning san xuat cac hop chét sinh hoc ¢6 gia tri cong nghiép [19, 21].

Cung véi tién bo cua khoa hoc va cong nghiép, nén néng nghiép hién dai can
c6 nhitng giai phap thay thé cho nhimg hoat dong canh tac gy anh hudng tiéu cuc
t6i moi truong. Do d6, viée ap dung cac vi khuan c6 ich cho méi trudng dang 13 tiém
ning ddi véi cac phuong phap néng nghiép hién dai va bén vitng. Mot sé tng dung
ndi bat cta cac vi sinh vat trong linh vic nong nghiép c6 thé ké dén la: Cai tao dat
nhiém man, Thic ddy su phat trién cua ciy trong, Kiém soat dich bénh trong noéng

nghiép,...

Ung dung trong cai tao dat nhim man, d6 min ctua moi truong tac dong rat 16n
tGi hé vi sinh trong dat diéu kién nay anh hudng truc tiép va gian tiép toi cay trong.
Mot s6 loai vi khuan c6 kha nang phan huy hay chuyén héa mubi va giam do man
trong dat thanh cac dang it gdy hai hodc thuc dat qué trinh rira min ty nhién cia dat.
DPong thoi to hop céc chi Bacillus, Halomonas va Pseudomonas c6 thé tao ra hgp chat
polymer ngoai bao exopolysaccharide (EPS), gitip giit 4m va tao tao diéu kién thuan

loi cho sy phat trién ctia cac vi sinh vat khic, gop phan cai tao dat [22].

Trong qua trinh sinh truéng ctia vi sinh vat sinh ra nhiéu hop chat mang gia tri
dinh dudng 16n. Mot sé vi khuan nhu Azospirillum, Rhizobium c6 thé ¢ dinh nito tir
khong khi, bd sung nguén dinh dudng thiét yéu cho cdy. Cac chung vi khuan thudc
chi Bacillus va Pseudomonas tiét dugc enzyme giup chuyén héa cac hop chat
photphat kho tan, ting kha niang hap thu lan ciia cAy. Mot s loai vi khuan nhu B.
velezensis c6 thé san xuat auxin, gibberellin va cytokinin — cc hormone thyc vat quan

trong gitp phat trién ré va than cy.

Mot tac dong anh huong dang ké dén kha nang chdng chiu dich bénh & cay 1a
cac cac hop chit khang sinh ty nhién dugc san xuat boi vi sinh vat. B. subtilis, B.
velezensis san xuat cac hop chat khang khuan nhu surfactin, iturin, fengycin giup tiéu
diét hodc trc ché ndm bénh trong dét. Tinh canh tranh moi truong séng cling 1a mot

yéu td phong ngtra sy xam hai ctia vi khuan va nam bénh. Cac vi khuan c¢6 g1 co6 thé
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chiém linh ving ré, wc ché sy sinh truong cua vi khuan va ndm giy bénh nhu
Fusarium, Phytophthora [18, 23].

1.3.2. Vi sinh vat chiu man cé kha niang phan gidi phosphate

Cung véi nito, phospho dic biét thiét yéu cho sinh trudng va phat trién cta cay
tréng boi ching dong vai tro chinh trong viéc tao nén ciu trac nén nhiéu bd phan
quan trong d6i v6i sy séng nhur DNA, RNA. Phospho thuong hién dién trong dat dudi
dang Phosphate khé tan, giam kha nang hap thu tir dat téi ré cdy trong. Tuy nhién,
trong tu nhién ¢ ton tai nhdém VSV chuyén ddi trang thai phosphate nay thanh nhing
dang phosphate hoa tan. Nho vao d6, cdy trong co thé dé dang hip thu phosphate

cung v6i su hap thu ciia nude va cac khoang chit can thiét khac [24].

Céc vi sinh vat c6 kha nang phan giai phosphate thugc nhom vi sinh véat co loi,
chuyén hoa duoc cac hop chat phospho hitu co va vo co it hoa tan thanh dang c6 thé
hép thu cho cdy. Cac loai vi sinh vat trong dat di dugc bao cdo vé kha ning hoa tan
phospho bang co ché hoa tan va khoang hoa bao gdm Pseudomonas spp.,

Agrobacterium spp. va Bacillus circulans [24].

Vi khuan phan giai phosphate thong qua nhiéu co ché khac nhau: do kha ning

sinh axit, chelat hoa va khoang hoa.

Kha ning sinh axit: Co ché chinh ciia viéc chuyén hoéa phosphate trong dat lién
quan dén su ha thép pH, do axit hitu co dugc tao ra hodc cac ion HIJ duoc gidi phong.
Phosphate trong dat kiém c6 xu huéng hinh thanh canxi phosphate khong tan va murc
hoa tan ctia chung duoc cai thién khi d6 pH cua dat giam xubng. Vi sinh vat sinh axit
hitu co tir d6 giam d6 pH trong dat ddn dén su hoa tan phosphate. Mdi loai vi sinh vat
c6 kha nang sinh ra cac loai va ham lugng axit hitu co khac nhau, trong dé hiéu qua
hoa tan phu thudc vao dic tinh va d6 manh cua axit. Ching vi khuan Bacillus
licheniformis va Bacillus amyloliquefaciens c6 kha nang hoa tan phosphate hi¢u qua
thong qua viéc san xuat phéi hop nhiéu axit hiru co, bao gdom lactic, isovaleric,

isobutyric va acetic [24].

Qua trinh chelat hoa: M6t s6 loai axit hitu co do vi sinh vét phan giai phosphate
tiét ra c6 thé hoa tan phosphate kho tan théng qua qua trinh chelat hoa véi cac cation
lam giam sy canh tranh hap phu phosphate trong dt, trong d6 cac nhom hydroxyl va
carboxyl ciia phtrc axit-chelate-cation lién két voi phosphate, do d6 chuyén né thanh
cac dang hoa tan. Axit 2-ketogluconic dugc ghi nhan c6 kha nang tao phiic chelat bén
vitng voi Ca?l] [24].
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Qua trinh khoang hoa: Thuc vat va dong vat chira nhiéu hop chat phosphate hitu
co, bao gdbm axit nucleic, phospholipid, axit phytic, polyphosphate va phosphonate,....
Céc vi sinh vat trong dit khoang hoa cac hop chat phosphate hitu co nay théng qua
viéc san xuat enzyme phosphatase, chang han nhu phytase, thity phan cic dang hitu

co va giai phong phosphate v6 co, ngudn dinh dudng ma thyc vat co thé hap thu.”.

Viéc g dung vi sinh vat hoa tan phosphate dudi dang ché pham sinh hoc dugc
coi 1a mot giai phap trién vong trong cai tao cai tao dt bac mau va nang cao ning
suat néng nghiép. Trong d6, loai Bacillus thuringiensis c6 kha nang hoa tan phosphate
hiéu qua tir 46 thiic day su phat trién chiéu dai ré laa trong thi nghiém. Viéc két hop
st dung dong thoi hai ching Azotobacter chroococcum va Bacillus subtilis 33 mang
lai hiéu qua dang ké trong viéc cai thién niang sut cay lta mi. Kha ning sinh truéng
ciia bap cai ting khi dat dugc bon phan chta hai loai ndim Aspergillus niger va

Penicillium aculeatum [24].

Bén canh d6, viéc két hop cac chung vi sinh vat phan giai phosphate dé cai tao
dat nong nghiép bi nhiém man — kiém dugc danh gia 14 giai phap mang lai hiéu qua
dong thoi dam bao an toan cho méi truong va sitc khoe con ngudi khac véi nhiing
tac dong tiéu cuc thuong gip khi lam dung phan bon tong hop. Chung chiu min
Kushneria sp. YCWA18 c6 kha nang hoa tan ca phosphate vd co va phosphate hiru

c¢6 thé duoc sir dung dé cai tao dat nong nghiép nhiém kiém man [24].

Céc chung Aerococcus sp. PSBCRGI-1, Pseudomonas aeruginosa PSBI3-1,
A.terreus PSFCRG2-1 va Aspergillus sp. PSFNRH-2 déu dugc ching minh 14 c6 thé
hoa tan tricalcium phosphate & cic nong d6 NaCl khac nhau. Burkholderia cepacia
c¢6 kha nang hoa tan phosphate thic day su phat trién cua ciy ngd ¢ nong do NaCl
1én dén 5%. Nhitng chiing vi sinh sinh vat nay déu co tiém nang 1a phan bon vi sinh

trong nong nghiép bi nhiém min.

Theo nghién ctru cia Cao Ngoc Di¢p va cong sy (2010) viéc bo sung
Pseudomonas spp. kha nang chuyén héa cac hgp chat phosphate kho tan cho ciy dau
nanh da gop phan nang cao chat lugng hat, thé hién qua sy gia ting ham lugng protein
va lipid. Bén canh d6, khi két hop vi khuan ¢6 dinh dam Bradyrhizobium japonicum
v6i Pseudomonas spp., s6 luong ndt san, khéi lugng kho cia ndt san ré, dong thoi
nang cao rd rét kha nang hap thu dinh dudng ciia cdy dau nanh, dong thoi lugng phan
1an v6 co str dung dugc cat giam dang ké. Ngoai ra nghién ciru ciing chi ra rang hai
chung vi khuan Pseudomonas putida TALO1 va Bacillus subtilis TAL04 ¢6 kha ning
hoa tan phosphate kho tan, cung cip khoang 50% luong phosphate kha dung cho cay
laa trén dét thit pha cat tai thanh phd Tuy Hoa, tinh Phii Yén [24]
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1.3.3. Mt s6 diic diém chung chi vi khuan Pseudomonas

Chi Pseudomonas 1a nhém vi khuan Gram 4m, ¢6 hinh dang que va di dong nho
mot hodc nhiéu tién mao & cuc, thudc 16p Gammaproteobacteria. Pay 1a chi vi khuan
phé bién va da dang sinh hoc, tdn tai trong nhiéu loai moi truong khac nhau, bao gém
dat, nude ngot, nudc bién, thuc vat tham chi tir cac moi truong cuc doan nhu dat kho
han, nudc man, vung 6 nhiém dau hodc chit doc hitu co. Mot sb loai thudce chi nay,
vi du nhu: Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, va P. putida, khong chi noi bat
vé mit sinh 1y va chuyén héa ma con thé hién kha nang thich nghi cao véi cac diéu

kién moi1 truong khéc nghiét, bao gém ca tinh trang man hoa [25].

Vé mit sinh thai, nhiéu loai Pseudomonas tham gia tich cuc vao céc qué trinh
chuyén héa va phan giai cac hop chét hitu co trong moi trudng ty nhién. Trong nghién
clru ndy, chung toi tap trung vao kha ning chuyén d6i phosphate tir dang mudi vo co
kho tan sang dang phosphate kha dung dam bao dinh dudng cho thuc vat. Cac nghién
ctru trén thé gi6i vé chi Pseudomonas da cung cap thém danh gia vé hoat tinh sinh
hoc cua chung. Ventosa va cong su (1995) cho réng, hau hét cac loai vi khuan hoa
tan Phosphate, bao gom ca cac loai thudc chi Pseudomonas, giai phong cac P hoa tan
tir cac loai khoang phosphate it tan bang cach tao ra ham luong acid gluconic cao tir
glucose ngoai bao [26]. Pay 1a mot co chit dic trung cua hoat tinh phan giai
phosphate tir vi sinh vat, dong thoi day ciing 1a con dudng di hoa glucose & cac loai
vi khudn nay. Miller (2010) da dua ra nghién ctru so sanh sinh héa va so sanh b gen
cua hoat dong hoa tan phosphate vo co cua cac loai thudc chi Pseudomonas Nghién
clru di cing ¢ thém luan diém rang tat ca Pseudomonas spp. déu duogc phat hién c6
kha ning tao mdi trudng pH thap va hoa tan phosphate v co bang co ché san sinh

acid hitu co ngoai bao.

Nhu vay, tan dung dac diém sinh hoc ctia Pseudomonas spp nhiing loai vi
khuan nay s& dugc nghién ctru va ap dung trong cac hoat dong dam bao ngudn dinh

dudng trong dat néi chung va thyc vat néi riéng.

Khac véi cac loai vi khudn wa man bat budc (obligate halophiles) nhu
Halobacterium salinarum, von chi c6 thé ton tai trong méi truong c6 ham lugng mudi
cao (>15 % NacCl), chi Pseudomonas thuong duoc xép vao nhom chiu man tdy nghi
(facultative halotolerant). Nghia 13, ching c6 thé sinh truong tot trong diéu kién
khong man nhung ciing duy tri duoc sy song va hoat dong trao d6i chét trong moi
truong c6 ndng do mudi tir thap dén trung binh (thuong 1én dén 6 — 8 % NaCl) [26].
Kha ning xuit phat tir sy két hop giira nhiéu dic diém sinh hoc nhu 6n dinh 4p sut
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tham thau ndi bao, thay do1 ion, diéu chinh cau tric mang sinh chat va di€u tiét biéu

hién gen dudi tac dong cua stress muoi.

Céc nghién ctru gan ddy cho thdy Pseudomonas thich nghi hiéu qua hon so voi
cdc vi khuin chiu min khic nhu Marinobacter, Bacillus subtilis, hoic
Staphylococcus aureus khi duoc nudi cay trong diéu kién dat hodc dung dich man.
Vi dy, mot nghién ctru trén gidng ciy laa cho thay chi cic chung Pseudomonas
fluorescens méi c6 thé 6n dinh mat do khuan lac ving ré (rhizosphere) va ting cuong
sinh trudng cdy trong diéu kién mudi 100 - 150 mM NaCl, trong khi Bacillus subtilis

chi duy tri dugc hiéu qua & mirc mudi thip hon [27].

Khong chi chiu man, nhiéu chung thudc chi Pseudomonas con tham gia gop
phan vao qua trinh ting trudng cua cdy trong (plant growth promotion — PGP) nhu
tiét enzyme phosphatase, sinh tong hop cac hormone thuc vat nhu indole-3-acetic
acid — IAA, ¢ dinh nito va hoa tan phosphate. Cac hoat dong nay khéng bi e ché
trong diéu kién man vira khién Pseudomonas tré thanh mot trong nhitng Ung vién

sinh hoc ¢6 tiém ning tng dung cao trong nong nghiép & vung dat bi min hoa [28].

Ngoai ra, cdu triic hé gen (genome architecture) cia Pseudomonas ciing rat linh
hoat, thuong co6 kich thudc 16n hon 6 Mb va chira nhiéu cum gen chiu trach nhi€ém
cho kha nang phan ung stress, diéu hoa toan cuc va hé théng van chuyén
osmoprotectant. Piéu nay tao diéu kién cho Pseudomonas thich nghi nhanh chéng
v6i bién dong moi truong — mot wu diém so voi cac vi khuan co bo gen nho va chire
nang chuyén bi¢t nhu Halomonas [29].
1.3.3.1. Pseudomonas va kha nang thich vrng voi moi truong mdn

D6i véi vi sinh vat va thue vat, néng d6 mudi cao gay ra hai thach thuc chinh:
stress tham thu (osmotic stress) dan dén mat nudc té bao va stress ion (ionic stress)
do doc tinh cua cac ion nhu Na* va Cl™ . Dé ton tai va sinh trudng dudi nhitng diéu
kién nay, cac nhém vi sinh vat chiu man (halotolerant) va va man (halophilic) da tién
héa mot loat cac co ché thich nghi phirc tap va tinh vi. Cac co ché nay khong chi la
nhing phan tmg riéng 1é ma 1a mot mang ludi diéu hoa phdi hop, tir cap do phan tir

dén cau truc t€ bao, nham duy tri cdn bang ndi moi va bao toan chirc ndng song.

Mot trong nhiing chién lugc phé bién nhét cua vi sinh vat chiu mén 1a thich nghi
tham thau (osmoadaptation). Khi tiép xtic véi moi truong min, chénh léch ap sut
tham thau gitra moi trudng ngoai bao va ndi bao dan dén mat nude véi mic dd nghiém
trong. Dé d6i pho, té bao vi sinh vat s& tich lity cac hop chit tan twong hop (compatible
solutes) nhu proline, glycine betaine, trehalose va ectoine [30]. C4c hop chét nay an

toan cho t€ bao va c6 kha nang duy tri hoat dong cua enzyme ciling nhu 6n dinh cau



17

tric protein va mang sinh hoc. Nghién ctru cia Wood (2011) d3 chi ra rang hau hét
cac vi khuan chiu man c6 xu huéng uu tién tich lity glycine betaine hodc hap thu né
tir moi trudng khi c¢é sin, nho vao hé théng van chuyén chuyén biét [31]. So véi vi
khuan thong thudng cac chung halotolerant c¢6 biéu hién manh m& hon cia cic gen
lién quan dén van chuyén va tong hop osmoprotectant, chang han nhu proVWX va
betABT & Escherichia coli hodc cic gen twong dong & Pseudomonas.

Ngoai thich nghi tham thau, vi sinh vat chiu min con phét trién co ché diéu
chinh ion ndi bao, dic biét 1a qua cac bom Na* /H* antiporter, nham loai bo ion Na*
du thira va gitr 6n dinh ndng d6 ion K* — mot ion thiét yéu cho hoat dong enzyme va
duy tri pH té bao [32]. Cac hé théng nhu nhaA, nhaB va nhaC ¢ vi khudn Gram 4m

dugc chimg minh ¢6 vai tro then chdt trong kha nang chiu man.

So v6i vi khuan khéng chiu mian, cac loai nhu Halomonas elongata va
Pseudomonas stutzeri c6 hé thong trao ddi ion linh hoat hon, gitp chung thich nghi
nhanh chéng véi sy bién doi vé ndng d6 mudi trong mdi trudong. Ngoai ra, mang té
bao ciia vi khuan chiu man thuong c6 ham lugng lipid khong bdo hoa cao hon, gidp
duy tri tinh linh dong va kha nang van chuyén hiéu qua trong diéu kién kho han va

ap luc ion cao.

Mic du Pseudomonas khong phai 1a nhém vi khudn halophilic bat budc
(obligate halophiles), nhung kha niang chiu min cta nd ¢ thé so sanh voi va thim
chi vuot tréi hon nhiéu vi khuan chiu min truyén théng vé mit thich nghi linh hoat

va tiém nang Ung dung.

Déi vai cac loai thude chi Halomonas 13 nhimng vi khuan ua min trung binh dén
cao (moderate to extreme halophiles), c6 thé sinh truéng t6t & nong d6 NaCl tir 10 -
25%. Tuy nhién, ching thuong can diéu kién nuoi céy dac biét nhu ngu@)n cacbon cu
thé hoac diéu kién pH kiém va it c6 kha ning twong tac cong sinh véi cay trong.
Nguoc lai, cac chung Pseudomonas fluorescens va P. putida cé thé sinh truong 6n
dinh trong dai mubi tir 0 — 8 % NaCl va dic biét hidu qua khi séng & ving ré thyc vat
(thizosphere), nho kha ning tiét phytohormone, siderophore va enzyme phan giai

sinh hoc.

So véi Bacillus subtilis — mot vi khuan Gram duong v6i kha nang hinh thanh
bao tir nham thich tmg véi didu kién méi trudng khac nghiét, Pseudomonas ¢ kha
nang duy tri cic qua trinh chuyén hoéa lién tuc trong diéu kién min ma khong can
budc vio trang thai nghi. Piéu nay thé hién & hiéu suit cb dinh nito va sinh téng hop
hormone nhu IAA (indole-3-acetic acid) cao hon ngay ca ¢ nong d6 mudi trén 5%

[32]. Hon nita, Pseudomonas con c¢6 hé diéu hoa phién ma phirc tap hon, gitp diéu
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chinh nhanh chéng céc phan tng stress man nho cac yéu t6 didu tiét nhu RpoS,
GacS/GacA, diéu ma nhiéu vi khudn chiu min khac nhu Halobacterium khong so
hitru do bo gen don gian hon [33].

Ngoai ra, trong cac diéu kién dat man thuc té — noi khong chi co mudi ma con
nhiéu yéu t stress nhu pH bét on, thiéu dinh dudng va canh tranh sinh hoc cao —
Pseudomonas thé hién kha nang canh tranh sinh thai vugt trdi hon cac vi khuén chiu
man co dién nhu Halobacterium hay Marinobacter. Diéu nay da dugc minh ching
qua cic thi nghiém trong cay laa va lta mi ¢ ving dt nhiém min, noi chi cac ching
P. fluorescens méi duy tri duoc mat do 6n dinh ¢ ving ré va ting sinh khi cay trong
dang ké [34].

Nhu vy, mic du khong c¢6 ngudng chiu mudi t6i da cao nhu cac vi khuan ua
min bat budc Pseudomonas lai ¢ co ché sinh 1y, di truyén va sinh thai hoc toan dién
hon, gitp chiing thich nghi t6t hon trong diéu kién min da bién cia méi truong tu
nhién, tir 46 nNang cao tiém nang tmg dung trong linh vuc néng nghiép va cong nghé

xtr 1y sinh hoc.

Ngoai ra chi vi khuan Pseudomonas, dic biét 1a cac loai nhu Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida va Pseudomonas aeruginosa, thé hién kha ning
thich nghi sinh thai manh mé& trong nhiéu diéu kién madi truong khac nhau, bao gdm
dat nghéo dinh dudng, khd han, min hodc bi 6 nhiém kim loai ning. Kha ning nay
g6p phan lam cho Pseudomonas tro thanh mot trong nhitng nhém vi sinh vat c¢6 tiém
nang ung dung rong rai trong nong nghi¢p, sinh hoc mai trudong va cong nghé sinh
hoc [35].

Mot trong nhiing ddc diém sinh hoc then chdt gitip Pseudomonas thich nghi tét
véi diéu kién khéc nghiét 1a hé gen linh hoat va c6 tinh da dang cao. H¢ gen cua
Pseudomonas chtra nhiéu cum gen mi hoa cho cac protein dap tng stress nhu
chaperone, protein diéu hoa nhiét séc, enzyme phan gidi cac hop chat doc hai, va hé
théng van chuyén thich nghi (efflux pump) [36]. Nghién ctru cta Silby va cong sy
(2009) da cho thay hé gen cua P. fluorescens chira hang tram gen lién quan dén cam
bién méi truong va diéu hoa bicu hién gene, gitp vi khuan thay doi hanh vi nhanh

chong khi diéu kién ngoai canh bién d6i [37].

So v6i nhiéu loai vi khuidn khac nhu Rhizobium hay Azospirillum, chi
Pseudomonas thé hién kha ning thich nghi va phat trién ¢ nhiéu muc nhiét do6 va do
pH rong hon. Trong diéu kién kho han, Pseudomonas van duy tri hoat tinh sinh hoc
nhd kha ning tiét ra exopolysaccharide (EPS) mot dang polysaccharide ngoai bao

gitip gitt 4m va bao vé té bao khoi ap luc thdm thau [38]. Ngoai ra, nhiéu loai thudc
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chi Pseudomonas con cd kha ning phat trién trong diéu kién mudi cao (t6i 6 — 8 %
NaCl), trong khi phan 16n vi khuan ving ré khac suy giam manh hoat tinh sinh hoc &
muc 2 - 3 % mubi [39].

biac bi¢t, kha nang khang kim loai doc nhu cadmium (Cd), chi (Pb) va thuy
ngan (Hg) cia Pseudomonas nho sy hién dién cua cac gen chiu trach nhiém cho viéc
bién d6i hoic loai bé doc chat. Theo Nies (1999), cac ching Pseudomonas putida c6
thé sur dung hé théng van chuyén chu dong dé bom cac ion kim loai ra khoi té bao
hozc bién ddi chiing thanh dang it doc hon théng qua co ché khir sinh hoc [40]. So
v6i cac vi sinh vat khong chuyén hoa, Pseudomonas c6 loi thé déng ké trong cac hé

sinh thai bi 6 nhiém cong nghiép, noi diéu kién sinh ton rat khac nghiét.

Khong nhitng vy, Pseudomonas con c6 thé hinh thanh mang sinh hoc (biofilm),
gitip ting cudng kha ning sdng sot trude cac tic nhan giy bat loi nhu 4nh sang UV,
chat oxy hoa, hay khang sinh. Cac két qua nghién ciru gan day chi ra rang tao biofilm
ctia Pseudomonas 1a mét chién luoc sinh t6n quan trong trong cac mdi trudng khic
nghiét, dong thoi gitp vi khuan duy tri kha ning twong tic v6i & cdy va vi sinh vat

cong sinh [41].

1.3.3.2 Vai tro ciia chi vi khuin Pseudomonas trong cdi tao dit nhiém mdn

Chi vi khuan Pseudomonas, dic biét 1a cac loai nhu Pseudomonas fluorescens
va Pseudomonas putida, dugc cong nhan 1a nhém vi sinh vat cé tiem nang sinh hoc
cao trong néng nghiép nhd kha ning thac day sinh trudng cay trong thong qua nhiéu
co ché sinh hoc khac nhau. Theo cac khao sat gin diy Pseudomonas gitp ting hiéu
qua hap thu dinh dudng, nang cao kha ning chdng chiu stress va diéu hoa sinh hoc

d6i voi mot sé mam bénh [42].

Mot trong nhitng co ché chinh ctiia Pseudomonas 1a san sinh phytohormone nhu
auxin (IAA), gibberellin va cytokinin — cac chat kich thich ting trudong & thuc vat.
Chang han, P. fluorescens c6 kha niang tong hop IAA tir tryptophan, tir 6 kich thich
su phat trién hé ré va gia ting dién tich tiép xtic v6i dat, gop phan nang cao kha ning
hap thu nudc va chit khoang [43]. So véi cac dong vi khuan c¢6 dinh dam nhu
Rhizobium vén chi hoat dong hiéu qua trén cac cdy ho Pau, Pseudomonas cé pho ky
cht rong hon phu hop véi nhiéu ching loai ciy trong bao gom lda, ngd, ca chua va

cac loai rau [44].

Ngoai ra, Pseudomonas con tham gia tich cuc trong qua trinh hoa tan phosphate
v6 co, mot dang dudng chét thiét yéu nhung it san c¢6 cho cay trong. Cu thé, cac chung
nhu P. putida c6 thé san sinh acid hitu co (vi du: gluconic acid), giup giai phong
phosphate tir khoang vat tir d6 l[am tang ham lugng phosphate htru dung trong vung
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ré. Nghién ctru cia Glick (1995) ciing chi ra rang cac loai Pseudomonas c6 thé giam
stress sinh 1y cho cdy thong qua co ché phan hily ethylene - mot hormone thuc vat
lién quan dén stress - bang enzyme ACC deaminase tir d6 ting ning suét va kha ning

song sot cuia cdy trong trong moi trudng bat loi [45].

Trong khi nhiéu vi sinh vat c6 kha ning gitip ting truong thuc vat, Pseudomonas
dugc danh gia cao nho kha nang thich nghi méi trudng linh hoat, d& nudi cay va nhiéu
loai khéng gay doc cho con ngudi. So véi chi Bacillus vai kha nang sinh bao tur va
chiu duoc diéu kién khic nghiét, Pseudomonas cé téc do sinh truong nhanh va dé
dang chiém wu thé sinh thai tai vung ré, giup hinh thanh hé vi sinh vt c6 lgi 6n dinh
hon [46].

1.4. Tinh hinh nghién ctru vé chi vi khuin chiu min Pseudomonas trong dat
nhiém min
1.4.1. Céc nghién ctru da thye hién vé chi Pseudomonas trong dat nhiém min va

irng dung trong ciy trong.

Trén tinh hinh thyc té cta nghién ctru, cac chung vi khuan tmg dung can phai
thich nghi voi diéu kién dat bién ddo. Chdng chiu stress mubi 1a van dé tién quyét dé
Iira chon cac chung vi khuan. Pseudomonas & mét chi vi khuan c6 da dang moi trudng
séng, dat, nuée, thuc vat, dong vat,...Va méot sb ching trong d6 c6 kha nang sinh
trudng trong cac diéu kién ngat ngh¢o. Thuc vat [a mot dang séng phu thudc kha
nhiéu vao hé vi sinh vat trong dat. Tuy nhién ching ciing ¢ gidi han vé diéu kién
mudi trong dat, stress man ciing ¢ thé 1am hai t6i kha nang phat trién va ting truong
ctia chling. Cac nghién ctru vé cac loai thudc chi Pseudomonas chiu min thuong di
v6i cac ing dung trén thuc vat nham tiang cudng kha nang chdng chiu, kich thich sinh

trudng, bu dap, duy tri dinh dudng trong dat cho thuc vat, ...

Chi Pseudomonas ndi bat 1a mot trong nhirng chi vi khudn c6 su da dang sinh
thai 16n, ¢4 mat trong nhiéu loai méi trudng nhu dat, nude, thuc vat va dong vat [46].
Dic biét, nhidu loai thudc chi Pseudomonas da duoc ghi nhan c6 kha ning ton tai va
sinh truéng manh m& dudi cac diéu kién moi truong khic nghiét, bao gdm ca nong

d6 mudi cao [47].

Thuc vat, véi vai trd quan trong trong chudi san xXuét luong thue, phu thudc
mat thiét vao hé vi sinh vét trong dat dé hap thu dinh dudng va chdng chiu stress. Tuy
nhién kha ning sinh trudng cta ching bi gidi han nghiém trong béi ndng do mubi

trong dat din dén stress min gay hai dén cac qua trinh sinh truéng va phat trién [48].
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Nhitng nghién ctru gan ddy vé chi Pseudomonas chiu min tip trung vao tiém ning
g dung trong néng nghiép dé:

Cai thién kha nang thich tmg voi d6 man d6i voi cay trong bang cach diéu hoa
&p suat thAm thau va giam thiéu tic dong doc hai ctia ion Na+ [49].

Thuc day su phat trién cia cdy trong nhd qua trinh san xudt cac hormone thuc
vat nhu auxins, gibberellins va cac khodng chat (phosphate, kali) va c¢b dinh nito [50].

Bu dip va duy tri dinh dudng trong dat bang cach phan giai cac chat hitu co va
lam tang tinh kha dung ctia nhitng nguyén té dinh dudng thiét yéu cho cay trong trong
diéu kién méi trudng bat loi [51].

Mot nghién ctru dién hinh ctia Manisha Phour (2020) da minh chtng 1 rang
vai tro cua Pseudomonas trong viéc cai thién kha nang chiu man cua cay cai be An
Do (Brassica juncea), mot loai cay lay diu c6 dién tich trong rong 16n tai ddng bang
phia Bic An D¢ nhung dang ddi mat v6i sy suy giam nang suit do dat nhiém man.
Nghién ctru nay da ching minh duoc cac chung vi khuan vung ré& (Rhizobacteria) véi
kha ning thic day ting trudng thuc vat tir d6 cai thién su phat trién trong diéu kién
cang thang mudi va san xuat cac acid hitu co c6 kha ning hoa tan cac dang khoang
kho tan cua Kali va Phospho. Cac nghién ctru phan Iap hira hen nhét duoc nhan dién
la Pseudomonas argentinensis va P. azotoformans. Két qua nay khéc biét so véi cac
nghién ctru trude ddy von tap trung vao cac ching Pseudomonas fluorescens hoic
Pseudomonas putida trong viéc phan giai phosphate, nhung lai chua di sau vao kha
nang chiu man déng thoi san xuat hormone thuc vat. Cac dic tinh sinh hoa nay Ky
vong s& hd trg cai thién kha niang chiu min cing véi san luong cdy trong, mo ra

huéng tmg dung méi trong canh tac trén dat nhiém man.

Tuong tu, anh hudng tich cuc ciia chi Pseudomonas d6i véi kha niang chéng
chiu min & cay trong ciing duge xac nhan qua nghién ciru danh gia vai tro cia P.
extremorientalis trén cay Ké sita (Silybum marianum), mét loai cay duoc liéu quan
trong. Két qua chi ra rang viéc xir 1y cdy K¢é sita bang P. extremorientalis gop phan
tang cudng dang ké su sinh trudng cua ré (ting 90 %), chiéu dai than (ting 66 %) va
trong luong twoi (ting 64 %) so véi nhoém d6i ching. Sy ting trudng vuot troi nay
cho thay P. extremorientalis c6 tiém nang 16n trong viéc cai thién nang suat dong thoi
nang cao kha nang chiu dung cua cay trong trong diéu kién stress man. Nghién ctru
nay xac nhan rﬁng cac chung thudc chi Pseudomonas ban dia hoac duoc tuyén chon
k¥ ludng c6 thé dong vai trd nhu mot bién phap sinh hoc nham han ché téc hai cua

dd man td1 ndng nghiép.
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1.4.2. Nghién ctru t6i wu (pH, nhiét dd, dd min, ngudn cacbon, ngudn nitrogen)
anh hwéng dén kha ning sinh truwéng cia chi Pseudomonas

Qua trinh sinh trudng, phat trién va hoat dong sinh hoc ctia bt ky chung vi
khuan nao déu bi anh hudng sau sic boi cac yéu td moi truong va ngudn dinh dudng.
Dbi v6i Pseudomonas viéc diéu chinh t6i wru cac yéu td nudi cay nhu nhiét do, pH
moi trudng, cacbon va nito 1a cuc ky quan trong dé dat duoc hoat tinh sinh hoc tbi
da, bao gdm kha ning san sinh enzyme ngoai bao, acid hiru co, hodc cac chit chuyén
hoa thir cap c6 1oi [52, 53]. Vi vay, nghién ctru chi tiét vé moi trudng 1én men va moi
truong nudi ciy la budc quan trong nham khai thac hiéu qua tiém ning cta cac ching

vi khuan nay.

Mot nghién ctru quan trong ciia Mishra va cong su (2009) da khao sat ching
Pseudomonas sp. NARs9 (MTCC9002), duoc phan lap tir ving ré cia ciy rau dén,
nham danh gia va xac dinh diéu kién tdi wu cho su phat trién cung cac hoat dong trao
d6i chét ctia n6. Nghién ciru nay da xac dinh rang chiing nay sinh trudng tdi wu trong
khoang nhiét do 28 °C véi pH t6i uu 1a 8 va dang chi y 1a c6 kha niang chiu dung
noéng d6 mudi 1én dén 6 % NaCl. Piéu nay ching minh kha nang sir dung hiéu qua
ctia chiing trong cac khu vire dat nhiém min vira va cao. Ngoai ra, chung NARs9 con
thé hién kha nang san xuét acid axetic indole (IAA) va hoa tan phosphate ¢ nhiéu dai
nhiét d6 khac nhau (4, 15 va 28 °C). Pic biét, kha ning san xuat rhamnolipid (mot
loai biosurfactant) va siderophore (chét tao phirc sit) van dugc duy tri ¢ 15 °C phan
anh tinh linh hoat ciing véi tiém nang tng dung rong ciia chiing ¢ nhiéu mdi truong
khac nhau. Khi dugc ing dung dé vi khuan héa hat giéng lta mi, chung nay da 1am
tang ty 16 ndy mam 1én 19.2 %, chiéu dai than 30 %, va chiéu dai ré 22.9 % so véi
nhom ddi chimg khong duoc tiém ching. Két qua nay khac biét so v6i cac nghién
clru trude day tap trung chu yéu vao sy anh hudng ciia pH va nhiét d6 don 1¢ 1én su
phat trién, ma khong tich hop kha nang chiu man hodc cac kha ning thuc day ting
truong ¢ thyc vat da dang nhu TAA va siderophore.

Dbi véi chung Pseudomonas fluorescens, cac nghién ciru vé diéu kién nudi cay
da tap trung vao anh huéng cac nguon Cachon va Nitrogen khac nhau véi ty 1¢ C:N
bién ddi, trong khi giit nhiét 6 va pH khong doi [54]. Két qua cho thay, dau oliu
dugc xac dinh 1a ngudn cacbon t6t nhat va amoni nitrat 1a ngudn nito toi wu cho sy
sinh truéng cua ching nay cling sy san sinh chat hoat dong bé mat (biosurfactant).
Sy thay ddi trong ngudn cachon va nito gy anh hudng tryc tiép 1én tée d6 sinh truong

cling nhu kha ning tong hop cac hop chit sinh hoc ¢ gia trj cta vi khuan. Diéu nay
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tuong dong véi cac nghién clru vé to1 wru moi truong nudi cay cho vi sinh vat cong

nghiép, noi ngudn cacbon va nito 14 yéu té then chét quyét dinh hiéu suat san xuat.

Tom lai, t6i wu hoa diéu kién méi trudng va ngudn dinh dudng dic trung 13 yéu
t6 thiét yéu dé tan dung t6i da tiém ning sinh truong va hoat tinh sinh hoc cta ddi véi
chi Pseudomonas. Diéu nay khong chi gitip nang cao hiéu qua trong qué trinh 1én
men va trong qué trinh nudi ciy ma con 1a co sé virng chic dé phat trién cc tng dung
sinh hoc hiéu qua trong néng nghiép bén ving, dic biét 1a trén cac ving dat nhiém

man dang ngay cang mo rong.

C6 thé thdy, chi vi khuan Pseudomonas chiu man s¢ hitu tiém ning ung dung
to 1on trong viéc phan giai phosphate khé tan trong dat, dong gop vai tro truc tiép
trong viéc nang cao niang sudt cdy trong [55]. Tuy nhién, tai Viét Nam, du tiém ning
la rat 16n, van con mot khoang tréng nghién ciru dang ké. Hién tai, chwa nhiéu nghién
ctru chi tiét vé cac ching vi khuan voi kha nang chiu mén va phéan giai phosphate trén
nén dat cat nhiém man dic trung cua cac vung ven bién. Phan 16n cac cong trinh
nghién ciru trude day chu yéu tap trung VAo cac phuong phép cai tao dat tong thé,
trong khi viéc danh gia chinh xac tiém ning chuyén héa phosphate ciia cc ching vi
khuan nay trong moi truong dat con nhiéu han ché chua khai thac dugc triét dé [56].

Do d6, viéc nghién ctru va danh gia mot cach chinh xac kha ning chuyén hoa
ctia chung vi khuan nay trong diéu kién thuc té 1a v6 cing can thiét. Chinh tir nhirng
co s& phan tich trén, chung toi thyc hién nghién ciru “Nghién ctru toi wu diéu kién
1én men thu sinh khéi va danh gia kha ning chuyén héa phosphate ciia chiing vi
khuan chiu min Pseudomonas sp. TSP-B5.7 trong dat cat nhiém min” nham lap
day khoang trong nay, cung cap co sd khoa hoc cho viéc phat trién cac giai phap sinh

hoc bén viing trong nong nghiép tai Viét Nam.
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Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU
2.1.1. P6i twgng

Chung vi khuan TSD-B5.7 chiu min phan giai phosphate cao dwgc luu giit tai
Phong Sinh héa — Phan vién CNSH — Trung tim Nhiét d6i Viét — Nga. V& ngudn gbc

va dic diém hinh thai duge néu tai muc 3.1.1.
2.1.2. Héa chit, dung cu, thiét bj

Hoba chit

Trong nghién ctru ndy, mot sé hoéa chat chinh dugc sit dung bao gom:
KH; PO, (Merck, Puc), Na, HPO, (Merck, Dtc), cao thit (Merck, Dtc),
MgSO, -7H, O (Merck, Puc), Peptone (Trung Qudc), Glucose (Trung Qudc), NaCl
(Trung Qudc), Caz (PO, ), (Trung Qudc), Agar (Viét Nam). Ngoai ra, cac hoa chat
thi nghiém khac c¢6 d6 tinh khiét phtt hop dugc cung cip tir nhiéu hing uy tin trong
va ngoai nudc.

Hba chdt khdc va thuéc thir

Axit sulfuric (H, SO, ), axit phosphoric (H; PO, ), axit nitric (HNO3 ), axit
flohydric (HF), axit clohidric (HCI), axit pecloric (HCIO, ), natri hydroxide (NaOH),
amonia (NH, OH), natri cacbonat (Na, CO; ), kali dicromat (K, Cr, O, ), kali
sunfat (K, SO, ), dong sunfat ngdm nudc (CuSO, .5H, 0), (NH, ), SO, .6H, O,
FeSO,, C, 4 H;oBaN,; OgS,, C; 3 H;i O, N, methylene blue, 24-
dinitrophenol, kali antimon tactrat, amoni molibdat, axit ascorbic.

Dung cu

Cac dung cu thi nghiém st dung trong nghién ctru gém: dia Petri nhyua
(Biologix, M¥), micropipette va dau tip (Dtc), binh tam giac loai 100 ml, 500 ml va
1000 ml (Pirc), binh Duran (Pirc), ng Falcon 15 ml va 50 ml (Biologix, M¥), ong
Eppendorf 1,5 ml va 2 ml (Biologix, M¥), que cay Vi sinh, cac loai diia thiy tinh, ...

Vit tw nong nghiép va giong cdy trong

Cai be mao ga Phu Nong 711, méng toi 14 to Phu Nong, phan dam Pha My,
kali Phu My, 1an Lam Thao, vi lugng Yzuka, humic Hop Phat.

2.1.3. Thiét bi, may méc
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Bang 2.1. Dung cu va thiét bi duoc st dung

Hang san xuat/ Xuat

STT Tén thiét bi / dung cu i
1 | Box cay vi sinh vat Clean Bench TCV 02-1 Viét Nam
2 | Box cfiy vi sinh vat Laminar LB Viét Nam
3 | Can phan tich 4 s 1é Sartorius (Prc)
4 | Can k¥ thuat Ohaus (M¥)
5 | May lac rung Provocell™ Hitachi (Nhat Ban)
6 | May lac 6n nhiét IKA (Dric)
7 | May lac tron Pric
8 | May ly tam lanh to CF16RXII buc
9 | Maylytam Eppendorf (Dtic)
10 | May nuoi lac Centomat® HK Duc
11 | May quang phd UV2500 My
12 | May tron Vortex / Voltex OSI My

=
w

May khudy tir, con lac tir

Velp Inc. (Hoa Ky)

14 | Nbi hap khir tring Sanyo (Nhat Ban)
15 | Hé théng thiét bi 1én men 10 lit Han Quéc

16 | Tulanh 4°C Italia

17 | Ta lanh -25°C MDF-192 Sanyo (Nhat Ban)
18 | Ti am/ Tu say Nhat Ban

19 | Lo visong Panasonic (Nhat Ban)
20 | May do pH 7110 WTW (Anh)

21 | Kinh hién vi quang hoc Olympus (MY)

N
N

Cbc thuy tinh 1000 mL, 500 mL, 200 mL, 100 mL

Trung Qudc

N
w

Ong dong 1000 mL, 500 mL, 250 mL, 50 mL

Trung Qudc

24

Diia thily tinh, thia can, gidy can...

Viét Nam

2.1.4. Moi trudng nuoi cfiy

MBoi truong Pikovskaya’s cai tién (PK) (g/1): Glucose - 10; cao ndm men —
0,5; (NH4)2SO4—0,5; MgS04.7H,0 - 0,1; Ca3(POs), - 5; KC1 - 0,2; MgCl.6H,O
— 5, NaCl - 10.
Moi trudng PVK (g/1): thanh phan twong ty moi truong PK cai tién c6 bd sung
20 g/l agar.
Céc mdi truong duoc khir tring & nhiét d6 121°C va ap suét 1 atm trong 20 phut

trudc khi su dung.
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2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.2.1. Phwong phap lra chon méi truomg va tdi wu diéu kién 1én men

Dé lva chon moi trudng phi hop va téi wu diéu kién 1én men cua chung vi
khuan Pseudomonas putida TSD-B5.7 chiu man phan giai phosphate nhu sau :

2.2.1.1. Anh hwéng ciia nguéon cacbon

Str dung méi trudng lua chon sau khao sat cua tirng ching dé thay thé va bo
sung nguon cacbon: glucose, fructose, saccharose, lactose, galactose. Cac chung dugc
nudi cay trong binh tam giac 100 ml, mdi binh chita 30 ml méi trudng c6 thanh phan
khéo sat. Sau d6 nudi 1ic & nhiét do 30°C trong 48 gid, 180 vong/phdit.

Lwa chon ngudn cacbon cho cho mat do té bao cao nhat cho nghién cuu tiép.

Chi tiéu theo d&i: mat do té bao chung nghién ciru (CFU/mI).

- Anh hwéng ciia nong dé cacbon lwa chen:

Ngubdn cacbon da lya chon s& duoc b sung vao cac binh nudi cay chira 30 mL
moi trudng véi ndng do tir 1 % — 3,5 %, budc nhay 14 0,5 %. Sau d6 nuéi lic & nhiét
do 30°C trong 48 gid, 180 vong/phdat.

Lwa chon ndng do cacbon bo sung cho cho mat do té bao cao nhat cho nghién
ctu tiép.

Chi tiéu theo ddi: mat do té bao chung nghién cau (CFU/mI).

2.2.1.2. Anh hwéng ciia nguén nito

Str dung moi truong lya chon sau khao sat cua ting chang 0,5% nguon nito
gom: cao nam men, pepton, cao malt, NaNOs, casein va d6i chimg 1a moi truong lra
chon. Cac chung duoc nudi cay trong binh tam giac 100 ml, mdi binh chaa 30 ml moi
truong ¢6 thanh phan khao sat. Sau d6 nudi lac ¢ nhiét do 30°C trong 48 gio, 180
vong/phdt.

Lwa chon ngudn nito cho mat do té bao cao nhat cho nghién cuu tiép.

Chi tiéu theo ddi: mat do té bao chung nghién ciu (CFU/mI).

- Anh hweng ciia néng dj nito lya chon:

Ngudn nito di lra chon s& dugc bo sung vao cac binh nudi cdy chira 30 mL moi
truong véi nong do tir 1 % — 3,5 %, budc nhay 1a 0,5 %. Sau d6 nudi lic & nhiét do
30°C trong 48 gio, 180 vong/phut, ty 1é tiép gidng 10 %.

Lwa chon ndng dd nito bd sung cho mat do té bao cao nhat cho nghién cuu tiép.
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Chi tiéu theo d&i: mat d6 té bao chung nghién ciu (CFU/mI).

2.2.1.3. Anh hwéng ciia nhiét dp nuéi ciy

Viéc nudi ciy chang vi khuan duoc tién hanh trong binh tam giac 1000 ml chua
330 ml moi treong lya chon ¢ diéu kién lic 180 vong/phut, thoi gian 48 gid, pH ban
dau 7, ty 18 tiép gibng 10 %. Méi trudng nudi cdy duoc bd sung thém cac ngudn
cachon, nito ciing véi mudi khoang phu hop. Dai nhiét do khao sat tir 25 °C — 40 °C,
budc nhay la 5 °C.

Lwa chon nhiét do cho mat do té bao cao nhat cho nghién cau tiép.
Chi tiéu theo d&i: mat do té bao chung nghién ciu (CFU/mI).

2.2.1.4. Anh hwong pH ban diu

Nudi cay chang vi khuan trong binh tam giac dung tich 1000 ml ¢6 chtra 330
ml méi truong lya chon dugc bd sung cac ngudn cacbon, nito va mudi thich hop &
diéu kién lac 180 vong/pht, thoi gian 48 gio, ty 18 tiép gidng 10 % va nhiét 46 da
xac dinh. Gia tri pH duoc khao sat trong khoang 5 dén 8 véi mic thay d6i 0,5 don vi.

Lua chon pH ban dau cho mat d6 té bao cao nhat cho nghién cuu tiép.
Chi tiéu theo ddi: mat do té bao chung nghién cau (CFU/mI).

2.2.1.5. Anh hwéng ciia toc dj lic

Nudi cay chung vi khuan trong binh tam giac dung tich 1000 ml, mdi binh chira
330 ml mdi truong lra chon duoc bo sung cac nguon cacbon, nito va mudi thich hop
trong thoi gian 48 gio, ty Ié tiép giong 10 %, nhiét d6 va pH da xac dinh. Khao sat
Vi cac toe do lac lan luot 1a 100, 150, 200, 250 vong/phuit.

Lua chon tdc @6 lic cho mat do té bao cao nhat cho nghién cuu tiép.
Chi tiéu theo ddi: mat do té bao chung nghién ciu (CFU/mI).

2.2.1.6. Anh hwéng ti I¢ tiép giong

Nudi cay chung vi khuan trong binh tam giac dung tich 1000 ml, mdi binh chira
330 ml méi trudng lua chon dugc bd sung cac ngudn cacbon, nito va mudi thich hop
trong thoi gian 48 gio, nhiét do va pH, toc do lac da xac dinh. Cac ty 18 tiép giéng
duoc khao sat bao gom 1 %, 3 %, 5 %, 7 % va 10 %.

Lua chon tdc @6 lic cho mat do té bao cao nhat cho nghién cuu tiép.

Chi tiéu theo ddi: mat do té bao chung nghién ciu (CFU/mI).
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2.2.1.7. Anh hwéng ciia thoi gian nuéi cdy
Chung vi khuan duoc nudi cay trong binh tam giac dung tich 1000 ml chtra, mdi

binh chira 330 ml méi trueong lra chon dugc bo sung cac ngudn cacbon, nito va mudi
thich hop trong diéu kién nhiét d6 va pH, tc do lic va ty 1¢ tiép giong da xac dinh.
Tién hanh ldy mau theo gio (0; 6; 12; 18; 24; 30; 36; 42; 48: 54; 60 gio) dé xac dinh
mat do té bao tai thoi diém lay mau.

Lua chon thoi gian nudi cay tai thoi diém cho mat do té bao cao nhat .

Chi tiéu theo ddi: mat do té bao chung nghién ciu (CFU/mI).

2.2.1.8. T6i wu méi trwong va diéu kign nuéi cdy doi véi chiing vi khuan TSP-BS5.7
theo phwong phdap Box - Behnken

Sau khi lya chon duoc 3 yéu td co tac dong nhat ti kha nang nhan sinh khoi
ctia ching TSP-B5.7, tién hanh thiét ké thi nghiém tbi tru mdi truong Box - Behnken
thudc Phuong phap dap (mg bé mit (RMS - Response Surface Methodology) [57].

Tiép tuc lwa chon cac gia tri toi wu vé lugng cho cac yéu to nay, nghién ciru sir
dung thiét ké t6i uu Box - Behnken 3 yéu té voi 17 thi nghiém trong dé c6 5 thi
nghiém trong tam lap lai. Thiét ké Box-Behnken véi 3 yéu td, 5 thi nghiém lap lai tai
diém trung tdm va 3 mic khac nhau (cao "+1", trung binh "0" va thap "-1") da duogc
sit dung. Thiét ké Phuong phap bé mit dap tmg (RSM) tao ra 17 thi nghiém, nhu thé
hién trong Bang 2.2. M6i quan hé giita cac thanh phan duoc biéu dién bang mé hinh
da thurc bac hai:

Y =a+aiX;+aXs+aXs +anXi.Xe + anXe.Xs + aiXi.Xs + anXi? + anXo?
+ a33X3?

Trong d6 Y 1a gia tri dy doan (Mat d6 té bao, ODsoo), a 1a gia trj cat, X 1— X[
1a gia tri ctia cac thanh phan moi trudng thir nghiém, al1—all 14 cac hé s6 tuyén tinh,
all[]—al[] 1a cac hé sb twong tac giita cac thanh phan va all[J—all[] la cac hé s bac
hai. Phan tich ANOVA va cac gié tri hoi quy duge thuc hién bang phan mém Design-
Expert 13. Y nghia ctia mé hinh thuc nghiém va phuong trinh da thire dugc xac nhan
bang cach xac dinh hé s6 R? va ¥ nghia théng ké duoc danh gia duwa trén gia tri p
<0.05.

M6 hinh cua thi nghiém danh gia duoc thiét ké nhu trong bang 2.2 sau:
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Bang 2.2. Ma tran thuc nghiém Box-Benhken ba yéu t6 va mat do té bao ching

TSD-B5.7
Thi nghiém X1 X2 X3
1 -1 -1 0
2 -1 1 0
3 0 0 0
4 -1 0 -1
5 0 -1 -1
6 -1 0 1
7 0 0 0
8 0 0 0
9 0 -1 1
10 0 0 0
11 1 1 0
12 0 1 1
13 1 -1 0
14 1 0 -1
15 0 0 0
16 0 1 -1
17 1 -1 1

2.2.2. X4y dung quy trinh 1én men thu nhén sinh khoi

Pén xay dung va hoan thién quy trinh 1én men thu nhan sinh khéi chung vi
khuan chiu man phan giai phosphate, quy md 7 lit/mé tién hanh cac nghién ctu:
Puong chuan gitra gia tri mat d6 quang ODg o o Vva mat do té bao trong dich
huyén phu dugc thiét 1ap dya trén phuong phap cua Van Alst va cong su.
Tién hanh nubi cdy chung vi khuan TSD-B5.7 trén méi trudng long phu hop
dé tién hanh do ODgoo. Mat d6 té bao (CFU/mL) &ng v&i c4c thoi diém thu mau dugc
xéc dinh sir dung phwong phap dém khuan lac.



30

Mau can kiém tra mat do duoc lic déu, sau d6 dung pipet v6 tring lay 1 ml
dich vi sinh cho vao ng nghiém chta 9 ml dung dich mudi sinh Iy vé tring (NaCl
0,85%) va tron déu.

Tiép theo, hat 1 ml dung dich tir 6ng nghiém nay chuyén sang éng nghiém
khac ciing chira 9 ml dung dich muéi sinh Iy v tring.

Tt dung dich pha lodng thich hop, 1y 0,1 ml cho vao dia Petri c6 chtta moi
truong thach twong tng. O mdi d6 pha lodng, tién hanh cay it nhat 3 dia dé tang 4o
tin cay khi dém khuan lac. Mau duoc trai déu trén bé mat thach bang que gat vé tring.

Sau d6 u & diéu kién nhiét do thich hop trong khoang 24 — 72 gio.

Sau thoi gian nudi cdy, tién hanh dém sb khuan lac vi khuan TSD-B5.7 trén
mdi dia va tinh toan mat do té bao theo cong thuc:

- Céng thure tinh mat do VSV:

N
A(CFU/mL) =

NiVa +...+ niVs

Trong d6: A: mat do té bao (don vi hinh thanh khuan lac trong 1 mL dich
giong; N: 1a téng khuan lac dém duogc trén cac dia; ni: 1a s6 lugng dia cay tai d6 pha
lodng thi i; fi: 1a &6 pha lodng; V: thé tich dich mau (mL) ciy vao trong mdi dia).

Viéc dém s khuan lac dugc tién hanh tai cac mac pha lodng khac nhau véi it
nhat 3 dia 1ap lai cho mdi nong do nham dam bao do chinh xac.

Dung duong cong sinh truong dua trén gia tri OD600 va CFU/mL (phu luc
1.3).

Nghién cizu qua trinh Ién men thu héi sinh khi

Phuong phap hoat hoa chung giéng: Cac chung gidng duoc bao quan trong
glycerol 38% & diéu kién - 80° C. Truéc khi sir dung, giéng duoc nudi ciy hoat hoa
trén moi trudng LB (vi khuan), ¢ diéu kién thich hop. Chang gidng dat yéu cau dé
dua vao nhan gidng cd hinh théi té bao, khuan lac va dic tinh dic trung theo mo ta.

Phuong phép nhan gidng, 1én men:

Phuong phap nhan gidng cap 1: Nhan gidng trong binh tam giac 300 mL c6
chira 100 mL méi truong trong may lac 6n nhiét & nhiét do, thoi gian thich hop.

Phuong phap nhan gidng cip 2: Ching sau nhan gidng cap 1 duoc chuyén Vi
ty 1€ 5% vao binh tam giac dung tich 1000 mL, bén trong c6 330 mL mdi trueong nudi
cay sau d6 lc 6n nhiét o nhiét do, thoi gian thich hop.

Céc chung vi khuan sau khi duoc nhan gidng cip 2 duoc bd sung 5 % gidng
vao thiét bi 1én men 10 lit chira méi trudng va cac diéu kién 1én men lya chon.
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Nghién ctru, diéu chinh dé xay dung quy trinh 1én men thar nghiém quy mé 7
L/mé dua vao céc thdng sé thich hop bao gom:

Nghién ctru tac dong cua diéu kién cip khi dén qué trinh nuéi cay ching vi
khuén TSD-B5.7 st dung thiét bi 1én men 10 1it c¢6 kha nang diéu chinh luong khi suc
vao véi mire 3, 5, 7,5 lit khong khi/lit moi truong/phut. Mat d6 té bao thu dugc ¢ cac
muc cép khi khac nhau dugc st dung lam co so dé x4c dinh diéu kién céip khi t6i wu
cho chung.

Khao sat thoi gian 1én men thu sinh khéi: nuéi cdy chung vi khuan TSP-B5.7
trén moi truong thich hop da lya chon. Khéo sat thoi gian 1én men & 24, 48, 72 gio.

Khao sat ty 1¢ tiép giong : nudi cdy lan lugt chung vi khuan TSP-B5.7 trén thiét
bi 1én men 10 L. Khéo sat ty 18 tiép gidng 5 %; 7 %; 10 % v&i thoi gian 1én men phi
hop.

2.2.3. Phuwong phap xac dinh kha ning chuyén héa Phosphate

Pé khao sat duoc kha nang chuyén hda phosphate tién hanh nudi cay chang
vi khuan trén méi truong NBrip long (g/1): glucose 10, Caz(POa4)2 5, MgCla.6H:0 5,
MgS04.7H,0 0,25, KCI 0,2, (NH4)2S04 0,1 va pH 7,0 ¢ b sung NaCl ¢ cac nong
d6 (0,1, 2, 3,5, 7, 10%) & 30°C, 4 ngay, toc d6 lic 200 vong/phut. Xac dinh mat do
té bao va luong PO, 3 giai phong vao méi truong s dung phuong phap xanh
molypden [58].

Dé danh gia duoc luong phosphate téng sé va phosphate hitu hiéu do vi sinh
vat phan giai duoc, trong nghién ciru nay cac ky thuat phan tich da dugc ap dung nhu:
Phwong phdp xdc dinh phosphate téng sé trong dung dich

Tién hanh theo TCVN 8940:2011 hoic twong duong.
Phdn tich ham lwong phosphate téng sé trong dat [59, 60]

Mau dit duoc phé hay bing hdn hop axit sulfuric va axit pecloric nham hoa
tan cac hop chat chira phosphate. Ham luong phosphate dugc xac dinh theo phuong
phap so mau xanh molypden, trong d6 duéi diéu kién axit, cac dang phosphate vo co
bi chuyén hda thanh dang octophosphate, rdi két hop véi amoni molybdat dé tao thanh
phtrc chat mau xanh. Cudng d6 mau thu duoc dugc do tai budce song 720 nm. Puong
chuan dugc trinh bay tai phu luc 2.1.

Phuong phdp xdc dinh lirong phosphate hizu hiéu trong dat (TCVN 8661 :2011)

Puoc tién hanh duwa trén nguyén tic chiét tach cac hop chat phosphate trong
dat bang dung dich NaHCO5; 0,5 M c6 pH 8,5, véi ty 1é phéi tron dat va dung dich
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chiét 1a 1:20, sau d6 lac trong vong 30 phit. Dung dich natri hidrocacbonat & pH kiém
nay c¢6 kha ning hoa tan chu yéu cac dang FePO, , AIPO, va mét phan nho
Caz (PO, ), . Luong phosphate c6 mit trong dich chiét dugc xac dinh bang phuong
phap so mau xanh molybdat, do mat do quang & budc séng 882 nm bang quang pho
ké. Buong chuan dugc trinh bay tai phu luc 2.2.

2.2.4 Phwong phap danh gia hiéu qua chuyén héa phosphate trong dét

Dé danh gia dwgc hiéu qua ch'uye‘;n hoa phosphate vo co thanh phosphate hitu hiéu
trén ddt cat san ho sé dwgc bo tri theo thi nghiém sau:

* Thi nghiém danh gia su bién d6i ham luong phosphate trong dat trong cay.

Péi tuong: Gidng rau duoc sir dung 14 gidng rau mong toi 14 to Phu Nong.
Chuan bi vat liéu: DAt cét sau cai tao v6i thanh phan bentonite (3%), Gia thé
(10%) véi thong sd ban dau nhu sau: Trit am tdi da: > 26 %, pH=6,0 — 8,0, Ham
lugng cacbon hitu co (OC): 1,0-2,85%, N tong sb: 0,095 - 0,270 %, Lan tong so
(P20s) : 0,70-0,75%, Kali tong s6 (K20): 0,05 - 2,35 %, Ché pham vi khuan phan giai
phosphate chiu man.
Déi vai chang vi khuan phan giai phosphate, dich nudi dugc pha lodng va hiéu
chinh vé mat d¢ 103, 10° va 10° (CFU/mL) bang nuéc khir khoang da tiét trung.
Puoc tréng trén nén dat cat sau phoi tron duoc tién hanh thanh tring trudc khi
sir dung. Mdi chau thi nghiém chira 1 kg dat tuong ang voi mot cong thire thi nghiém
riéng. Thi nghiém duoc 1ap lai ba 1an, mdi 1an st dung mot chau doc 1ap. Mau dat tur
cac chau thi nghiém va déi chimg duoc thu thap theo cac méc thoi gian: trudc khi
trong cay, 1 tuan, 2 tuan, 3 tuan, 4 tuan va 5 tuan sau khi trong. Cac mau nay sau d6
dugc phan tich dé xac dinh ham leong phospho tong sb va phospho dé tiéu trong dat.
Thiét ké thi nghiém duya theo bang 2.3:
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Bang 2.3. Anh huong vi khuan phan giai Phosphate

. Mat d6 vi khuan
. , uong
Khoi lugng dat phan giai
Cong thurc Ca3(POa)2 ,
(1 kg) ® phosphate bo sung
g
(CFU/mL)
Pbi chimg 4m (CSH) 1 0 0
Déi chimg duong (Dét
1 5 0
phu sa)
Cat san ho 1 5 10°
Cat san ho 1 5 108
Cat san ho 1 5 10°
Cat san ho sau cai tao 1 5 103
Cat san ho sau cai tao 1 5 10°
Cat san ho sau cai tao 1 5 10°

2.2.5. Panh gia kha niing niy mim cia hat

2.2.5.1. Vit liéu thi nghiém
- Dich nuéi ciy Chung vi khuan phan giai phosphate TSD-B5.7

- bat trong trudce va sau canh tac cac vu
- bat cat san ho

2.2.5.2. Chudn bij vit liéu

Chung vi khuan duoc nudi ting sinh riéng 16 trong binh tam giac dung tich 100
mL, mdi binh chta 30 mL moi truong TSB (Tryptone Soya Broth) trong vong ba
ngay. Thanh phan méi truong TSB cho 1 L dung dich bao gém 30 g TSB hoa trong
1 L nuée cit. Sinh khéi vi khuan dugc thu hoi bang cach chuyén dich nudi ciy vao
dng Falcon 50 mL va ly tAm & téc dd 6.000 vong/phut trong 5 phut. Sau khi ly tAm,
phan dich ndi duoc loai bo, giit lai phan té bao dé sir dung cho cac bude tiép theo.
Sau d6, dich huyén phu duoc hiéu chinh vé cac mat do 1001, 1001, 1001, 100 va 100
(CFU/mL) bang nuéc cét tiét tring.



34

2.2.5.3. Bo tri thi nghiém

Thi nghiém tién hanh bing cach ngdm 30 hat rau cai trong 30 mL dung dich
huyén phu chtra chung vi khuan TSD-B5.7 riéng biét, huyén phu dat di cai tao tir cac
vu trudce va sau canh tac trong thoi gian 4 gid. Sau do, cac hat dugc chuyén vao dia
Petri chtra gidy loc da tiét trung, 1am wdt bang nude khir khoang tiét trung, va bao
quan trong diéu kién t6i cua phong thi nghiém. Mdi nghiém thtrc dwoc lip lai ba lan,
v6i mdi 1an lip ing v6i mot dia Petri chira 30 hat rau cai & cung ndéng d6 vi khuan.
Déi ching dugc thyc hién twong ty, nhung hat rau cai chi ngdm trong huyén phu cat
san ho tiét trung, khong chira vi khuan. S6 hat nay mam dwoc quan sat va ghi nhan

lién tuc trong 6 ngay.

Bang 2.4. Ki hiéu mau thi nghiém

Ki hiéu Tén mau
M1 Cat san ho
M2 DC (Dét phu sa)
M3 Pit trudc canh tac
M4 Pit sau canh tac
M5 Chuang phéan giai phosphate

2.2.6. Panh gia dwgc sw phat trién ciia mot so loai rau xanh bé sung ché phim
vi khuén phan giai Phosphate so véi khi sir dung cic ché pham khac sé dwoc tién

hanh theo cac thir nghiém:
* Thir nghiém hiéu qua doc lap caa ché pham ddi véi cay trong.

+ Dia diém thir nghiém : Tha nghiém trong rau dugc thuc hién tai Nha mang
trong rau, Tram nghién cau thir nghiém bién (Pam Bay, Hon Tre) Chi nhanh Ven
bién/Trung tam Nhiét déi Viét - Nga, Nha Trang, Khanh Hoa.

+ Tao céc luéng dat kich thuéc: Dai x rong: 2 m x 1 m déu nhau, giira cac
lubng cach nhau 17 cm duoc lat gach cao 0,3 m ¢6 hé théng 15 thoat nuéc;

+ Dung vai dia k¥ thuat tién hanh 16t dudi cac lubng vira duoc tao nham han
ché x6i mon, rira troi va diéu chinh kha nang thoat nuéc caa ludng.

+ Chuan bi vt liéu: DAt cét sau cai tao véi thanh phan bentonite (3 %), Gia
thé (10 %) v&i thdng sé ban dau nhu sau: Trit am téi da: > 26 %, pH= 6,0 - 8,0, Ham
lwong cacbon hitu co (OC): 1,0 - 2,9 %, N tong sb: 0,1 - 0,3 %, Lan tong s6 (P20s) :
0,7 - 0,8 %, Kali tong s6 (K20): 0,1 - 2,4 %, Ché pham vi khuan phan giai phosphate
chiu man.
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+ Péi twong thir nghiém: Gidng rau duoc sir dung 1a gidng Cai be Hong Koéng
F1 chiu nhiét ciia cong ty rau Viét A va mong toi 14 to Phii Nong.

+ B4 tri cac nghiém thac (bang 2.5): Cac nghiém thtc dugc bé tri hoan toan
ngau nhién va thyuc hién véi ba lan Iap lai cho mdi nghiém thic. CAc bién phéap ki
thuat trong va cham soc giita cac cong thirc 1a nhu nhau.

+ Trong d6 gia thé du kién c6 thanh phan nhu sau: B3 bun mia: Trau hun:Phan
bo 1 hoai vai ty 1€ 40 : 30 : 30.

* S0 sanh va&i hiéu qua khi sir dung bo ché pham do dé tai “Nghién ciu iing
dung céng nghé sinh hoc dé cdi tao cdt san hé thanh dit canh tac bang mang sinh
hec Polysaccharide, vt ligu két dinh bentonite va vi sinh vdt hizu ich”.

- Ché pham vi sinh vat hitu ich chiu man NPC d¢am bao TCCS chat luong: Mat
d6 vi sinh vat hitu ich (vi khuan ¢ dinh dam, vi khuan phan giai phosphate kho tan
va vi khuan phan giai cellulose) > 1,0 x 10’ CFU/g, P am < 15 %.

- Ché pham vi sinh vat sinh mang nhay polysaccharide chiu man BTS dam bao
TCCS chat lugng: Mat d6 vi sinh vat sinh mang nhay > 1,0 x 10" CFU/g, Mat d6 nAm
men > 1,0 x 10’ CFU/g, D6 am < 15 %

- Gidng rau duoc st dung: Cai be mao ga Phii Nong 711, mong toi 14 to Phu
No6ng.

Chuan bj dat tréng thtr nghiém:

Dit cai tao trong thir nghiém duoc sir dung theo cong thirc nhu sau: Cat san
hd : bentonite (97:3) + 0,25 % Ché pham vi sinh vat sinh mang polysaccharide BTS
chiu man + 0,25 % Ché pham vi sinh vat hitu ich chiu man NPC + 10% gia thé.

- Céc budc chuan bi dat tién hanh twong ty nhu ddi véi muc thir nghiém hiéu
qua doc lap ché pham vi sinh vat phan giai Phosphate.

- P6i ching Am cat san hd: Céat san hd Truong Sa, khong Ian céc loai rac thai,
xac dong vat va cac thanh phan tap chat khac, da duoc nghién, sang nho dé trong cay.

- Béi chimg duong dat phii sa: Sir dung dét canh tac Iy tai Tram nghién cau
thir nghiém bién Bam Bay duoc 1am sach co, danh toi.
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Bang 2.5. Anh huong cua ché pham vi khuan phan giai Phosphate téi cay trong

Thanh phan (%) CT1 bC1 bC2

Céat san ho 97
Bentonite 3 (s

. . . \ ] , R bat dam
Ché pham vi khuan chiu man Cat san ho b
ey 0,5 ay
phan giai phosphate
Gia thé phdi tron 10

Phuong phap cham séc:

- Tudi nude: Sau khi gieo hat rau can phai tudi ngay dé gitr am do phu hop gidp
hat gidng rau nay mam tét. Pinh Ky tudi nude 2 lan/ngay (budi sang va budi chiéu).
Vao nhiing ngay c6 mua, luong nude tudi cho ludng rau dugc diéu chinh linh hoat
dua trén d6 am thyc té caa dat. Néu am do cao trén 60 % (bop dat thay nudc chay
qua ke tay), khong tuéi nudc dé tranh 1am anh hudng dén bo ré cua rau. Rau can giir
am thudng xuyén, do am thich hop 12 60 % thi cho ning suat cao va chat luong tot.

- Thuong xuyén kiém tra, nhd co va loai bo cay rau nhiém bénh dé han ché lay
lan va giam str dung thudc bao vé thuc vat.

* Thu hoach rau:

Rau duoc thu hoach sau thoi gian tudi nudc budi sang khoang 30 phdt.

Rau duoc thu hoach theo 3 dot.

Dot 1: tinh tir khi gieo hat dén khi cét thu hoach rau dot 1 (26 ngay sau gieo).
Dot 2: tinh tir sau khi thu hoach lan 1 dén trude khi thu hoach lan 2 (20 ngay).

Dot 3: tinh tir sau khi thu hoach lan 2 dén trude khi thu hoach rau 1an 3 (20
ngay)

* CA&c chi tiéu theo ddi cay rau:

Tai mdi cong thuc theo ddi c¢b dinh 15 cay ghi nhan cac chi tiéu sinh truong
gom s 14, chiéu rong 14, chiéu cao cay va ning suat khi thu hoach. Céc chi tiéu nay
dugc do dinh ky mdi 7 ngay bat dau tir ngay tht 7 sau khi gieo hat va tiép tuc dén
thoi diém thu hoach thé:

- Chiéu cao cdy: do bang thuéc nhya dai 50 cm, xac dinh chiéu cao cdy bang

cach do tir mat dat 1én dén dinh sinh truong;

- C4c yéu td tao thanh ning suat:
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+ Khéi Iwong trung binh trén cay (g/cay): chon ngau nhién 10 cay trong mdi &
thi nghiém, nhé ca ré, giii sach dat nhung giir nguyén phan goc va 14 gia, sau do tién
hanh cén.

Trong lwong trung binh Mat do cay
Cay Dién tich (ha)

+ Niang suat ly thuyét (tin/ha) =

+ Panh gia nang suat va cht luong cua tirng céng thic thdng qua cac chi tiéu:
Khdi lwgng cy (g): nho ca ré, rii bo dat, gitr nguyén ca goc va 14 gia dem can.
Ning suat ca thé (g): loai bo ré 14 gia, 14 khong dn duoc roi dem can.

Viéc thu thap miu dat tai cac nghiém thirc va ddi ching duoc tién hanh & céc
méc thoi gian ngay 0 va sau 30 - 40 ngay, dé phuc vu phan tich ham luwong lan tong
s6 va lan dé tiéu.

2.2.7. Xir 1y thong keé sd liéu

Dir liéu thu dugc tir thi nghiém sau khi khao sat cac diéu kién nudi cay phu hop
v6i chiing vi khuan dugc tuyén chon duge xur 1i va phén tich dua trén phuong phap
ANOVA. Két qua dugc phan tich theo kiém dinh Friedman. Céc gié tri trung binh
dugc xir 1y thong ké bang phép so sanh Tukey & mitc ¥ nghia 0,05 twong tng véi do
tin cay 95%.
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Chuwong 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Nghién ciru lya chon mdi trwomg va téi wu cac diéu kién 1én men ciia chiing
vi khuan Pseudomonas putida TSP-B5.7 chiu min phan giai phosphate

3.1.1. Ngudn goc va thong tin dinh danh chiing vi khuian TSP-B5.7

Bang 3.1. Bic diém khuan lac va té bao cua chung vi khuan TSP-B5.7

Tén e ez . .. Mo ta khuan | Pac diem
. Dac diém hinh thai o
chung : lac té bao
Khuan lac A
. N Gram am,
khong déu, P
. \ L té bao
TSD - nhd, mau trang .
, hinh que
B5.7 trong, mép .. g
. - dai, xép
khong nhan, x.
, chuoi
uot

Chung vi khuan TSP-B5.7 dugc phan lap va tuyén chon dugc tir mau dat
lay tai dao Truong Sa Pong (TSP) vé hinh thai khuan lac quan sat co duong
kinh 1-3 mm, hinh tron v&i bé mit uét va mau trang duc. Té bao vi khuan c6
dang hinh que, xép thanh chudi voi chiéu rong té bao > 1,0 pm. Pham vi sinh
truong cta chung trai dai tir 25 dén 55°C, pH tir 4 dén 9 va c6 kha nang chiu
min trong khoang 0—10 % NaCl. Sau d6 tién hanh dinh danh va phan loai két
qua dinh danh dugc bo sung:

Trinh t 16S rRNA ciia chiing vi khuan Pseudomonas putida TSP-B5.7.

>PP064927.1 Pseudomonas putida strain TSP-B5.7 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

ACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATA
CGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
GTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGA
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGC
CGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCTAATACCTTG
CTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCA
AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCT
CAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAGGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAA
TCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACT
CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCA
GCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAT
CATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGA
GCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGT
AATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTG
GGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGG
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Bang 3.2. Thong tin dinh danh cuaa chang vi khuan TSD-B5.7

Kha Chire niang Phan loai
,\ , nang theo cap | Ma ding ki
T h
en Chung chiu | Hoattinh | . |d)ATSH| Genbank
min (%) | sinh hoc T (*)
Pseudomonas Phan oidi
glai
i 125-12 .
putida TSD-BS.7 | 110 | phosphate X 8’33_ Cip1 | PP064927.1
Khé tan ® (mg/L PO4*)

Ghi cha:

(1): Hoat tinh phan gidi phosphate kho tan dwoc xac dinh trén moi trueong Nbrip
b6 sung 1 - 3% NaCl.

Ddnh gid khd nang chiu man tic dong dén hoat tinh phan gidi phosphate ciia

chiing vi khudn.

Kha ning phén giai phosphate khé tan s& duoc thé hién qua ham lugng (PO4)*

duogc tao thanh trong dich nuéi céy chung vi khuan.

Tién hanh 1én men b6 sung nong dd mudi khac nhau ctia ching vi khuan TSD-

B5.7 sau 72 gio thu dich nudi cdy, sau d6 ly tam 13y dich trong. Két qua nhu sau:
Ham luong (PO4)*

140

120 A

100

Ham lugng (PO4)3‘ (mg/L)
@D 2]
o o
" 1 " 1

B
(=]
1

N
o
1 L

= TSD-B5.7

1 2 3 4 5 6 7
Nong d6 Nacl (%)

Hinh 3.1 banh gia kha nang chiu man ciaa chung TSD-B5.7

Két qua khao sat cho thdy ¢ nong do mudi tir 1 - 3 %, hoat tinh giai phong
PO[13[] dat mirc cao nhét, trong d6 chung TSD-BS5.7 dat gia tri tdi da tai 2 % NaCl
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(128,3 mg/L). Chung TSP-B5.7 duy tri hoat tinh twong ddi cao ngay ca ¢ ndng d6 5
% NaCl (95,6 mg/L) cho thiy kha ning chiu min tot. Khi ndng d6 mudi ting 1én 7 %
va dac biét la 10 %, kha ndng giai phong PO ?[] gidm manh, phan anh ro tac dong

{rc ché cua diéu kién man 1én hoat dong sinh 1y va h¢ enzym cua vi khuan.
3.1.2. Anh huéng ciia mdi treong dén qua trinh 18n men thu sinh khéi

Chung vi khuan TSD-B5.7 dugc tién hanh khao sat trén bén mdi trudng nudi
ciy khac nhau gom LB, NB, PK va NR nham xac dinh mdi trudng thich hop nhat cho
qua trinh sinh truédng. Thi nghi€ém dugc thyc hién trong diéu kién tiéu chuin: nhiét
d6 30 °C, toc d6 lac 180 vong/phit trong 48 gid. Hiéu qua sinh truéng dugce danh gia
thong qua mat do té bao, két qua dugc trinh bay tai Hinh 3.2.

1.4
[ 1Matad té bao
10 4 210D 600
9.1
o 1.09 1.2
mo 8.2 1.06 1.05
- 78 1
x 8 ] 10
-
£
6.1
E 6 - 0.8 8
o ©
[m]
§ 06 O
@ 4
ot L 0.4
s
2 -
= 0.2
0 y . . 0.0
LB NB NR PK

M®éi trwdng
Hinh 3.2. Anh hudng mot sé méi trudng téi mat do té bao chung vi khuan TSP-B5.7

Két qua trén Hinh 3.2 cho thay chung vi khuan TSD-B5.7 c¢6 kha nang phat trién
t6t dugc ghi nhan trén toan bd cac moi truong nghién ciru, nhung méi truong PK cho
két qua vuot troi véi mat do té bao dat 9,1 x 102 CFU/mL, cao hon khi so véi méi
truong con lai. Ching t6 rang mdi truong PK cung cdp ngudn dinh dudng phu hop
v6i qué trinh sinh truéng va nhan sinh khéi cta chung vi khuan phén giai phosphate
nay.

Két qua nay phu hop voi bao cao cua Qurashi va Sabri (2012) trong d6 céc
chung Pseudomonas phén giai phosphate dugc ghi nhin c6 tée d6 sinh trudng va hoat
tinh enzyme cao hon trong cac mdi trudng c6 thanh phan khoang can bang, dic biét
khi c¢6 ngudn cachbon d& phan giai két hop v6i yéu té vi luong [61]. Tuong tw, nghién

curu cua Singh va cong su (2011) cling chi ra rang viéc lya chon méi truong nudi cay
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thich hop khéng chi anh huong dén mat do t& bao ma con anh hudng dén hiéu suét

tiét enzyme phan giai phosphate va hiéu qua ¢ dinh dinh dudng trong dat [62].

Nhu vay, moi truong PK duge chon lam nén tang dé tiép tuc t6i wu hoa céac
thanh phan dinh dudng cho qué trinh 1én men va nhan sinh khdi ctia chung vi khuan
TSP-B5.7.

3.1.3. Anh huéng cac ngudn cacbon dén qua trinh 1én men thu sinh khéi
Khdo sat lira chon nguén cachon

Trong s6 cac moi trudng nudi cdy duoc khao sat, mdi truong PK thé hién hiéu
suit sinh truéng cao nhat va do d6 duogc lva chon 1am nén tang dé nghién ctu anh
huong cac ngudn cacbon khac nhau. Cong thuc gc cua moéi truong PK cé chira
glucose vai nong d6 1 % lam ngudn cung cap cacbon chinh. Trong nghién cau nay,
c4c ngudn cacbon dugc bo sung & cing ndng do (1 %) bao gom: glucose, lactose,
saccharose, galactose va fructose nham danh gia tac dong dén sy phat trién cua vi
khuan. Két qua duoc trinh bay trong Hinh 3.3.

14 1.4
[ |mat do té bao
T 0D 600 2o
—~ 12+ 1.09 - 1.2
b : 1.07
2 il 102 Lo+t
> 10 A 1.0
| 9.1
= : 8.5
~
T 8- 7.4 -08 @
o 6.8 I 8
(m)
8 6 06 O
O
e
;8‘ 4 - - 0.4
g.
2 0.2
0 - . : v 0.0
Glucose Lactose Saccharose Galactose  Fructose

Ngudn Carbon
Hinh 3.3. Anh huéng ngudn cacbon dén mat do té bao

Két qua trén Hinh 3.3 cho thy chang vi khuan TSD-B5.7 ¢6 kha ning st dung
hiéu qua tat ca céc loai dudng duoc thir nghiém, phan anh tinh linh hoat va thich nghi
cao trong viéc khai thac nhiéu loai hop chét cacbon khac nhau. Dic biét, saccharose
cho thay hiéu qua vuot troi khi hd trg chung vi khuan phat trién manh nhat voi mat
d6 té bao dat 1,2 x 10° CFU/mL cao hon dang ké so véi cac loai duong khéc, ké ca
glucose. Trén co s& d6, saccharose dugc chon thay thé cho glucose trong cong thirc
moi trudong PK cho cac thi nghiém tiép.
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Két qua nay twong dong véi nghién ctu caa Nkoh va cong su (2019), trong d6
cho thdy mot sb loai thuoc chi Pseudomonas so hitu kha niang st dung saccharose
mot cach hiéu qua nho vao hé enzyme invertase va sucrase hoat dong manh, hd tro
phan giai saccharose thanh glucose va fructose dé sir dung [63]. Ngoai ra, theo bao
céo ctia Sharma & Johri, saccharose khdng nhitng hd tro tét cho sinh truéng vi khuan
ma con kich thich kha ning tiét enzyme phosphatase — yéu t6 quan trong cua qua
trinh phan giai phosphate trong dat [64].

Do d6, viéc thay thé glucose bang saccharose trong méi truong PK khong chi
gilp cai thién sinh truong dong thai cai thién hiéu qua hoat dong caa chang vi khuan
TSb-B5.7

3.1.4. Anh huéng ciia nong do Saccharose

Sau khi x4c dinh saccharose 12 ngudn cacbon Thich hop nhat cho qué trinh sinh
truong cta chung vi khuan TSP-B5.7, nghién cau tiép theo dwoc thuc hién nham
danh gia anh huong cua cac nong do saccharose khac nhau dén qua trinh phét trién
cua chung. Thi nghiém dugc tién hanh bang cach bd sung saccharose véi cac nong
do tir 1% dén 3,5 % vao moi trudng nudi cay két qua dugc trinh bay tai hinh 3.4.
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Hinh 3.4. Anh huéng cia nong do saccharose dén mat do té bao

Két qua thi nghiém cho thay su thay doi nong do saccharose anh huong rd rét
dén téc do sinh trwong cia chung vi khuan TSD-B5.7. Khi nong d6 saccharose ting
tir 1 % lén 2 % mat do té bao gia tang dang ké, cho thay chung vi sinh vat phan &ng
tich cuc véi su cai thién nguon cacbon dé hap thu. Tuy nhién, khi ting néng do
saccharose 18n 2,5 %, toc d6 sinh trudng c6 dau hiéu chitng lai va & mac 3 %, mat do
té bao bit ddu giam cho thiy cd thé xay ra hién twong &rc ché sinh trueéng khi du thira
chat dinh dudng.

Dua trén két qua nay, nong d6 saccharose 2 % duoc xac dinh 1a tdi wu cho qué
trinh 18n men nhan sinh khéi caa ching vi khuan TSD-B5.7. Viéc lua chon néng d6
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nay khdng chi dam bao hiéu qua sinh truéng toi wu ma con phu hop véi muc tiéu tiét
kiém chi phi nguy@n liéu trong qua trinh san xuét.

Nhitng két qua thu duoc twong dong véi bao cao cua Andrew va cong su (2022),
khi ho luu y rang mic cacbon vugt muac c6 kha nang gay tc ché di hoa (catabolite
repression) tir d6 lam suy giam kha nang sinh truedng cua vi sinh vat. Vi vay, viéc xac
lap mot ndng d6 cacbon hop 1y 1a budc quan trong trong viéc téi wu hoa méi truong
1én men ddi véi nhitng chung vi khuan c6 kha nang chuyén hoa phosphate [65].
3.1.5. Anh hwéng cac ngudn Nito dén qua trinh 1én men thu sinh khoi

Khdo sét lira chon nguon Nito

Pé khao sat tac dong cua cac loai ngudn nito dén kha nang sinh truéng va tich
lity sinh khéi cua chang vi khuan TSD-B5.7, mét thi nghiém da dugc thuc hién bang
cach b6 sung cac nguon nito khac nhau, bao gom ca dang hiru co va vo co vao mdi
truong nudi cay véi cling nong do 0,5 %. Két qua thu duoc tir thi nghiém nay duoc
thé hién trong Hinh 3.5.
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Hinh 3.5. Anh huéng ngudn Nito dén mat do té bao

Theo hinh 3.5 cho thay cac ngudn nito dugc bo sung déu cé tac dong dén sy
phét trién caa chang vi khuan TSD-B5.7, tuy nhién mirc 6 anh huong thé hién su
khac biét rd rét gitra cac loai. Pang chu ¥, khi st dung cao nAm men lam ngudn nito,
mat do té bao dat gia trj cag 4,5 x 10° CFU/mL vuot trdi so véi cac ngudn nito khac
dugc tha nghiém. Cao nam men 1a mot nguédn nito hiru co giau acid amin, vitamin va
cac yéu to sinh truong thiét yéu, khong chi cung cap nguyén liéu cho qua trinh sinh
t6ng hop protein ma con gop phan thiic dy su sinh truéng cua vi sinh vat.

Theo Maciejewska va cong su (2022) ciing da chi ra rang cao nAm men la nguén
nito hiéu qua trong méi treong 18n men hiéu khi, dic biét dbi véi cac loai thudc chi
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Pseudomonas nho kha ning cung cip nhanh chéng céac hop chat hiru co dé hap thu
va chuyén hoa [66].

Dua trén cac két qua thu dugc, cao nim men duoc lya chon 1am ngudn nito
chinh trong céng thirc méi truong nudi cay cho cac thi nghiém tiép, nham muc tiéu
t6i wu qua trinh nhén sinh khdi ctia chung vi khuan phan giai phosphate TSD-B5.7.

3.1.6. Anh huéng ciia ndng dd cao nim men

Sau khi xac dinh cao ndm men 1a ngudn nito phu hop cho qué trinh sinh truéng
cua chang vi khuan TSP-B5.7, nghién ctu tiép theo duogc thyc hién nham khao séat
anh huong cac mirc nong d6 khac nhau ciia ngudn nito nay dén hiéu suat nhan sinh
khdi. Cu thé, méi trudng nudi cdy duoc bo sung cao nam men ¢ cac mac nong do dao
dong tir 1 % dén 2,5 %. Két qua danh gia duoc thé hién chi tiét ¢ hinh 3.6.
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Hinh 3.6. Anh hudéng ctia ndng d6 cao nam men dén mat do té bao

Két qua cho thay su thay doi ndng d6 cao nim men trong khoang tir 1 % dén 2
% khong gay ra bién dong khac biét r rét vé mat do té bao caa chung vi khuan TSP-
B5.7. Tuy nhién, khi nong do ting 1én dén 2,5 % mat do té bao bat dau c6 xu hudng
giam nhe. Hién tuong nay duoc giai thich do su du thira nguén nito trong mdi truong,
dan dén mét can d6i dinh dudng hoic su tich liy cac san pham chuyén hoa thix cap
gay uc ché dén su phat trién cua vi sinh vat.

Dua trén két qua thu dugc, ndng d6 cao nam men 1 % duogc xac dinh 1a muc toi
wu cho sinh trudng va tich lity sinh khdi cua chung vi khuan TSD-B5.7. Viéc lya chon
ndng d6 thap hon khong chi dam bao hiéu qua sinh trudéng ma con cé ich vé mat kinh
té khi giam thiéu phi nguyén liéu trong qué trinh 1én men quy mé 16n.

Nhan dinh nay phu hop véi cac bao cao cua Binmad va cong su (2022), trong
d6 cho thay hiéu qua sinh truong caa vi khuan khéng ty Ié thuan véi luong ngudn
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dinh dudng b sung va viéc téi uu hoa ndng d6 chat dinh dudng 1a yéu té then chét
dé dat duoc hiéu suat sinh khéi cao ma van dam bao chi phi hop ly [67].

Nhu vay PK cai tién véi cac thanh phan (g/L): Saccharose 20; cao nam men 10;
(NH4)2S04 1; MgS04.7H20 0,1; Caz(P04).5; KCI 0,2; MgCI.6H20 5; NaCl 20 Ia méi
truong phu hop dé nhan sinh khéi chiing vi khuan chiu man phan giai phosphate TSD-
B5.7.

3.2. Anh huéng diéu kién nudi ciy téi qua trinh 1én men thu sinh khdi
3.2.1. Anh hwéng nhiét d§ nudi cay

Nhiét do 1a mot trong nhitng yéu td méi truong quan trong anh hudng truc tiép
dén tdc d6 sinh truong, chuyén hda va hoat tinh enzyme cua vi sinh vat. Mdi loai vi
khuan c6 mot khoang nhiét do téi wu cho su phat trién, virot qué hoic thip hon khoang
nay déu c6 thé 1am giam hiéu suat sinh truéng do thay doi cau trdc protein va mang
té bao (Madigan va cong su (2015)) [68].
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Hinh 3.7. Anh hudng nhiét do nudi cdy dén mat do té bao

Chung vi khuan TSP-B5.7 dat mat do té bao cao nhat tai nhiét ¢o 30 °C, dat gia
tri 4,7 x 10° CFU/mL, cho thay day 1a diéu kién nhiét do tdi wu cho su phat trién cua
chang nay. Két qua nay tuong thich véi dic diém sinh ly cua céc loai thuoc chi
Pseudomonas véi nhiét do sinh truong toi wu dao dong tir 28 dén 32°C (Kennedy va
cong su, 2004).

Nhu vay, viéc xac dinh nhiét 6 téi wu riéng cho ting chung vi khuan 13 mot
budéc thiét yéu nham cai thién hiéu qua nhan sinh khéi va hd trg ang dung trong san
Xuat cac ché pham sinh hoc.



46

3.2.2. Anh huéng cia gia tri pH ban dau

Bén canh cé4c yéu t6 nhu nhiét d6 va thanh phan dinh dudng, pH ban dau cua
moi trudng nudi cay 1a mot théng sé quan trong, cé vai tro diéu chinh hoat dong cua
enzyme va anh hudng dén kha ning hap thu chat dinh dudng, diéu nay co tac dong
tryc tiép 1én qua trinh phét trién caa vi sinh vat Madigan va cong su (2015) [69]. Mdi
loai thuong c6 mot khoang pH téi wu riéng biét cho qua trinh sinh truong, do d6 viec
xé4c dinh gia tri pH thich hop 1a can thiét nham nang cao hiéu qua nhan sinh khéi.

Trong nghién ciru nay chang vi khuan TSP-B5.7 duoc nudi ciy trong diéu kién
moi trudng toi wu véi cac gid tri pH khai dau khac nhau dé danh gia anh huong cua
pH dén kha nang phat trién. Két qua thé hién trong hinh 3.8 cho thay su bién d6i pH
c6 anh hudng nhiéu dén toc do sinh trudng caa chung vi khuan duoc khao sat.
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Hinh 3.8. Anh hudng gia tri pH ban dau dén mat do té bao
Chung Pseudomonas putida TSD-B5.7 dat méat do sinh trudng cao nhét & pH
7,5 voi mat do té bao 1én dén 4,9 x 100 CFU/mL. Két qua nay tuong tng voi cac
nghién ctru trude day, dién hinh nhu cong bd ciia Saharan va cong su (2011), trong
d6 nhiéu loai thudc chi Pseudomonas dugc ghi nhan phat trién tdi wu trong khoang
pH tir 6,5 dén 7,5.

Nhitng phat hién nay dong vai trd quan trong trong viéc thiét lap diéu kién nudi
cay thich hop, gop phan tbi wu hoa qué trinh nhan sinh khéi cia chang vi khuan phan
giai phosphate trong moéi truong 1én men
3.2.3. Anh huéng ciia toe dd lic

Téc @6 lac 13 mot yéu té vat ly quan trong trong qua trinh nudi cay hiéu khi, anh
huong truc tiép dén viéc cung cap oxy hoa tan, kha nang khuéch tan céc chat dinh
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dudng ciling nhu sy phan bb déng déu cua vi sinh vat trong méi tredng nudi ciy theo
Zhu va cong su (2008). Viéc tdi wu hoa tée @6 l4c 1a can thiét dé tao diéu kién phét
trién thuan loi nhat cho vi khuan [70].

Trong nghién ctu ndy, chang vi khuan TSP-B5.7 duoc thir nghiém véi cac muc
tdc do lic khac nhau gdm 100, 150, 200 va 250 vong/phut. Két qua cho thiy mat do
té bao dat gia tri cao nhat tai tc do lac 200 vong/phut. Téc @6 lc thap hon trong
khoang 100 - 150 vong/phat han ché cung cap oxy, 1am giam hiéu qua sinh truong;
nguoc lai, tbe d6 lic qua cao & mirc 250 vong/phut cé thé tao ra &p luc co hoc va phan
tan té bao quéa mirc, gay suy giam mat do té bao.
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Hinh 3.9. Anh huong cua téc do lac dén mat do té bao
Két qua thu duge twong dong voi nghién ciu cia Gaind va Gaur (1991), trong
d6 ho xac dinh tdc d6 lac 200 vong/phut 1a diéu kién ti uu cho sinh treéng cia nhiéu
chang vi khuan c6 kha nang phan giai phosphate [71]. Vi vay, téc do lic 200
vong/phiit dugc chon lam diéu kién chuan trong cac nghién ciu tiép theo nham toi
wu hoéa qua trinh 1én men nhén sinh khéi caa chung vi khuan TSD-B5.7.

3.2.4. Anh hwéng ciia ty 1¢ tiép giéng ban diu

Bén canh cé4c yéu té méi truong nhu nguén dinh dudng, pH, nhiét do hay téc
do lic, thi ty Ié tiép gidng ban dau ciing 1a mot yéu té quan trong can duogc xac dinh
hop 1y dé dam bao qua trinh sinh truéng va nhan sinh khéi cua vi khuan dat hiéu qua
t6i wu (Monod, 1949; Shuler & Kargi, 2002). Ty 1 tiép giéng anh huéng truc tiép
dén mat do té bao ban dau, tir d6 tic dong dén thoi gian pha lag, pha log ciing nhur
kha nang canh tranh dinh dudng va oxy trong moi truwong [72, 73].

Két qua cho thay, khi tang ty 1¢ tiép giéng tir 1 % dén 5 %, mat do té bao cua
chang vi khuan TSD-B5.7 tang nhanh, cho thay hiéu qua sinh truéng tét. Tuy nhién,
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khi ting tiép ty Ié tiép giéng 1én 7 % va 10 %, mat do té bao ting khong dang ke,
tham chi c6 xu hudng giam, c6 thé do hién tugng tc ché do mat do cao dan dén canh
tranh gay gét vé dinh dudng va oxy, hoic tich lity cac san pham phu gay @c ché sinh

truong.
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Hinh 3.10. Anh hudng cua ty 18 tiép giéng dén mat do té bao

Theo Singh va cong su (2011), viéc &p dung ty Ié giéng thap c6 thé lam ting
thoi gian thich nghi, trong khi ty & gidng qua cao c6 thé 1am giam hiéu suat ting
truong do sy thiéu hut oxy va dinh dudng cuc bo. Theo Juwon va cong su (2016) da
ghi nhan va khuyén nghi ty Ié tiép gidng tdi vu khoang 5% dé dam bao s can bing
giita téc do sinh truong va sir dung dinh dudng hiéu qua [73, 74].

Do d6, ty 18 tiép gidng 5% duoc lya chon 12 pht hop cho qué trinh 18n men nhan
sinh khéi cua chung vi khuan TSP-B5.7 trong cac nghién ciu tiép theo.

3.2.5. Anh huéng ciia thoi gian nudi ciy

Thoi gian nudi cay 1a mot yéu té quan trong anh hudng dén sy sinh truéng va
phat trién cua vi sinh vat, dic biét trong qué trinh 18n men nhan sinh khéi. Thoi gian
nudi cay phu hop khong chi gitip dat duoc mat do té bao tdi da ma con gop phan tiét
kiém chi phi san xuat va nang cao hiéu qua kinh té. Nguoc lai, viéc kéo dai thoi gian
nudi cdy khong can thiét c6 thé dan dén hao phi tai nguyén va giam hiéu suat sinh
truong do tich lity cac san pham phu gay tc ché [75].

Trong nghién ctru ndy, qua trinh nudi ciy duoc tién hanh va lay mau dinh ky
theo cac mdc thoi gian: 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54 va 60 gio. Két qua khao
st cho thay:

Chung vi khuan Pseudomonas putida TSD-B5.7 bat dau pha log muén vao
khoang 18 gid sau khi nudi cay. Chung vi khuan dat mat d6 té bao cao nhat vao thoi
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gian 48 gio, sau thoi gian d6 vai sy khac biét khong dang ké vé mat do tai thoi diém
60 gio, cho thay tai 48 gio 14 thoi diém thu sinh khéi tdi vu.
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Hinh 3.11. Anh hudng cua thoi gian nudi ciy dén mat do té bao

Theo Stanier va cong su (1966), cac loai thuoc chi Pseudomonas thuong cé thoi
gian tiém phat kéo dai hon so véi cac vi khuan ting trudng nhanh nhu Escherichia
coli, do yéu cau thich nghi vé enzyme va chuyén héa. Tuong ty, Neidhardt va cong
su (1990) ciing chi ra rang Pseudomonas putida thudng dat mat do sinh khoi téi da
sau 40 - 50 gid nubi cay, trudc khi budc vao pha on dinh. Ngoai ra, theo Diaz-
Rodriguez va cong su (2014) khi nghién ctu P. putida KT2440 cling ghi nhan thoi
diém dat mat do té bao cao nhat vao khoang 48 gio [76, 78].

Nhu vay, thoi diém 48 gio duoc xac dinh la phi hop dé thu nhan sinh khdi cao
nhat cho chung vi khuan nghién cuu.

Két luan: i lya chon duogc thanh phan méi truong va diéu kién nhan nudi thu
sinh khdi cuia chiing vi khuan chiu man phan giai phosphate. Cu thé:

- Chiing vi khuan phén giai phosphate chiu man TSP-B5.7:

+ Thanh phan moéi trudng PK (g/L): saccharose 20; cao nam men 10;
(NH4)2S04 1; MgS04.7H20 0,1; Ca3(PO4)2 5; KC1 0,2; MgCl1.6H20 5; NaCl 20

+ Diéu kién cdy: Nhiét d6 30 °C, tdc do lic 200 vong/phut, pH 7,5, ty 18 tiép

gidng 5 %, thoi gian nudi cdy 48 gio.
3.2.6. T6i wu diéu Kién 1én men chiing vi khuin phén giii phosphate.

a) Ma tran thyc nghiém Box — Benhnken
Sau khi nghién ctru vé cac diéu kién sinh truéng cta ching vi khuan TSD-B5.7,

chung t6i lyra chon duoc 3 yéu td bao gdm: Nhiét dd nudi ciy, dd pH méi truong va



50

thoi gian dé thiét ké thi nghiém dua theo phwong phap 2.2.1.8. Két qua dugc trinh
bay tai Bang 3.3, Bang 3.4.
Bang 3.3. Ma tran thuc nghiém Box — Benhnken 3 yéu té va gi4 tri thuc nghiém
ODsoo nm & cac diéu kién khac nhau

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1
Std Run | A:Nhiét do | B:Thoi gian C:pH OD 600nm
O (h)

1 1 25 36 6.5 0.94

3 2 25 60 6.5 0.9

14 3 30 48 6.5 1.56

5 4 25 48 5.5 0.38

9 5 30 36 5.5 0.37

7 6 25 48 7.5 1.2

16 7 30 48 6.5 1.47

13 8 30 48 6.5 1.58

11 9 30 36 7.5 1.22

15 10 30 48 6.5 1.49

4 11 35 60 6.5 1.42

12 12 30 60 7.5 1.51

2 13 35 36 6.5 0.85

6 14 35 48 5.5 0.39

17 15 30 48 6.5 1.45

10 16 30 60 55 0.38

8 17 35 48 7.5 1.53

b) Danh gia tinh phu hop cia m6 hinh
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Kiém tra su phi hop ctia md hinh va cac hé sé duoc tién hanh bang phuong
phap phan tich hdi quy. Két qua duogc trinh bay.

Bang 3.4. Két qua phan tich ANOVA téi wu céc yéu to

5 Trun
Yéu to s ]i{arc b?“"g Gid i | Gl (TP
phwong | do pl';’:;':lg F | (Prob>F)
M hinh 3.51 9 103905 [132.21 |<0.0001 cT:y‘
A-Nhiét do 0.0741 1 0.0741 25.09 0.0015
B- Thoi gian 0.0861 1 0.0861 29.16 0.0010
C-pH 1.94 1 1.94 656.98 | <0.0001
AB 0.0930 |1 0.0930 [31.50 0.0008
AC 0.0256 |1 0.0256 | 8.67 0.0216
BC 0.0196 |1 0.0196 | 6.64 0.0367
A? 0.2400 |1 0.2400 | 81.26 | <0.0001
B2 0.2502 |1 0.2502 | 84.70 | <0.0001
C? 0.6611 1 0.6611 223.83 | <0.0001
Phin du 0.0207 7 0.0030
Su khong Khong
wrong thich 0.0077 |3 0.0026 | 0.7872 |0.5605 zl:y
Sai sb thuin 0.0130 |4 0.0033
Téng tuwong 353 16
quan

Phén tich ANOVA cho thdy gié tri F ciia mé hinh 1 132.21, chimg t6 md hinh
¢6 ¥ nghia thong ké. Céc gi tri P nho hon 0.05 cho thiy cac yéu té trong mé hinh ¢6
¥ nghia, chimg minh rang cac anh hudng riéng 1é cua cac bién doc 1ap, cac thanh phan

bac hai cua chung, ciing nhu cic tuong tac giita chiing déu anh hudng t6i kha ning
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sinh truéng ciia chung vi khuan TSP-B5.7. Gia tri F ctia Lack of Fit 1a 0.7872, cho
thiy phan sai léch khong phi hop khong c6 ¥ nghia so véi sai s thuan, ham y rang
cac diém khac biét giita mo hinh nay va dit liéu quan sat dugc ¢ thé chi 1a do nhiéu
ngau nhién. Hé s6 xac dinh (R?) 1a mot chi s6 quan trong danh gia 6 phu hop cia mo
hinh; gia tri R = 0.9942 (16n hon 0.8) phan anh mbi twong quan manh. Hon nita, gia
tri R? dy doan = 0.9595 ¢6 sy twong dong hop 1y v6i R? hiéu chinh = 0.9866, véi
chénh léch nho hon 0.2, xac nhan rang mé hinh 13 phu hop. Gié tri D6 chinh xéc thich
hop (Adeq Precision) = 28.7894 cho thdy tin hiéu dit manh (gia tri 16n hon 4 13 mong
mudn) (Bang 3.5). Két qua ANOVA xac nhan rang mo hinh 1a ca phi hop 1an dang

tin cdy.
Bang 3.5. Két qua phan tich pha hop ciaa mé hinh
Théng s6 Gia tri Théng s6 Gia tri
Do 1éch chuan 0.0543 R2 0.9942
Gia tri trung binh 1.10 R? hi€u chinh 0.9866
Heé s6 bién thién % 4.96 R? du doan 0.9595
Do chinh xac phu hop 28.7894

Viy phuong trinh hdi quy, phan anh anh hudng cia cac yéu t6 pH, nhiét do,

thoi gian ciing nhu sy twong tac giira ching duoc biéu dién nhu sau:
OD =+1.51+0.0963 * A +0.1038 * B + 0.4925*C + 0.1525 * AB + 0.0800 * AC
+0.0700 * BC - 0.2388 * A%2-0.2438 * B2-(0.3963 * C?

00 600 Predicted vs. Actual

0D 600: -

Predicted

Hinh 3.12. Buong tuong quan gitta gia tri thuc nghiém va du doan

Céc gia tri du doan thu dugc kha gan voi cac gia tri thir nghiém cac diém nay gan
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nhu déu nam trén duong chuan (Hinh 3.11), khang dinh ring mé hinh dugc phat trién da
thanh cong trong viéc nam bat moi twong quan gitra cac tham so cua qua trinh.

¢) Panh gid anh hudong cua cac thong s6 dau vao

Cac thong sd riéng dau vao dugc nghién ciru bao gdm pH (duong A), nhiét do
(duong B) va thot gian (duong C) nhu trén Hinh 3.12.
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Hinh 3.13. D6 thi nhiéu loan cua cac thdng sé dau vao

Tir d6 thi nhan thiy d6 cong cuia dudng C 13 rd rang nhat. Diéu nay cho thay gia
tri pH 13 yéu t6 c6 anh hudng manh mé& nhat dén su phat trién cta vi khuan. Gia tri
OD 600 nm tdng nhanh khi pH tang tir 5,5 dat cuc dai ¢ khoang gitra va sau d6 c6 xu
huéng giam nhe khi tién téi pH 7,5. Phan tich ANOVA (Bang 3.4) ciing khang dinh
diéu nay voi gia tri F cua yéu to C 12 656.98, cao nhat trong cic yéu t6, cho thiy anh
hudng rat c6 ¥ nghia théng ké (p < 0.0001).

A B C

3D Surface 3D Surface 3D Surface

X )
<

SR
“"“‘\

Hinh 3.14. Biéu dién bé mit dap (ng cua gia tri OD 600. A — Thay d6i nhiét d6 (°C)
va thoi gian (h); B — Thay doi cua nhiét ¢ (°C) va do pH; C — Thay dbi thoi gian (h)
va do pH
Tién hanh phan tich két qua vé tuong tac gitra Nhiét do va Thoi gian véi nong
d6 Sucrose duoc giit ¢6 dinh (Hinh 3.14A). Quan sat vé hinh dang bé mit, ta c6 thé
nhan thiy sy thay doi ctia nhiét do va thoi gian c6 tac dong 16m t6i gia tri OD. Cu thé,
gia tri OD 600 nm tang 1én khi ca nhiét d§ va thoi gian cung tang. Vung mau do,

tuong tng voi mat do quang cao nhat, nam & goc trén bén phai cta biéu do, cho thay
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diéu kién t6i vu ndm & khoang nhiét do cao (gan 35°C) va thoi gian dai (gan 60 gio).

Tiép tuc phan tich vé su tvong tac gitta Nhiét do va pH (Hinh 3.14B): Quan sat
bé mat dd thi, Ving téi uvu (mau d6) nim & murc nhiét do cao (khoang 30-35°C) va
pH trung tinh (khoang 6,5 — 7,5). Piéu nay cho thay vi khuin rt nhay cam véi su
thay d6i dong thoi ctia hai yéu t6 nay. Gia tri OD c6 xu hudng giam dan khi ting hoic
giam qua sau hai yéu t6 ndy. Hai ndng d6 cta hai yéu t6 ndy co thé thay doi tuy thudc
vao nodng do cua yéu té con lai.

Quan sat sy trong tac gitta Thoi gian va pH (Hinh 3.14C). Qua hinh anh ta thay,
ving d6 thi mau cam dén do cho thiy gia tri OD cao nhat Gmg véi thoi gian nudi ciy
kéo dai (khoang 48 - 60 gio) va pH duogc duy tri trong khoang 6,5 - 7,5. Tuy nhién
viéc pH qué cao hay qué thip ciing giy suy giam gia trj OD.

d) Thiét 1ap ham mong doi

Tién hanh giai bai toan t6i wu hoa theo thuat toan ham mong doi bang phan mém

Design Expert 13. Két qua t6i wu hoa bang dugc dua ra ¢ hinh dudi day:

= .

25 35 36 60

A:Nhiét d6 = 33.8252 B:Thdi gian = 47.3333

5.5 7.5 0.37 1.58

CpH = 6.8 OD 600 = 1.56018

Hinh 3.15. C4c gia tri tdi vu cho quy trinh theo tinh toan

Vé6i muc dich lya chon diéu kién t6i uu trong quy trinh, mo hinh da xac dinh
duoc cac tham s toi wu nhu sau: pH= 6.8 nhiét do 1a 33,8 [, trong thoi gian 47,3
gid, khi d6 ndng d6 OD thu dugc ti da 14 1.56. Két qua nay phu hop véi két qua thuc
nghiém da dua ra.

Két luan: Nhu vay diéu kién mo hinh d3 t6i wu duoc pH 6,8; T 33,8°C; thoi
gian: 47,3 gid cho gia tri OD du doan cao nhét 1,56. Tuy nhién, khi d6i chiéu 4p dung
trén quy mé 7L/mé, gia tri nay gidm con 1,5 ¢ diéu kién pH 7,5 voi nhiét 46 30°C;

thoi gian 48 gio. Su sai khac 5 % vé gid tri mat 46 quang nam trong khoang dao dong
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chép nhan duogc. Do d6 diéu kién 30°C va pH 7,5 dugc lya chon cho san xuét do 6n
dinh, giam chi phi kiém soat nhiét va pH va ting do bén té bao trong qua trinh bao

quan sau l1én men.
3.2.7 Anh huéng ciia cac diéu kién 1én men ¢ quy mé 7 lit/mé

3.2.7.1 Anh hwéng toc dj théi khi.
Luong cap khi anh huéng dén viée cung cp oxy va chat dinh dudng cho vi sinh

vat, tao dic¢u ki€n thuén lgi cho sy sinh trudng cua ching

Chung vi khuan dugc nudi cdy trong mdi truong thich hop st dung thiét bi 1én
men 10 1it voi luong khong khi suc vao dugce kiém soat va dao dong tur 3 dén 7,5 L
khi/L moéi truong/phut. Mat do té bao thu dugc & cac mirc cip khi khac nhau dugce st
dung lam co s& dé x4c dinh diéu kién cép khi t6i wu cho ching. Két qua dugc thé hién
0 hinh 3.16.
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Hinh 3.16. Anh huéng luong cap khi dén mat do té bao
Hinh 3.16 cho thay sau & ty 18 cap khi 3-6 lit/phut, mat do té bao cac chung déu
ting dan, tuy nhién khi ting toi 7,5 lit/phit cho thidy mat d6 t& bao cua chung VK
giam dan theo. Lira chon lwong cép khi 14 6 lit/phit.

3.2.7.2 Anh hwéng ciia thoi gian lén men.

Thoi gian nudi cdy déng vai trd quan trong trong qua trinh sinh sinh truéng phét
trién cta céc chung vi sinh vat. Vi vay, dé thu dugc mat do t& bao cao nhét cua céac
chung nghién ctru can tim ra thoi gian nudi cdy thich hop. Thoi gian thich hop s& dam
bao lwong sinh khéi thu duoc cao nhét, ddng thoi tranh viée kéo dai thoi gian nudi

ciy khong can thiét, gdy lang phi kinh té va giam mat do t& bao. Tién hanh 1én men
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thu hoi sinh khéi chung vi khuan TSD-B5.7 trén moi trudng di Iya chon. Khao sat
thot gian 1én men & 24, 48, 72 gio.

Xac dinh mat do té bao gian tiép bang phuong phap do ODeoo tai khoang thoi
gian 24, 48, 72 gio dé xac dinh thoi diém thu sinh khdi té bao cao nhat. Két qua thé
hién tai hinh 3.17.

1.7
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Thoi gian 1én men (gio)
Hinh 3.17. Anh hudng thoi gian 18n men
Hinh 3.17 cho thay sau 48 gid, mat do té bao cua chung dat muc cao nhat, dén
ngay thir 3 mat do té bao chung c6 xu hudng giam. Lua chon thoi gian 1én men 1a 48
gid v6i chung ching vi khuan TSD-B5.7.

3.2.8. Nghién ciru 1én men thu sinh khdi chiing vi khuin Pseudomonas putida
TSD — B5.7 chiu man phan giai phosphate
3.2.8.1 Yéu cdu cin dat

- Dya vao két qua khao sat moi trudng va cac diéu kién nudi cay ching TSD-
B5.7 quy md binh tam gi4c, Quy trinh 1én men dé thu sinh khdi tir ching
Pseudomonas putida TSD-B5.7 da duoc thiét 1ap.

- Puoc san xuat ¢ dang dich thé.

- Quy mb san xuat: Quy md Pilot.

3.2.8.2 Quy trinh lén men thu sinh khoi chiing vi khudn chiu mén

So d6 quy trinh
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Chiing vi khuan phdn gidi

phosphate Pseudomonas
putida TSD-B5.7

Chuén bi mbi tnrdmg . . - Khong dat N
- ,
Pikovskaya’s agar cai fién Hoat héa cliung Elons Loai bo
N » i 1 Khéng dat
han giong cap - * Loai b6
Nhin e - Khong dat
>
1an giong cap Loai b6
. . Khéng dat
Lén men thuhdisinh khéi L
Loai bo
Thu dich 1én men
~ . Khong dat
Kiem tra chat legng » L
Loai bo
v
Dong goi, bao quan

Hinh 3.18. So d6 quy trinh 18n men thu sinh khéi chung vi khuan chiu man phan giai
phosphate
Thuyét minh quy trinh

Cong doan 1: Kiém tra chiing giong vi khuin

- Chung vi khuan chiu min phan giai phosphate: Pseudomonas putida TSD-
B5.7

Céc ching mang day du cac dic tinh phan giai phosphate duoc nghién ciru, phan
loai va lIuu giit ching gibng.

Cong doan 2: Hoat hoa chiing giong

- Chuan bi méi trudng hoat hoa:

+ Mbi trudng hoat hoa chung phan giai phosphate Pikovskaya’s agar cai tién
(9/L): Can 2,5 g Glucose; 1,25 g Cas(PO4)2; 0,125 g (NH4)2SO4; 0,05 g KCI; 0,025 g
MgS0O4.7H20; 0,5 mg MnSOg4; 0,5 mg FeSOgs; 0,125 g Cao nim men; 5,0 g NaCl; 5,0
g agar vao cdc thiy tinh 500 mL.

- Chung vi khuan dugc bao quan ¢ lanh -80°C dugc hoat hoa va kiém tra lai do

thuan ching bang cach cy ria trén dia thach chira mdi trudng dic trung cua chung.
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- Cac dia dugc nudi trong ta 4m & 30 °C trong 48 gio va theo doi su phat trién
ctia cac khuan lac trong dia.

- Quan sat cac dia dam bao cac chung dugc hoat hod c6 khuan lac thuan khiét, khong
bi nhiém tap. Lya chon khuan lac dic trung theo md ta cdy chuyén sang dia moi truong
moi.

Kiém tra hinh thai khuan lac mau sic, cac ddc diém dic trung giéng véi khuan lac
goc.

- Hinh thai khuan lac (Hinh 3.19 A): Khuan lac tron, mau trang duc, mép khdng nhan,
sau 48 gio nudi cay bat dau tao vong phan giai trén moi trudng

- Hinh thai té bao (Hinh 3.19 B): Hinh que ngan, xép chudi, Gram (-)

B

Hinh 3.19. A. Hinh thai khuan lac ctia ching TSD-B5.7 sau 48 gid cay trén moi
truong Pikovskaya’s agar; B Hinh thai té bao chung TSP-B5.7 dudi kinh hién vi ¢ do
phéng dai 1000 lan.

Cong doan 3: Kiém tra hoat tinh sinh hoc

- Chuén bi méi trudng

+ Moi truong hoat tinh sinh hoc chung phan giai phosphate (g/L): Glucose — 10;
Ca3(PO4)2 —5; KCI -0,2; (NH4)2S04—-0,1; MgSO4.7H.0 — 0,25; MgCl>.6H20 —5; NaCl
—20; pH 7,5)

- Dung que cdy dau vong, chuyén 1 khuén lac ctia ching giéng da hoat hoa vao
moi truong 20 mL dich thé 1ong dic trung. it nudi & 30°C trong 72 gid, lac 200
vong/phdat.

- Kiém tra hoat tinh chiing gidng:

+ Kiém tra hoat tinh phan giai phosphate: Dich nudi cdy chung VK PGP duoc
ly tim loai bo sinh khdi. LAy ImL dich 1én men cho vao 99 mL nuéc khir ion dé tao
dich pha lodng 1/100. Xé4c dinh ham lugng (PO4)* trong dich pha lodng bang Kit test
API phosphate (PO4)* va tinh ham luong (PO4)* trong dich 1én men theo hé sb pha
loang.
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Cong doan 4: Nhan giéng cip 1

- Méi truong nhén giong cdp 1:

Chudn bi méi truwong cap 1 ciia chiing vi khudn PGP

- P6i véi ching VK PGP: Dung que cdy dau vong, chuyén 1 vong que ciy
khuén lac ciia ching vi khuan 7SP-B5.7 vao 1 binh méi truong nhan giong cap 1.
Pit trong may lac 6n nhiét 180 vong/phut, & nhiét d6 30 °C, thoi gian 16 gio.

Kiém tra chat lwong:

- Dich sau nhéan gidng cap 1 duoc soi dudi kinh hién vi dé kiém tra do dong nhét
ctia t& bao, hinh dang, kich thudc so v6i gidng ching gdc. Néu c6 hién tuong nhiém tap
loai bo va tién hanh nhan gidng lai.

- Do ODeoo dich nhan gidng cdp 1 ctia cac chung sau 16 gio nhan gidng: ODeoo >
0,8 la dat yéu cau giéng cap 1, ODeoo < 0,8 can tién hanh nhan gidng lai.

- Dich giéng cap 1 sau khi kiém tra dam béo cac yéu cau k¥ thuat dugc sir dung dé
tiép gidng vao binh méi trudng nhan giéng cap 2.

Cong doan 5: Nhén giong cap 2

Chung gidng vi khuan sau khi dugc nhan gidng cép 1, duge st dung cho qua
trinh nhan giéng cap 2

- Hat 3,0 mL dich nhan giéng cap 1 (5 %) cua cac chung vao binh mdi truong
nhan gidng cp 2 (mdi ching 3 binh). Pay kin bang nat bong.

- Lic ché d6 200 vong/phut, & 30 °C trong 24 gio.

Kiém tra chdt heong:

- Dich sau nhén gidng cép 1 duoc soi dudi kinh hién vi dé kiém tra d6 dong nhat
ctia té bao, hinh dang, kich thudc té bao so voi gidng ching gdc. Néu ¢ hién twong
nhiém tap loai bo va tién hanh nhan giéng lai.

- Po ODeoo dich nhén gidng cap 2 clia cac chung sau 24 gio nhan gidong: ODeoo >
1 12 dat yéu cau giéng cap 2, ODeoo < 1 can tién hanh nhan gidng lai.

- Dich gi6ng cap 2 sau khi kiém tra dam béo cac yéu cau k¥ thuat dugc sir dung dé
tiép giéng vao binh 1én men thu sinh khoi.

Cong doan 6: L&n men thu sinh khéi

Chuén bi mdi truong 1én men thu sinh khéi:

- Poi véi chiing VK PGP: Chuan bi 7 lit mbi trudng 1én men PK cho chung vi
khuan phan giai phosphate: (Thanh phan (g/L) saccharose - 20; cao ndm men - 10;
(NH4)2S04 - 1; MgS04.7H20 - 0,1; Caz(PO4)2 - 5; KCI - 0,2; MgCIl.6H20 — 5, NaCl
—20; pH 7,5)

- Rot 7 L mdi trudng vao thiét bi 1én men 10 L, khtr trung & 121 °C, ap suét

latm, trong 20 phut, sau d6 1am ngudi méi trudng dén 30 °C dé chuén bj tiép gidng
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Lén men thu hoi sinh khéi:

- Tiép 350 mL dich giéng cap 2 (5 %) vao 7 L méi trudng da chuan bi trong
thiét bi 1én men 10 L sau khi lam ngudi vé 30 °C va Ién men.

Diéu kién van hanh 1én men:

- Tién hanh trong thiét bj 1én men voi khudy 150 vong/phut, ché d6 suc khi duoc
cap 6 lit/phut, nhiét d6 30 °C thoi gian 1én men 48 gio.

Hinh 3.20. Hinh anh 1&n men nhan sinh khéi trén thiét bi 1én men 10 L

Cong doan 7: Thu nhan dich 1én men

Kiém tra dich 1én men

- Kiém tra dich 1én men khong c6 vang hay nam mdc tap nhiém dugc danh gia
la dat.

- Po ODgoo dich 1én men cua chiing vi khuan sau 48 gid nhan gidng tién hanh
pha lodng 2 1an dé dat mat d6 té bao khi do ODeoo > 1 (twong rng mat do té bao > 1
x 10° CFU/mL) dam bao yéu cau, Dich 1én men dugc thu nhan.

Sau d6 bo sung CMC 5 % (W/v) vao dich 1én men thu nhan tir qua trinh 1én men.
Hon hop thu nhan ¢ dang dich sét c6 mau tréng duc, anh nau.

Cong doan 8: Pong goi va biao quan

San phém dang dich sét ciia chung vi khuén TSD-B5.7 dat mat d6 yéu cau, duoc
dong goi trong can 30 lit va bao quan ¢ nhiét d§ phong, tranh anh sang trong 03 thang,
s6 lwong vi sinh vat dat mat do =107 CFU/m.
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3.3. Thir nghiém danh gia dwgc hi¢u qua lam ting ham lwgng phosphate hiru
hiéu trén dit cat san hd

3.3.1. Anh huéng ciia vi sinh vat phan giai phosphate dén sinh truéng ciia ciy
rau mong toi

Phospho (P) duoc xem 13 mét trong ba dudng chat khoang quan trong nhat ddi
Vi su sinh truong cua cdy trong dong vai tro quan trong trong qua trinh phat trién ré,
phan héa md va hinh thanh chét hiru co cé nang lugng cao nhu ATP, ADP. Tuy nhién,
phospho trong dét thuong ton tai & dang kho tan, khd hap thu. Viéc st dung vi sinh
vat phan giai phosphate la giai phap sinh hoc gidp chuyén hda phosphate kho tan
thanh dang dé tiéu, tir 6 ting hiéu qua st dung phan Ian va cho phép giam luong
phan bén ma van dam bao sinh trudng.

Hinh 3.21. Anh huéng cua vi sinh vat phan giai phosphate dén sinh truéng caa cay rau
mong toi tai thoi diém tuan tha 5
Chiéu cao cay
Két qua theo ddi chiéu cao cay qua 5 tuan biéu thi sy khac nhau rd rang giita
cac nghiém thire dic biét & tuan thir 4 va th 5.
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Hinh 3.22. Anh huang cua ching vi khuan phan giai phosphate dén chiéu cao caa cay
rau mong toi
(Ki tw o cac cdng thuzc chi sur sai khac ¢ mac tin cay 95% gira cac cong thec thi
nghiém ¢ cling thoi diém theo ddi; thanh sai so biéu hién sai s6 mdu SE)

Cac nghiém thtc dugc bo sung vi khuan phan giai phosphate (tir 1P3 dén 1P8)
déu cho thay su tang truong chiéu cao vuot troi so v6i nghiém thire ddi chimg dm
(1P1 - khong bon phosphate, khong c6 vi khuan). Piéu nay khang dinh vai tro tich
cuc ctia vi khuan trong viéc cung cap dinh dudng 1an cho cay.

Thi nghiém 1P8 (cat san ho sau cai tao + mat do vi khuan 100) CFU/mL) cho
théy hiéu qua tdt nhat, dat 37 cm. Cac nghiém thuc con lai déu cho thr?iy két qua khac
biét khong co y nghia vé mit thong ké so véi mau ching am (1P1) sau 5 tuan.

Viéc st dung nén dat cat san ho sau cai tao (nghiém thuc 1P6, 1P7, 1P8) cho
két qua tot hon 13 rét so vai chi sir dung cat san ho thong thuong (1P3, 1P4, 1P5).
biéu nay cho théy viéc sir dung dAt sau cai tao d3 tao moi trudong thuan loi hon cho
ca vi khuan hoat dong va cay phat trién.

Kha nang ra la

Két qua theo dbi sé 1a cay qua 5 tuan cho thay su khac biét rd rét gitta cac
nghiém thuc.
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Hinh 3.23. Anh huang cua chang vi khuan phan giai phosphate dén kha ning ra 14 cta
cay rau mong toi
(Ki tzr ¢ c&c cbng thuc chr sy sai khac ¢ muic tin cdy 95% giza cac cong thuc thi
nghiém ¢ clng thoi diém theo ddi; thanh sai sé biéu hién sai sé mau SE)

O cay rau an 14, s6 14 va dién tich 14 12 nhitng chi tiéu quan trong phan anh tryc
tiép sirc sinh treéng va tiém ning tao ning suit cua cay tai thoi diém thu hoach. Céc
két qua trén Hinh 3.23 thé hién xu hudng ting déu cua sb 14 theo thoi gian, dic biét
ndi bat & céc thi nghiém 1P6, 1P7 va 1P8. Viéc st dung cat san ho da duoc cai tao da
cung cap ngudn dinh dudng gidp tao méi trudng phat trién vi sinh vat cd loi, gidp cay
phét trién manh mé hon, tir d6 1am gia tang toc do hinh thanh I4.

Nguoc lai, cac cdng thirc dbi ching (1P1 — cat san hd va 1P3 t&i 1P4) c6 toe do
ra 14 thip hon 13 rét. Diéu ndy cho thay dat cat san hd véi d6 toi x6p cao nhung nghéo
dinh dudng va giit nudc kém khong du dap tng nhu cau dinh dudng cho cay phat
trién binh thuong.

Tac dung cua vi sinh vat cing dugc ghi nhan ¢ cac cong thuc 1P3 - 1P8, tuy
nhién, mirc ting s6 14 do chung vi sinh vat mang lai khdng khéc biét ré rang so véi
d6i ching duong cho thay hiéu qua chinh van dén tir nén gia thé hiru co phdi tron.

Chi sé digp luc SPAD

Két qua phan tich cho thay nghiém thirc cat san hd khdng ¢ vi sinh vat va khong
dugc bon phan 1an cho thay gié tri SPAD dao dong manh va khong 6n dinh, tir mirc
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thap 12,8 dén 36,2 trong sudt qua trinh, véi sy khac biét thong ké khdng rd rét. DBiéu

nay phan &nh rang cay trong nén gia thé khong duoc b sung dinh dudng s& kho duy
tri muac diép luc 6n dinh, va hiéu qua quang hop sé bi anh hudng.
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Hinh 3.24. Anh huang caa chang vi khuan phan giai phosphate dén chi sé SPAD cua
cay rau mong toi
(Ki tzr ¢ c&c cbng thuc chr sy sai khac ¢ muic tin cdy 95% gia cac cong thuc thi

nghiém ¢ cling thoi diém theo ddi; thanh sai so biéu hién sai s6 mdu SE)

Tai tuan thir 5, nghiém thac 1P2 ¢6 chi s6 SPAD cao vuot trdi (53,9), khac biét
c6 ¥ nghia thong ké so véi tat ca cac nghiém thuc trén nén cat chua cai tao va ddi
chang &m. Cac nghiém thuc trén gié thé cai tao, cu thé 1a 1P6 (38,93) va 1P7 (37,97),
duy tri duoc chi sé SPAD & muc cao va khong khac biét thdng ké so vai 1P2. Nguoc
lai, c4c nghiém thirc 1P1 (21), 1P3 (18,87), 1P5 (20,5) va dic biét 1a 1P4 (15,13) déu
c6 chi sé SPAD kha thap.

Nang sudt

Két qua cho thay, nghiém thirc d6i chitng Cat SH — khong bon phan va khang
cd vi sinh vat dat ning suat thap nhat chi 8 g/cay thé hién rd su thiéu hut nghiém trong
vé dinh dudng. Tuong tu nghiém thac 1P3 - 1P5 — ¢6 bd sung vi sinh vat nhung trén
nén cat san hd cho ning suit ciing kha thip va khac biét khdng co ¥ nghia théng ké
vé6i dbi ching am.



65

. 1
7

-
o
1
o]

1P1 1P2  1P3  1P4 1P5 1P6 1P7  1P8
Cdng thire thi nghiém
Hinh 3.25. Anh huang cua ching vi khuan phan giai phosphate dén nang sut caa cay
rau mong toi
(Ki tw o cac cdng thuzc chi sur sai khac ¢ mazc tin cgy 95% gira cac cong thec thi
nghiém ¢ clng thoi diém theo ddi; thanh sai sé biéu hién sai sé mau SE)

Dang chi ¥ hon, cac nghiém thic trén nén cét cai tao déu cho niang suat cao hon
d6i chizng am. Cac nghiém thirc trén gia thé cai tao, cu thé 12 1P8 (25,2) duy tri dwoc
chi s6 & muc cao va khong khac biét thong ké so voi 1P2.

Viéc khong khéc biét vé y nghia thong ké giita nghiém thirc nay cho thay rang
viéc khong sir dung phan bon phosphate hoan toan khéng anh hudng dén ning suat
khi co sy hién dién cua vi sinh vat phéan giai phosphate. Bay 1a minh chang rd rang
cho thiy vi sinh vat da giup phan giai phosphate tir ngudn kho tan trong méi truong.

Tir cac két qua trén, cd thé khang dinh rang: vi sinh vat phan giai phosphate c6
kha ning ning cao niang suit cdy trong mot cach rd rét trén nén cét san hd, ngay ca
khi khéng bon phan héa hoc. Thi nghiém cung cip bang chirng khoa hoc manh mé
vé kha niang @ng dung cua vi sinh vat trong néng nghiép sinh thai dic biét trong diéu
kién dat nghéo dinh dudng va hé sinh thai ven bién hoic trén dao.



66

3.3.2 Thay déi ham lwgng Phosphate trong dét trong cay

Bang 3.6. Su thay d6i ham luong P trong dt tréng rau mong toi

R Téng P 7 N Luong P Luong P dé
TongP | TongP | Pdé |datigucon| tidu cay hdp
(%, sau x A
. , (%, H chuyén | tieu (%, | 1aitrong | thu duoc (6) [6
Cong thirc X thu hoa d v 0 .
ngay 0) | poach) oadugc | ngay0) | gt (%, = (3+4) -5
1) @ (3) (4) sau thu
hoach) (5)
boi ching am 0,11 0,013 0,1 0,008 0,07499 0,03
bPoi chirmg duong 0,21 0,03 0,18 0,006 0,0804 0,11
Cong thac thi
. 0.18 0,032 0,15 0,012 0.082836 0,08
nghiém 1 ’
Cong thuec thi
g 014 | 003 011 | 0023 | 0084808 0,05
nghiém 2
Cong thuec thi
g 016 | 0,04 0,12 003 | 0077872 0,07
nghi¢ém 3
Cong thuec thi
g 033 | 0,064 027 | 0042 | 0084842 0,23
nghiém 4 ’
Cong thac thi
. 0.43 0,073 0,36 0,053 0.084534 0,33
nghiém 5 ’
Cong thac thi
. 0.4 0,081 0,32 0,051 0.082149 0,3
nghiém 6 '

Sau khi b6 tri thi nghiém, mau dat duoc thu tai hai thoi diém: ban dau (trudc
khi gieo trong) va sau thu hoach (tuan thir 5) nham phén tich ham lugng P tong sb va
P dé tiéu. Két qua phan tich dugc trinh bay trong Bang 3.6. Theo s liéu ¢ bang nay,
tai cong thirc d6i chung 4m (khong bo sung Cas (PO, ), va dich nudi cy vi khuan),
ham luong P d& tiéu ma ciy co6 thé hap thu dat muc thip nhat, chi khoang 0,03%.
Nguoc lai, & cac cong thue thi nghiém khac, gia tr1 P dé tiéu hép thu dugc cua cay
déu cao hon so véi dbi chirng am. Cu thé, & cac nghi¢m thuce tir 1 dén 6, luong P dé
tiéu hip thy duoc 1an luot nhu sau: 0,08; 0,05; 0,07; 0,23; 0,33 va 0,3 %. Sy thay ddi
trén chimg minh ring sau khi dat dugc bd sung chung vi khuin, cac hop chat
phosphate kho tan d3 dugc phan giai, giai phong phospho ¢ dang dé tan nhu axit
phosphoric va cac mudi hoa tan, gitp cay trong d& hap thu hon. Cac dang phosphate
nay trd thanh ngudn dinh dudng dé cay trong hap thu va phat trién sinh khéi, dic biét

& cong thirc duoc phdi tron thém gia thé ciing cho thiy kha ning hip thu cta ciy ciing
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cao hon so v&i chi co cat san ho khong.

Két qua phén tich P tong s6 cho thay mot xu hudng giam dan ¢ hau hét cac cong
thirc thi nghiém sau giai doan thu hoach so véi ban dau. Cu thé, cac gia tri "Téng P
%, sau thu hoach)" (cot 2) thudng thap hon so v&i "Tong P %, ngay 0)" (cot 1). Diéu
nay hoan toan phu hop véi cac nghién ctru trudc ddy vé chu trinh dinh dudng trong
dat, dic biét 1a trong hé thong ¢ su tham gia ciia ciy trong. Luong P tong s giam
duogc giai thich 1a do P trong dat da dugc chuyén hoa thanh cac dang dé tiéu va sau
d6 dugc cay trong hap thu dé xay dung sinh khéi. Qué trinh nay tao nén su dich
chuyén phosphate tir dat sang sinh khéi thyc vat, dan dén su suy giam ham luong P
tong sb trong dat sau mot chu ky canh tac.

Vi két qua P dé tiéu trong mau ban dau trude trong cay thap hon sau thu hoach
c6 thé duoc giai thich rang trong miu ban dau qué trinh chuyén hoa phosphate khong
tan thanh phosphate dé tiéu boi hoat dong cua vi sinh vat trong dat chua hiéu qua.

O cac tuan ké tiép do da 6n dinh dan cac diéu kién tdc do phan giai va chuyén
hoa phosphate khé tan thanh dang dé tiéu boi cac chung vi khuan dugc bd sung nhanh
hon do d6 luong P dé tiéu trong dét c6 thé tang 1én. Picu nay di ching minh vai trd
ctia chiing vi khuan trong viéc phan giai P kho tan thanh nguon P ma ciy c6 kha ning
hap thu.

3.4 Thir nghiém déanh gia sw phat trién ciia mdt s6 loai rau xanh khi sir dung déc

1ap ché pham vi sinh vat phan giai Phosphate.
3.4.1 Anh hwéng ciia vi khuin va méi trudong dit 1én kha ning nay mam cia hat.

Bang 3.7. Theo di ti 16 nay mam trén hat rau cai

Thoi gian Ti 1§ nay mam
(h) M1 M2 M3 M4 M5
24 11,119 | 11,119 | 28,89% | 13,33¢ | 14,44
48 21,11% | 3556 | 41,11% |2556% | 28,89°
72 31,11 | 37,78%¢ | 43,33% |33,33%d | 30d
96 37,78° | 41,11 | 44,44% | 4556% | 4889
121 42,220 | 47,78 | 48,89* | 51,11* | 51,11°
145 52,22% | 51 11 | 56,672 |54 442 | 55 520
169 54,44% | 55 56°% | 64,442 | 61,11 | 57,78k

Két qua danh gia tac dong cua 5 loai méi truong bao gém dung dich dat va dich
nudi vi khuan tai ti 1& nay mam cua hat rau cai duoc thé hién trén Bang 3.7. Cho thay,
sau 7 ngay thi nghiém, moéi treong cap du am thi sé tao diéu kién tt cho hat nay mam.
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Trong d6, c6 thé thay cac thi nghiém M3 dat ti 1 hat nay mam ¢ muc cao. Déi chiéu
vé6i thi nghiém d6i chang am M1 ¢6 sy chénh léch ti 1¢ tir 3,34 % - 13,34 %, ddi véi
c4c mau M4 - M5. So véi thi nghiém c6 doi chimg duong (M2), ciing ghi nhan cac
mau M3 - M4 - M5 ¢6 ti 1é nay mam cao hon tir 2,22 % - 12,22 %

Tai thi nghiém danh gia hat nay mam trén dich dat cai tao (Trudc va sau canh
tac), ti 1& hat nay mam cé su bién dong nhe khi ting ¢ trudc vu canh tac va giam di ¢
sau vu canh tac. Cu thé, tai thi nghiém trén dich dat Trudc canh tac (M3), ti 1¢ hat nay
mam dat 64,44%, trong khi d6, Sau canh tac (M4), ti 18 hat nay mam chi dat 61,11%.
C6 thé thay rang su chénh léch dinh dudng gitta thoi diém trudc canh tac va sau canh
tac ciing anh hudng téi kha nang nay mam cua hat. Két qua nay ciing dua ra phuong
huéng cai thién dinh dudng cua dit trude khi tién hanh vao vu canh tac tiép theo
trong tuong lai.

Tai c4c thi nghiém danh gia anh huong caa cac chang vi khuan toi kha ning nay
mam cua hat, c6 thé thay chung vi khuan cho két qua ti I¢ nay mam cao. Cu thé chung
TSD-B5.7 (M5) cho ti I nay mam dat 56,67 %. So vai ddi chitng am 1a mau M1, do
chénh léch cua ti 18 nay mam nam trong khoang 3,34 %. Tuy c6 sy khac biét nhung
ti 16 nay mam c6 thé khdng mang lai su chénh léch qua Ion, do vay can xét téi s6
lugng hat nay mam dya trén cac méc thoi gian trong thi nghiém.

Tai 24h. MAu M1 dat mtc 11,11 %, miu M2 dat mac 11,11 %. Mau M5 dat
14.44 %. CO thé thay vao ngay dau tién, sic nay mam cua cac hat chua dong déu.

Tai 48h. Mau M1 dat mirc 21,11 %, mau M2 dat 35,56 %. Mau M5 — 28,89 %.
C6 thé thay c6 su gia ting manh Vé ti 1& nay mam ¢ thi nghiém M5, tang tir 13.34 %
lén 28.89 %. Ngay thtr hai ghi nhan su thay d6i dang ké vé ti 1é nay mam, qua dé c6
thé nhan dinh rang can thoi gian dé quan sat su kich thich caa dich nudi vi khuan toi
strc nay mam cua hat.

Tai 72h. Mau M1 dat muac 31,11 %, mau M2 dat muac 37,78 %. Quan st tai thoi
diém 72h, ta cd thé thay su chitng lai cua ti 16 nay mam mau M5 chi dat 30 %.

Tai 96h. Mau M1 dat muc 37,78 %, mau M2 dat mac 41,11 %. Thi nghiém M5
tai thoi diém 96h c6 su ting manh vé ti 18 nay mam. Mau M5 dat ti 1¢ 48,89 %. Qua
quan sét, c6 thé thay khoang thoi gian 96h 1a thoi diém mau M9 ting manh Ve ti l¢
nay mam (xét tir khoang thoi gian 24h t6i cac méc thoi gian vé sau). Ti Ié nay mam
tang 18.89 %.

Tai 121h t6i 145h. trén tit ca cac mau ghi nhan sy ting nhe Vé ti 1& nay mam.
Mau M1 van giit ti 1& ting 10 %, cac mau M2 - M5 c6 ti [&é nay mam ting trong
khoang 3,33 % - 5,56 %.
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Tai 196h. Tai thoi diém cudi thi nghiém. Mau M5 dat ti 1& nay mam 57,78 %.
Déi chiéu voi hai mau ddi chung M1 c6 ti 16 nay mam 54,44 % va M2 ¢4 ti 1¢ nay
mam 55,56 %. Nhin chung mau thi nghiém trén dich nuéi vi khuan cé muc ti 1& nay
mam cao hon so v6i hai mau ddi chiing. Ti 18 nay mam chénh léch hon trong khoang
3,34 % khi dbi chiéu véi M1. Ti 1é nay mam chénh léch hon trong khoang 2,22 % khi
ddi chiéu voi M2.

Tong két ca qua trinh, mau M1 va M2 1a hai miu d6i chiing ¢6 muc ting ti 18
nay mam 6n dinh qua céc thoi diém khao sat. Mau M5 c6 hai dot ting manh vé ti I¢
nay mam la khoang 24h - 48h va 72h - 96h, c6 ti 1& nay mam dot cudi thi nghiém dat
57,78 %. C4 thé giai thich rang, lwong vi khuan tiép xuc trong hat c6 thé tac dong
theo khoang thoi gian khéac nhau.

3.4.2 Hiéu qua cai tao dit qua thue té trong thir nghiém rau cai

Canh tac rau mau trén dit cat san ho ven bién gap nhiéu han ché do dic tinh dit
nhe, d& bj rira troi, nghéo dinh dudng va kha ning giit nude kém. Nhitng yéu té nay
khién cay sinh truéng cham, ndng suat thép va thiéu 6n dinh qua céc vu. Vi vay, viéc
ap dung cac bién phap cai tao dat bang giai phap sinh hoc két hop véi vat lidu hiru co
dugc xem 1 hudng tiép can trién vong nham khoi phuc do phi nhiéu va nang cao hiéu
quéa san xuat. Trong nghién ctru ndy, cdy rau cai — loai rau ngin ngay va nhay cam
v6i diéu kién ngoai canh — dugc lya chon tréng thtr nghiém trén ba nén dat: cat san
hé, cat san ho di cai tao va dat Dam Bay (1am ddi chimg duong) tai Tram nghién ctru
thir nghiém bién Pam Bay. Rau duoc thu hoach sau 30-35 ngy sinh truéng trong mod
hinh trong thir nghiém. Viéc so sanh céc chi tiéu sinh truong nhu chiéu dai 14, chidu
rong 14, s6 14 va ning suat qua ba vu lién tiép 1a co s dé danh gia hidu qua thyc té

cua cong thurc cai tao dat dé xuat.




Céc chi tiéu sinh trudng va phat trién cua rau cai qua cac vu dugc trinh bay cu

Hinh 3.26. Hinh anh rau cai va mong toi tai thoi diém thu hoach

thé trong bang 3.8 sau:

Bang 3.8. C4c chi tiéu sinh trudng cua rau cai sir dung doc 1ap ché pham vi
khuéan phan giai phosphate

Chi tiéu Ning suit Dai la Rong 14 Sb 14
(kg/m?) (cm) (cm) (18)
Tén mau Vul | Vu2 | Vu3 | Vel | Vu2 | Vu3 | Vul | Vu2 | Vu3 | Vul | Vu2 | vu3
DAt cat san ho
o+ bo | 209 | 2665 | 237x | 345% | 332 | 3L1° | 245 | 224° | 188" | 125° | 113 | 100°
cal o T b b1 02 | 02 | 17 | 09 | 05 | £1,9 | 02 | £02 | 05 | +0,6 | £1,0
che pham
DAt cat san hod
cdi tao + VSV | 155 | 1.30 | 0.95 | 28.5% | 26.1% | 23.4b | 13.2° | 11.5° | 10.1° | 11.0° | 10.4% | 9.32+
PGP  (Thi| 02 | +01 | +02 | +20 | +15 | +1.8 | +11 | +09 | +0.8 | +1.0 | +05 | 0.7
nghiém)
Cét san ho 1,1+ | 0,98+ | 0,35+ | 24,7 | 23,8 | 21,0° | 9,8°+ | 9,7°+ | 95°+ | 10,72 | 10,0° | 9,02+
01 | 03 | 03 | +45 | +07 | +1,0 | 1,3 15 | 06 | +15 | +00 | 1,0
it Dim Bay | 203 | 257+ | 223% | 348 | 330° | 209% | 255% | 248 | 221° | 97'+ | 92°% | BO'%
a am
Y 1 03 | 02 | 025 | +10 | +08 | +03 | 22 | +16 | 1,1 | 1,1 | 05 | 1,0

Két qua trinh bay trong Bang 3.8 cho thay cic chi tiéu sinh trudng va ning suit

cua rau cai trén ba loai nén dat c6 sy khac biét dang ke, dac biét rdo gitta dat cat san

ho chua cai tao va dat cat san ho sau cai tao. Trong do, chiéu dai va chiéu rong 14

duoc xem 13 nhirng thong sé quan trong, phan anh truc tiép muirc d6 phat trién ciia mo

1a, dong thoi lién quan mat thiét dén kha ning quang hop va hiéu qua hap thu anh

sang cua cay.
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Qua ba vu trong lién tiép, rau cai trong trén dét cat san ho cai tao bang bo ché
pham day du duy tri gia tri chiéu dai 14 trung binh 1an luot 1a 34,5 cm, 33,2 cm va
31,1 cm. Céc gia tri nay cao hon dang ké so v&i cat san ho (24,7 cm, 23,8 cm va 21,0
cm) va tuong duong voi dat Pam Bay. Tuong tu, chiéu rong 14 trén dét cai tao toan
dién dat 1an lugt 24,5 cm, 22,4 cm va 18,8 cm, vuot troi so voi dat cat san ho (chi dao
dong trong khoang 9,5 - 9,8 cm). Trong khi do, dét cai tao chi st dung VSV phan giai
phosphate (Thir nghiém) cho thay sy cai thién tuy nhién van thap hon so véi viéc sir
dung bo ché pham day du véi chiéu dai 14 dat 28,5 cm, 26,1 cm va 23,4 cm va chiéu
rong lala 13,2 cm, 11,5 cm va 10,1 cm qua ba vu.

Su vuot trd1 nay duoc 1y gidi tir hiu qua cua cac thanh phén cai tao dat da duoc
st dung. Ché pham vi sinh vét sinh mang nhay (EPS) déng vai trd trung tim véi kha
nang gitt nudc cao va tao mang ludi lién két gifta cac hat cat ro1 rac, tir do tang kha
nang giir am, 6n dinh ngudn nudc trong dat va giam stress han cho cdy. Nho do, rau
cai tréng trén dat cai tao c6 diéu kién sinh trudng thuan loi hon, thé hién qua kich
thude 14 16n va 6n dinh hon qua cac vu. Pong thoi, sur hién dién cua ché pham vi sinh
vét hitu ich chiu man trong cong thirc cai tao con gop phan cai thién thanh phan dinh
dudng cua dit théng qua cac hoat dong sinh hoc nhu cd dinh nito, phan giai
phosphate, cellulose va chuyén héa cac chat kho hap thu thanh dang cay dé sir dung.
Diéu nay gitip cdy dugc cung cip ngudn dinh dudng lién tuc va day di hon, kich
thich phat trién cac mo phan sinh tir d6 ting ca kich thudc 14 va sb lugng 1a.

Bén canh d6, gia thé hitu co trong cong thirc cai tao dong vai trd nhu mot ngudn
cung cip chat hitu co bén viing, gitp ting d6 phi dat, ting kha ning gilr nudc va cai
thién cau tric dat. Cac chat hitu co nay ciing tao diéu kién Iy tudng cho sy phat trién
ctia hé vi sinh vat c6 loi, gitip kich thich hé 1& phat trién, ting kha nang hap thu dinh
dudng clia cay. Viéc két hop v6i bentonite — mot khoang sét c6 kha nang giit nudc
va dinh dudng t6t — cang 1am ting hiéu qué cai tao. Bentonite gitip ting cuong kha
nang trao ddi cation, giit lai cac dudng chét trong ving ré, dong thoi duy tri ¢6 4m 6n
dinh trong dét, gitp rau cai phat trién lién tuc va chéng chiu tot hon trude diéu kién
bat lgi ngoai méi trudng.

Chi s6 s6 14 trung binh ciing phan anh 16 hiéu qua cai tao. Rau cai trong trén rau
cai trong trén dat cat san ho cai tao sir dung b ché pham day du c6 sb 14 1an luot 1a
12,5; 11,3 va 10 1a/cay trong ba vu, cao hon so vi rau tréng trén dat cat san ho (10,7,
10,0; 9,0 1a/cay) va vuot ca dat Pam Bay ¢ vu 1 va 2 (9,7; 9.2; 8,0 1a/cay). Véi dat
cai tao chi st dung VSV PGP cho s6 14 trung binh (11,0; 10,4; 9,3 14/cay), cao hon
dat cat san ho & hai vu dau nhung van thap hon so vé6i cong thire cai tao c6 str dung

bd ché pham day du.
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Diéu nay cho thay khong chi kha nang sinh truéng ma sirc sdng tong thé cua
ciy ciing dugc cai thién 16 rét nhd sy phdi hop dong bo gitra cac ché pham sinh hoc
va vat liéu cai tao trong cong thure cai tién.

Vé nang suét, rau cai tréng trén dat cat san ho cai tao dat trung binh 2,69 kg/m?
ovul, 2,66 kg/m?d&vy?2va237kg/m?6vu3—cao nhat trong ca ba nén dat. Trong
khi d6, dat Pam Bay cho ning suit gin tuong duong nhung thap hon mét chut ¢ ca
ba vu (2,63; 2,57; 2,23 kg/m?). Nguoc lai, rau tréng trén dat cat san ho chua cai tao
cO nang suét rat thép (1,1; 0,98; 0,35 kg/m?), dac bi¢t giam manh & vu 3, cho théy sur
suy kiét nhanh chéng cua nén dat nghéo dinh dudng néu khéng duoc cai tao. Pang
chu ¥, v6i dat thir nghiém chi st dung VSV PGP cho ning suit & muc khé (1,55;
1,30; 0,95 kg/m?), cao hon dang ké so vGi dat cat san ho - cu thé & vu 1 cao hon
khoang 1,4 1an (1,55 so v&i 1,1 kg/m?) nhung van chi bang khoang 58% so véi dat
duoc cai tao béng bo ché phém hoan chinh.

Nhu vay viéc thtr nghiém doc 1ap VSV PGP cho két qua tdt hon dat cat san ho:
Dit cat san ho co dic tinh nghéo dinh dudng. Chung vi sinh vat phan giai phosphate
(PGP) khi duoc bo sung vao dat da hoat dong, chuyén hoa cac hop chat Photpho kho
tan thanh dang ion phosphate dé& hap thu cho cay. Photpho 1a mot trong nhirng dudng
chét da lugng thiét yéu, c6 vai tro quan trong trong viéc phat trién bo ré, qua trinh
quang hop va van chuyén niang luong. Viéc cung cap ngudn Photpho hitu hiéu nay
da giup cy trong trén 16 thir nghiém phat trién tt hon han so véi ciy trén nén cat tro,
nghéo dinh dudng ban dau.

Tuy nhién so véi dat c6 st dung déy dt bo ché phém mac du cai thién duoc yéu
t6 dinh dudng photpho, viéc thir nghiém doc 1ap VSV PGP van cho ning suit va cac
chi tiéu sinh truéng kém xa. Nguyén nhan 1a vi cong thirc cai tao day di mang lai mot
giai phap tong hop, co tinh cong hudng, giai quyét dong thoi nhidu han ché cua dat
cat: Han ché vé vat 1y va gitt am: Ché pham vi sinh vat sinh mang nhay (EPS) va
bentonite tao ra mot mang ludi két dinh cac hat cét, ting kha niang gilt nudc va chat
dinh dudng vuot trdi. Viéc thir nghi€ém ddc lap VSV PGP khong c6 cac thanh phﬁn
nay, do d6 dat van bi rira troi dinh dudng va giit nude kém.

Han ché vé dinh dudng tong thé: B ché pham day du con chira cac vi sinh vat
hiru ich khac (c6 dinh nito, phan giai cellulose) va gia thé hitu co, tao ra ngudn dinh
dudng da dang va bén virng cho cay. Viéc thir nghiém doc 1ap VSV PGP chi tap trung
vao photpho, khong giai quyét dugc tinh trang thiéu hut cac chat dinh dudng khac.

Nhu vay, co thé két luan viéc chi st dung mot tdc nhan sinh hoc don 1¢ nhu

VSV PGP la chua du dé khéc phuc toan dién céc nhugc diém cua dat cat san ho. Hiéu
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qua vuot trdi ctia bd ché pham day du dén tir su két hop cua cac giai phap cai tao ca
veé Vat 1y, hoa hoc va sinh hoc cua dat.
3.4.3. Hiéu qua cai tao dit qua thuc té trong thir nghiém rau mong toi

Mong toi 14 loai rau leo dugc trong phd bién tai cac ho gia dinh ving ven bién
va hai dao, co tdc do sinh truong nhanh nhung doi hoi dat c6 kha ning giir 4m va gidu
dinh dudng dé dat nang suat tdi vu.

Hinh 3.27. Hinh anh rau mong toi tai thoi diém thu hoach
Két qua cac chi tiéu sinh truong, phat trién cta rau mong toi dugc thé hién &

Bang 3.9 sau:

Bang 3.9. C4c chi tiéu sinh trudng caa rau mong toi

Chi tiéu Ning suit Dai la Rong la S61a
(kg/m?) (cm) (cm) (18)
Tén miu Vul | Vu2 | Vu3 | Vul | Vu2 | Vu3 | Vul | Vu2 Vu 3 Vul | Vu2 | Vu3
bat iat Sin 1;? 1’15 156+ | 1,38+ | 20,6° | 19,8 | 16,5°+ | 16,0° | 14,42+ | 1052+ | 2532+ | 23,7 | 19,3
a1l tas T
cal 1o T Bo 02 | 01 | 32| +13| 10 | +1,7 | 18 1,0 25 | £38 | +06
ché pham 0,1
DAt cat san hod 0.88
ciitgo+VSV | " | 071% | 052+ | 125 | 108% | 89%+ | 81 | 6,9%+ | 55+ | 151% | 135% | 10,2
PGP (Thi| = | 01 | 005 | £15 | £10 | 08 | %09 | 07 06 | +20 | +18 | +15
nghiém) '
0'35 c c C c c c c C C
Cét san ho . | 0205|018+ | 72°+ | 65°+ | 50°% | 48+ | 42°% | 31°% | 110°¢ | 9,7°% | 6,3°%
g | 001 | 002 | 25 | 05 0,5 1,0 0.2 0,5 17 12 | 15
1’77 b b b, b b, b. b, b b
o 1,58+ | 1,34% | 17,0% | 16,8% | 14,7+ | 13,0 | 12,2+ | 10,32+ | 19,7%+ | 18,7 | 18,0
bat bam Bay *
ol | 02 01 | £1,0 | £09 | 1,0 | +10 | 0,3 08 21 | £55 | £20
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Két qua Bang 3.9 cho thay tat ca cac chi tiéu sinh truong va ning suat ciia rau
cai déu co su khac biét rd rét gifra ba loai nén dat. Dang cht y, cac chi ti€u trén dat
cat san ho sau cai tao luén dat gia tri cao hon so voi1 d4t cat san ho va tiém can, thim
chi vuot nhe so véi dit Pam Bay.

V& chiéu dai 14, rau mong toi trong trén dét cai tao ¢ chidu dai trung binh dat
20,6 cm (vu 1), 19,8 cm (vu 2) va 16,5 cm (vu 3), cao gép gﬁn 3 14n so véi cay tréng
trén cat san ho (7,2 cm; 6,5 cm; 5,0 cm) va nhinh hon dat Pam Bay (17,0 cm; 16,8
cm; 14,7 cm). Chiéu rong 14 cling phan anh tuong tu, voi gia tri lan luot dat 16,0 cm;
14,4 cm va 10,5 cm trén dat cai tao, vuot troi so véi dit cat (4,8 cm; 4,2 cm; 3,1 cm),
trong khi dat Dam Bay dat lan luot 13,0; 12,2 va 10,3 cm. Trong khi d6, véi dat thir
nghiém chi ding VSV PGP ciing cho thiy su cai thién v6i chidu dai 1a dat 12,5 cm,
10,8 cm, 8,9 cm va s6 1a dat 15,1, 13,5, 10,2 1a/cay. Du céc chi s6 nay tot hon dat cat
san ho, tuy nhién van thip hon dang ké so véi cong thic cai tao st dung bd ché pham.

So 14 trung binh trén cay méng to1 tréng dat cai tao qua cac vu dat lan lugt 25,3;
23,7 va 19,3 la/cay — cao hon dang ké so v&i dit cat san hod (11,0;9,7; 6,3 1a) va cao
hon ca dat Pam Bay (19,7; 18,7; 18,0 1a/cay).

Vé nang suat, dat cai tao cho két qua cao nhat cabavu: 1,75; 1,56 va 1,38 kg/m?,
xap xi voi dat Pam Bay (1,77; 1,58; 1,34 kg/m?), nhung cao gap 4 -5 lan so véi dat
cat san ho (0,35; 0,295; 0,18 kg/m?). Bdi véi thir nghiém doc 1ap VSV PGP cho ning
suat (0,88; 0,71; 0,52 kg/m?) cao hon so véi dat cat san hé, cu thé 1a cao hon tr 2.4
dén 2.9 lan (vi dy, 0,88 kg/m? so v&i 0,35 kg/m? & vu 1). Tuy nhién, ning suat nay
van chi bang khoang 50 % so vi thi nghiém sir dung bo ché pham day di, Mot 1an
nita nhdn manh tam quan trong cua cc yéu to cai tao vat 1y dat.

Nhu vay qua cac két qua so sanh hiéu qua cai tao dat trong rau cai va mong toi
giita cong thic sir dung ché pham chi chira chung Pseudomonas putida TSD-B5.7 va
bo ché pham da thanh phan cho thiy cac chi tiéu sinh trudong va ning suat cia cay
rau cai va mong toi & cac nghiém thie sir dung VSV PGP thap hon khoang 40-50%.
Tuy nhién, su khac biét nay can dugc xem xét trong bdi canh muc tiéu va diéu kién
trién khai ciia d¢ tai.

Trong giai doan thyc hién luan vin, cac thi nghiém duoc tién hanh song song
Véi tién do cua dé tai “Nghién cieu ieng dung cong nghé sinh hoc dé cai tao cét san
hé thanh dat canh tac bang mang sinh hec Polysaccharide, vdt liéu két dinh
bentonite va vi sinh vdt hizu ich . Do yéu cau vé sy dong bo vé thoi gian, mau dat
va quy trinh thi nghiém gitra hai huéng nghién ciru, cling véi giéi han vé thoi gian va
ngudn lyc, dé tai ndy chi co thé bé tri dugc cac cdng thirc so sanh tryc tiép véi bo ché
pham cua dé tai. Viéc lra chon hinh thie dbi chimg nhu vay nham dam bao tinh tuong
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thich vé diéu kién va quy trinh thuc nghiém, ddng thoi tao co sd so sanh thuc té giira
chung don 1é va t6 hop vi sinh vat dang dwoc phat trién song song trong cuing hé
théng nghién cuu.

Céch bé tri nay gitip danh gia twong di tiém nang cua chung vi khuan P. putida
TSD-B5.7 trong béi canh wng dung thuc té, ddng thoi van dap ang tién do va pham
vi dé tai duoc giao.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN

1. Déi véi ching vi khuan chiu man phan giai Phosphate Pseudomonas putida
TSD-B5.7 di lua chon duoc moéi truong PK cai tién véi cac thanh phan (g/L):
Saccharose 20; cao nim men 10; (NH4)2S04 1; MgS04.7H20 0,1; Cas(PO.)2
5: KCI 0,2; MgCl.6H,0 5; NaCl 20; Nhiét 6 30°C, toc d6 ldc 200 vong/phdt,
pH 7,5 véi ty 18 tiép gidng 5% va thoi gian nudi cy 48 gio, thi cho kha ning
sinh truong tét dat 5.9 x 10° (CFU/mL) twong ung véi ODgoo dat 1,5.

2. Panghién ctru t61 wu diéu kién 1én men thu sinh khoi ching vi khuén chiu min
phan giai phosphate dugc, mo hinh da xac dinh duoc cac tham s6 toi wu nhu
sau: pH= 6,8 nhi¢t d6 1a 33,8 °C trong thoi gian 47,3 gio, khi do gia tri OD thu
duoc toi da 1a 1,56. Tir d6 thiét 1ap quy trinh 1én men dé thu sinh khdi tir ching
vi khuan chiu min phén giai phosphate.

3. Panh gia dugc hiéu qua chuyén hoéa phosphate trén nén dat cat san ho: Ham
luong P, Og dé tiéu trong dét cat san ho ban dau dat 0,008%, sau khi xtr ly
bang chung vi khuan dat 0,042 - 0,053% tuwong tng ting gip 5,25 - 6,63 lan
s0 voi d6i ching ban dau. Cac chi tiéu sinh truong cta cdy rau mong toi trén
nén dat xir 1y vi sinh vat déu cao hon 16 rét so v4i doi ching, trong do chiéu
cao trung binh dat 23,7 cm (tang 60,1%), sb 14 trung binh 8,9 14/cay (tang
58,9%), chi s6 SPAD 34,8 (ting 55,4%) pH dat duoc duy tri 6n dinh trong
khoang 6,6-6,8, cho thay chung vi khuan hoat dong hiéu qua va khong gy
bién dong bat loi dén moi truong dat.

4. Panh gia duoc hiéu qua chuyén hoa phosphate trén nén dat cat san hé: Ham
luong P, Os dé tiéu trong dAt cat san ho ban dau dat 0,008 %, sau khi xir ly
bang chung vi khuan dat 0,042 - 0,053% twong tng ting gip 5,25 - 6,63 lan
s0 voi ddi ching ban dau. Céc chi tiéu sinh trudng cta cdy rau mong toi trén
nén dat xir 1y vi sinh vat déu cao hon 16 rét so v4i doi ching, trong do chiéu
cao trung binh dat 23,7 cm (ting 60,1 %), s 14 trung binh 8,9 l4/cay (ting 58,9
%), chi s6 SPAD 34,8 (ting 55,4 %) pH dat duoc duy tri on dinh trong khoang
6,6 - 6,8, cho théy chung vi khuan hoat dong hi¢u qua va khong gay bién dong

bét loi dén moi truong dat.
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KIEN NGHI

1. Tién hanh thir nghiém va d4nh gia thém vé kha niang chuyén hoa phosphate
ctia chiing vi khuan trén dat & quy mo thyc nghiém hién truong.

2. Nghién ctru xac dinh mat d¢ vi khuén ton tai trong dat trude va sau canh tac,
murc cai thién ciu triic dat va kha ning tich liiy phosphate sau 2-3 chu ky canh
tac dé 1am rd hon vai trd va hiéu qua thyc té cta ching vi khuan Pseudomonas
putida TSD-B5.7.
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Phu luc 1:

PHU LUC

X4y dyng dd thi twong quan gitta ODeoo va mat do té bao

Dé xiy dung duong twong quan gitta ODeoo VOi mat do t& bao cua chung

Pseudomonas putida TSD-B5.7 trén méi truong nudi cdy PVK, tién hanh xac dinh

mat d6 vi khuan & nhitng gia tri do ODsgoo trong tng.

ODeoo 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Mat do 7,4.108 | 1,5.107 | 2,45.107 | 4,06. 6,98. 9,51. 1,2.108
7 7 7
(CFUmL) 10 10 10
log Matdo | 6.869 7.176 7.389 7.609 7.844 7.978 8.079
(N/mL)
8.400 y = 2.0317x + 6.7508
RZ=0.9786
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Hinh 4.1. Pudng tuong quan tuyén tinh gia tri ODsoo VOi mat do té bao vi khuan TSP-
B5.7 trén moi truong PK

Thuc hién phan tich hdi quy tuyén tinh (linear regression) dé tim ra phuong
trinh duong thang c6 dang: Y =aX + b (Y =2.0317X + 6.7508)

Trong do6:
(Y = log10(CFU/ml); X = OD600nm; a = Do dbc cua dudng thang (hé sd goc); b =

Diém cit truc tung)

T d6 thay vao phuong trinh ta tinh duoc gia tri ODeoo khi biét mat do
(CFU/mL) va nguoc lai.
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__logy0(Y)—-6.7508
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(X 1a gia tri ODeoo; Y 1a gid tri mat 4o (CFU/mL))

Phu luc 2:

2.1. Xay dung do thi dwong chuin Phosphate tong s
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Hinh 4.2. Thi nghiém xay dung duong chuan phosphate tong sé
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2.2. Xay dung d6 thi dwdong chuin Phosphate hiru hiéu
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Hinh 4.3. Thi nghiém danh gia phosphate hitu hiéu trong c4c mau dat
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Phu luc 3: Qué trinh theo ddi danh gia chuyén hoa phosphate ctia ching TSP-B5.7

dbi voi sy phat trién cta cay trong qua 5 tuan.
Thi nghiém phosphate

Tuan 2
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