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số liệu, kết quả nêu trong luận văn là trung thực nếu sai tôi hoàn chịu trách nhiệm 
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Dù đã nỗ lực hết mình, song vẫn không tránh khỏi những thiếu xót. Kính 
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 Hà Nội, ngày 15 tháng 06 năm 2026 

 Học viên 

  

 Nguyễn Thị Kim Tiên 
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MỞ ĐẦU 

Việt Nam là quốc gia có nền nông nghiệp phát triển và giữ vai trò quan trọng 

với phần lớn dân cư sinh sống ở nông thôn và làm nông nghiệp. Trong đó, lúa gạo 

là cây lương thực chủ lực của quốc gia và là mặt hàng xuất khẩu chiến lược, góp 

phần quan trọng vào phát triển kinh tế, xã hội. 

Tuy nhiên, sản xuất lúa hiện nay đang gặp nhiều khó khăn do biến đổi khí 

hậu. Cây lúa là đối tượng rất nhạy cảm, khi nhiệt độ cao hoặc thấp so với ngưỡng 

tối ưu có thể ảnh hưởng đến thời gian sinh trưởng của chúng, giảm tỷ lệ trỗ bông và 

giảm năng suất hạt. Hiện tượng mặn hóa và phèn hóa đất làm suy giảm độ phì nhiêu 

đất, ức chế phát triển bộ rễ và làm giảm tác dụng của phân bón. Ngoài ra, việc ô 

nhiễm kim loại nặng và tích tụ các hợp chất độc hại trong đất cũng làm suy giảm 

các chỉ tiêu nông học và chất lượng hạt lúa. 

Bên cạnh nguyên nhân do biến đổi khí hậu thì hoạt động canh tác nông 

nghiệp không bền vững của con người cũng đang gây suy thoái tài nguyên đất 

nghiêm trọng. Việc lạm dụng phân bón hóa học và thuốc bảo vệ thực vật để tăng 

năng suất cây trồng trong ngắn hạn đã gây ra những hệ lụy đối với hệ sinh thái nông 

nghiệp như gây ra axit hóa đất, ô nhiễm nước, đất và làm suy giảm đa dạng vi sinh 

vật sống trong đó. Đặc biệt, các ruộng lúa ngập nước là một trong những nguồn 

phát thải khí mê-tan (CH4) đáng kể gây ra sự nóng lên của toàn cầu. 

Những thách thức trên cho thấy việc phát triển các giải pháp canh tác nông 

nghiệp bền vững là hết sức cấp thiết. Trong đó, nhóm vi khuẩn có lợi trong đất ngày 

càng được quan tâm do vai trò quan trọng trong kích thích sinh trưởng và nâng cao 

khả năng chống chịu của cây trồng, cải thiện độ phì nhiêu đất, tái cân bằng hệ sinh 

thái vùng rễ, giảm phụ thuộc vào phân bón hóa học, thuốc trừ sâu, giúp bảo vệ môi 

trường. 

Dù vậy, các nhóm vi sinh vật như vi khuẩn tía quang hợp (VKTQH) vốn có 

khả năng cải tạo đất và hỗ trợ sinh trưởng cây trồng lại chưa được khai thác và ứng 

dụng rộng rãi, đặc biệt tại các vùng đất nhiễm mặn, nhiễm phèn. 

Nitơ là dưỡng chất thiết yếu cho cây trồng nhưng phần lớn tồn tại dưới dạng 

khí N₂ mà thực vật không hấp thụ trực tiếp. Việc sử dụng phân đạm hóa học giúp 

cây phát triển nhanh nhưng để lại nhiều hệ lụy môi trường. Giải pháp thay thế bền 

vững là ứng dụng vi sinh vật cố định nitơ sinh học, chuyển N₂ thành NH₄⁺ dễ hấp 

thụ, đồng thời góp phần cải thiện đất và cân bằng hệ sinh thái vùng rễ.  

Ngoài ra, nhiều chủng VKTQH còn có khả năng sản sinh axit indole-3-axetic 

(IAA), là auxin tự nhiên quan trọng trong việc kích thích phát triển rễ. Quá trình 
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này chủ yếu diễn ra thông qua con đường phụ thuộc L-tryptophan, trong đó amino 

axit này được chuyển hóa thành IAA nhờ hệ enzyme nội sinh của vi khuẩn. Khả 

năng sinh IAA không chỉ giúp cây trồng có thể hấp thu dinh dưỡng tốt hơn mà còn 

góp phần giúp góp phần nâng cao hiệu quả phân bón và năng suất cây trồng ở điều 

kiện nhiễm mặn, nhiềm phèn, nghèo dinh dưỡng.  

Tại Việt Nam, các nghiên cứu về phân lập, tuyển chọn và ứng dụng các 

chủng VKTQH bản địa vẫn còn hạn chế. Phần lớn các chủng đang được sử dụng 

hiện nay có nguồn gốc từ nước ngoài hoặc được phân lập trong điều kiện phòng thí 

nghiệm nên chưa thích nghi cao được với môi trường tự nhiên ngoài đồng ruộng. Vì 

vậy, việc xây dựng một bộ tập hợp các chủng VKTQH bản địa có khả năng cố định 

nitơ và tổng hợp IAA, đồng thời thích nghi tốt với khí hậu, thổ nhưỡng tại Việt 

Nam là hết sức cấp thiết. 

Do đó, chúng tôi đã tiến hành thực hiện đề tài “Phân lập và tuyển chọn các 

chủng vi khuẩn tía quang hợp có khả năng cố định nitơ phân tử và sản sinh chất 

kích thích sinh trưởng IAA làm cơ sở tạo chế phẩm phân vi sinh cho lúa”. 

Mục đích nghiên cứu : 

Có được 2−3 chủng VKTQH có khả năng cố định nitơ phân tử và sản sinh 

IAA tốt nhất để ứng dụng làm chế phẩm phân bón ở ruộng lúa nước, ruộng lúa 

nhiễm mặn, nhiễm phèn.  

Nội dung nghiên cứu: 

• Phân lập các chủng VKTQH 

• Tuyển chọn chủng VKTQH có khả năng cố định nitơ phân tử 

• Tuyển chọn chủng VKTQH có khả năng sinh chất kích thích sinh trưởng 

IAA 

• Nghiên cứu một số đặc điểm sinh học và phân loại các chủng VKTQH tuyển 

chọn được 

• Đánh giá ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy đến khả năng cố định nitơ phân 

tử; sinh trưởng và sản sinh chất kích thích IAA của VKTQH lựa chọn 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU VÀ SẢN XUẤT PHÂN BÓN VI SINH  

1.1.1.Tổng quan về phân bón vi sinh 

Trong ngành nông nghiệp hiện đại, việc sử dụng quá mức phân bón hóa học 

và thuốc bảo vệ thực vật đã làm cây trồng suy giảm khả năng chống chịu tự nhiên. 

Hệ quả là chất lượng nông sản bị ảnh hưởng tiêu cực, đồng thời đất canh tác dần bị 

thoái hóa. Các hóa chất tồn dư tích tụ lâu dài trong đất gây ra những nguy cơ tiềm 

ẩn đối với sức khỏe con người cũng như cho môi trường. Vì vậy, việc ứng dụng 

phân bón vi sinh là một hướng tiếp cận bền vững giúp thay thế phân bón hóa học 

đang được rất nhiều nhà khoa học quan tâm [1]. 

Tác động của phân bón vi sinh chủ yếu qua các hoạt động sinh học của vi 

sinh vật đất, bao gồm quá trình tiết enzyme, axit hữu cơ và các hợp chất sinh học 

khác. Những hoạt động này không chỉ thúc đẩy quá trình khoáng hóa và chuyển hóa 

dinh dưỡng trong đất mà còn làm thay đổi thành phần và cấu trúc quần xã vi sinh 

vật vùng rễ cũng như hệ vi sinh vật nội sinh của cây trồng theo hướng gia tăng các 

nhóm vi sinh vật có lợi [2]. Phân bón vi sinh còn bổ sung nguồn chất hữu cơ làm cơ 

chất cho hệ vi sinh đất và các nguyên tố dinh dưỡng cần thiết như N, P, K. Thông 

qua hoạt động phân giải của vi sinh vật, các hợp chất hữu cơ phức tạp chuyển thành 

dạng đơn giản hơn giúp cây dễ hấp thu. Chúng còn góp phần cải thiện khả năng 

cung cấp vi lượng và trung lượng, tăng hiệu quả sử dụng dinh dưỡng và khả năng 

thích nghi của cây trồng [3]. 

Phân bón vi sinh có thể chứa một hoặc phối trộn nhiều chủng với chất mang 

và sử dụng trực tiếp hoặc sau khi qua các bước xử lý bổ sung. Ngoài ra, còn có dạng 

phân bón vi sinh hỗn hợp được kết hợp thêm dinh dưỡng và phân bón hữu cơ vi 

sinh chứa nguồn hữu cơ từ tàn dư sinh học. Các vi sinh vật thường được sử dụng 

gồm Rhizobium, vi khuẩn hòa tan silicat, vi sinh vật hòa tan photphat và một số 

nhóm khác [3]. Theo báo cáo năm 2023, phân bón vi sinh có nguồn gốc từ vi khuẩn 

đang chiếm ưu thế trên thị trường với tỷ trọng 42,9%, các chế phẩm chứa vi khuẩn 

cố định nitơ được sử dụng rộng rãi nhất, chiếm 27,45% thị phần [4]. 

Ngày nay, việc nghiên cứu và phát triển phân bón vi sinh đã chuyển từ việc 

sử dụng đơn chủng sang phối hợp nhiều chủng nhằm giúp các chúng tăng khả năng 

thích nghi và hiệu quả hoạt động trong môi trường đất [5]. Sự kết hợp giữa vi khuẩn 

nốt sần (Rhizobium) và nấm cộng sinh rễ dạng túi (arbuscular mycorrhizal fungi) là 

một ví dụ điển hình, trong đó nhiều nghiên cứu đã chứng minh tác động rõ rệt đối 
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với sự sinh trưởng và phát triển của cây trồng [6]. Cùng với đó, việc phân lập và 

khai thác các vi sinh vật có chức năng đặc hiệu là hướng nghiên cứu trọng tâm. 

Ngoài yếu tố chủng thì các cải tiến về vật liệu mang cũng đóng vai trò không 

nhỏ giúp nâng cao hiệu quả của phân bón vi sinh. Các vật liệu mang hiện nay chủ 

yếu có nguồn gốc hữu cơ hoặc khoáng như than bùn nghiền, đất sét, gạo, cám, hạt 

giống và các nền hữu cơ phức hợp khác [7]. Trong số đó, than hoạt tính thu hút 

nhiều sự quan tâm nhờ cấu trúc xốp và diện tích bề mặt lớn, giúp vi sinh vật bám 

dính và sinh trưởng tốt hơn, góp phần nâng cao hiệu quả sinh trưởng cây trồng [8]. 

Ngoài ra, việc ứng dụng công nghệ nano cũng đang mở ra những triển vọng mới. 

Các chế phẩm vi sinh được bao vi nang bằng chitosan [9] hoặc phủ các nguyên tố vi 

lượng như silic, kẽm, đồng, sắt và bạc [10], tăng khả năng bảo vệ vi sinh vật, thuận 

tiện trong vận chuyển và sử dụng, đồng thời kéo dài thời gian tác động và nâng cao 

hiệu quả. Đây có thể được xem là một bước tiến quan trọng trong việc phát triển 

phân bón thông minh trong nông nghiệp hiện đại. 

1.1.2. Phân VSV cố định đạm  

1.1.2.1. Tổng quan quá trình cố định nitơ  

Nitơ là nguyên tố trơ khó tham gia phản ứng hóa học với các nguyên tố khác. 

Tuy nhiên, nitơ lại giữ vai trò thiết yếu trong cơ thể sinh vật, thành phần cấu tạo 

diệp lục, các axit amin, protein, cũng như nhiều hợp chất quan trọng khác như 

adenosine triphosphate (ATP) và các axit nucleic [11]. Trong tự nhiên, nitơ luôn 

được luân chuyển liên tục trong một chu trình khép kín dưới tác động của các quá 

trình hóa học và sinh học khác nhau. Thông qua các hoạt động này, nitơ phân tử 

được chuyển đổi thành các dạng nitơ vô cơ, sau đó được sinh vật đồng hóa và tích 

lũy dưới dạng nitơ hữu cơ trong cơ thể thực vật và động vật. 

Nitơ rất quan trọng đối với sự sinh trưởng và phát triển của thực vật. Tuy 

nhiên, dạng nitơ phân tử (N2) trong khí quyển cây trồng không hấp thu trực tiếp 

được. Nhờ quá trình cố định nitơ sinh học mà các vi sinh vật chuyên hóa chuyển 

hóa N2 thành các dạng nitơ khử, chủ yếu là ammoniac (NH3) mà thực vật có thể sử 

dụng [12]. Quá trình này được xúc tác bởi hệ enzyme nitrogenase do vi sinh vật cố 

định nitơ tổng hợp, cho phép khử N2 thành NH3 dưới các điều kiện sinh học đặc thù 

[13]. 

Trong đất, các nhóm vi sinh vật cố định nitơ gồm cả vi khuẩn cộng sinh như 

Rhizobium và Frankia, và các vi khuẩn sống tự do hoặc không cộng sinh như 

Azotobacter cùng một số nhóm vi khuẩn cố định nitơ khác. Các vi sinh vật này sử 

dụng nguồn cơ chất và dinh dưỡng từ phân bón vi sinh để duy trì hoạt động trao đổi 
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chất, qua đó thực hiện quá trình chuyển hóa nitơ khí quyển thành amoniac, góp 

phần bổ sung nguồn nitơ dễ hấp thu cho cây trồng [1]. 

1.1.2.2. Quá trình cố định nitơ phân tử 

 Đây là quá trình chỉ được thực hiện bởi một số sinh vật nhân sơ chuyên hóa, 

nitơ phân tử (N2) trong khí quyển được chuyển hóa thành dạng nitơ khử, chủ yếu là 

amoniac (NH3). Cơ chế này được Beijerinck ghi nhận lần đầu vào năm 1901, đặt 

nền móng cho hiểu biết về vai trò của vi sinh vật trong chu trình nitơ tự nhiên. Cuối 

thế kỷ XIX, Jodin đã đưa ra giả thuyết vi khuẩn có thể chuyển hóa nitơ khí quyển 

thành dạng có thể sử dụng được cho sinh vật. Khoảng năm 1900, các vi khuẩn cố 

định N2 đầu tiên đã được phân lập thành công. Năm 1934, Burk đưa ra thuật ngữ 

“nitrogenase” để chỉ hệ enzyme xúc tác phản ứng khử nitơ phân tử, mở đầu cho các 

nghiên cứu về hoạt động của enzyme này trong tế bào sống. Đến năm 1960, việc 

phát triển phương pháp tách chiết nitrogenase ở trạng thái hoạt động đã tạo tiền 

nghiên cứu chuyên sâu về cơ chế xúc tác và cấu trúc của enzyme cho các giai đoạn 

tiếp theo. 

Phương trình tổng quát: 

 

Phản ứng trên cho thấy quá trình cố định nitơ khí quyển tiêu tốn nhiều năng 

lượng, cần 16 phân tử ATP cho mỗi phân tử N2 được khử. Nguyên nhân là do phân 

tử nitơ có cấu trúc rất bền, liên kết cộng hóa trị ba (N≡N), khiến N2 có tính trơ hóa 

học cao. Nitrogenase có khả năng phá vỡ liên kết này và xúc tác quá trình gắn hydro 

để tạo thành amoniac. Về cấu trúc, phức hợp nitrogenase gồm: Mo-Fe protein và Fe 

protein. Mo-Fe protein là trung tâm gắn cơ chất và trực tiếp xúc tác quá trình khử 

H⁺ và N2 để tạo H2 và NH3. Fe protein có vai trò tiếp nhận electron từ ferredoxin, 

thủy phân ATP và truyền electron tới protein FeMo. Sự tương tác giữa hai protein 

này tạo thành một phức hợp chức năng, cấu trúc của chúng đã được nghiên cứu và 

kết tinh thành công [14]. 

Các vi sinh vật cố định nitơ rất đa dạng gồm: sinh vật sống tự do trong đất 

như Azotobacte, các sinh vật sống trong môi trường nước và quang hợp như vi 

khuẩn lam, các vi khuẩn liên kết với rễ cây như Azospirillum và đặc biệt là các vi 

khuẩn cộng sinh, tiêu biểu là Rhizobium và Bradyrhizobium hình thành nốt sần ở 

cây họ Đậu [15]. Nguồn năng lượng có được nhờ quá trình oxy hóa các hợp chất 

hữu cơ, trong đó, vi sinh vật sống tự do phải phụ thuộc vào nguồn cacbon hữu cơ từ 

môi trường, còn các vi sinh vật quang hợp sử dụng sản phẩm quang hợp. Vi khuẩn 

cộng sinh nhận trực tiếp chất dinh dưỡng từ cây thông qua nốt sần rễ [16]. 
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1.1.2.3. Các chủng VSV có khả năng cố định nitơ phân tử 

Vi sinh vật có khả năng cố định phân tử N2 chiếm khoảng 78,16% thể tích 

khí quyển, thành các dạng nitơ khử, cung cấp dinh dưỡng cho sinh vật trong hệ sinh 

thái [17]. Hoạt động này đóng vai trò then chốt trong chu trình nitơ toàn cầu, với 

lượng cố định nitơ trong tự nhiên khoảng 2,4×108 tấn, cao gấp nhiều lần so với tổng 

lượng nitơ được sản xuất thông qua con đường công nghiệp [18].  

Dựa vào mối quan hệ sinh thái với thực vật, chúng được chia thành hai nhóm 

chính gồm: nhóm sống tự do, hội sinh và nhóm cộng sinh. Vi sinh vật cố định nitơ 

sống tự do và hội sinh rất đa dạng về số loài, phân bố trong đất, nước và vùng rễ cây 

trồng. Một số chi vi khuẩn trong nhóm này đã được nghiên cứu tương đối sâu và có 

tiềm năng trong ứng dụng sản xuất phân bón vi sinh. Vi khuẩn dị dưỡng trong đất 

có thể cố định nitơ mà không cần sự tương tác trực tiếp với các sinh vật khác, điển 

hình như các chi Azotobacter, Bacillus, Clostridium và Klebsiella. Chúng chủ yếu 

thu nhận năng lượng từ việc oxy hóa các hợp chất hữu từ môi trường. Bên cạnh đó, 

một số loài sống tự do còn có thể sống kiểu hóa dưỡng vô cơ, nguồn năng lượng từ 

các hợp chất vô cơ [11]. 

Enzyme nitrogenase nhạy cảm với oxy, nên các vi sinh vật sống này hoạt 

động tốt nhất trong điều kiện kỵ khí hoặc vi hiếu khí. Do khan hiếm về nguồn 

cacbon và năng lượng nên đóng góp của chúng vào tổng lượng nitơ cố định toàn 

cầu không lớn. Tuy nhiên, tại Úc có một số nghiên cứu trên hệ thống canh tác luân 

canh lúa mì thâm canh cho thấy các vi sinh vật sống tự do có thể cung cấp khoảng 

20 kg N/ha/năm, tương đương 30 − 50% tổng nhu cầu nitơ của cây trồng [19]. Việc 

duy trì tàn dư rơm rạ lúa mì trên đồng ruộng kết hợp với giảm cường độ làm đất đã 

tạo ra môi trường giàu cacbon nhưng nghèo nitơ, qua đó thúc đẩy các vi sinh vật 

này hoạt động mạnh mẽ hơn [11]. Ngoài ra, nhiều vi khuẩn vùng rễ như 

Azospirillum thường liên kết với các cây thuộc họ Poaceaebao như ngô, lúa, lúa mì 

và yến mạch. Chúng cố định đáng kể lượng nitơ trong vùng rễ (rhizosphere) của 

cây chủ với hiệu suất đã được ghi nhận đạt tới 52 mg N2/g malate. 

Mức độ cố định nitơ phụ thuộc nhiều yếu tố như điều kiện môi trường, khả 

năng cung cấp chất hữu cơ từ cây chủ, mức oxy hóa trong vùng rễ, năng lực cạnh 

tranh của vi khuẩn, cũng như hiệu quả xúc tác của enzyme nitrogenase. Nhiều vi 

sinh vật cố định nitơ thông qua mối quan hệ cộng sinh với cây chủ, trong đó cây 

cung cấp các hợp chất cacbon từ quang hợp làm nguồn năng lượng cho vi sinh vật, 

còn vi sinh vật cung cấp nitơ đã được cố định phục vụ sinh trưởng của cây. 

Một ví về quan hệ cộng sinh giữa dương xỉ nước Azolla và vi khuẩn lam 

Anabaena azollae cư trú trong các khoang ở gốc lá Azolla và cố định nitơ trong các 
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tế bào chuyên hóa gọi là dị bào (heterocyst). Hệ cộng sinh này đã được sử dụng hơn 

1.000 năm trong ruộng lúa nước ở Đông Nam Á như một dạng phân bón sinh học 

với khả năng cố định tới 600 kg N/ha/năm [15], [20]. Một ví dụ khác là cộng sinh 

giữa cây thân gỗ và cây bụi có rễ giả như cây tràm Alnus sp với vi khuẩn Frankia. 

Loài cây thường sinh trưởng ở nơi nghèo nitơ, là loài tiên phong trong các quần xã 

thực vật. Chúng phân bố rộng rãi từ vùng núi cao, rừng, ven sông, ven biển và lãnh 

nguyên Bắc Cực [21]. Tuy nhiên, mối quan hệ cộng sinh quan trọng nhất trong cố 

định nitơ là giữa cây họ Đậu và vi khuẩn Rhizobium và Bradyrhizobium. Nhiều cây 

có giá trị kinh tế như linh lăng, đậu, cỏ ba lá, đậu đũa, lạc, đậu tương và đậu tằm. 

Trong đó, đậu tương chiếm tỉ trọng lớn nhất về diện tích trồng và sản lượng trên thế 

giới [22]. 

Các nghiên cứu ở Việt Nam tập trung vào việc phân lập, tuyển chọn và đánh 

giá tính ứng dụng của các chủng vi sinh vật cố định nitơ trong nông nghiệp. Nguyễn 

Thị Thu Hằng và cộng sự (2015) đã phân lập và tuyển chọn được một số chủng 

Azotobacter có khả năng cố định nitơ và tổng hợp IAA, trong đó các chủng AZT1, 

AZT4, AZT6 và AZT7 cho hàm lượng NH4
+ cao, có thể ứng dụng làm chế phẩm 

phân vi sinh [17]. Năm 2020, Phạm Thị Ngọc Lan và cộng sự đã phân lập các vi 

khuẩn cố định nitơ từ đất trồng rau tại Pleiku (Gia Lai) và tuyển chọn được hai 

chủng có khả năng tạọ NH₄⁺ cao, cung cấp thêm nguồn vi sinh vật bản địa cải thiện 

nguồn dinh dưỡng nitơ cho cây trồng [23]. 

Đặc biệt, VKTQH ngày càng được chú ý nhờ việc đem lại nhiều lợi ích cho 

cây trồng. Một số chủng không chứa lưu huỳnh có khả năng cố định nitơ phân tử, 

sản sinh IAA, đồng thời tham gia phân giải phosphate khó tan và cải thiện hoạt tính 

sinh học của đất. Chúng còn thích nghi tốt với môi trường bất lợi như đất nhiễm 

mặn, nhiễm phèn và yếm khí trong ruộng lúa nước. Nhờ vậy, VKTQH được xem là 

đối tượng tiềm năng để nghiên cứu và làm chế phẩm phân vi sinh đa chức năng 

phục vụ canh tác lúa theo hướng bền vững. 

1.1.3. Tổng hợp hoóc-môn thực vật axit indole-3-axetic (IAA)  

1.1.3.1. Tổng quan về hoóc-môn thực vật axit indole-3-axetic (IAA) 

Hoóc-môn thực vật có khối lượng phân tử nhỏ, được tổng hợp với hàm 

lượng rất thấp nhưng có vai trò điều hòa các quá trình sinh lý và sinh hóa của cây, 

góp phần thúc đẩy quá trình sinh trưởng cây trồng trong môi trường khác nhau [1]. 

Auxin là hoóc-môn được phát hiện đầu tiên và cũng được nghiên cứu sâu 

rộng nhất trong sinh lý học thực vật. Chúng là trung tâm trong việc điều hòa nhiều 

quá trình sinh trưởng và phát triển của cây như: kéo dài và phân chia tế bào, biệt 

hóa mô, hình thành mô mạch, phát sinh rễ bên. Sự phân bố auxin theo cả không 
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gian và thời gian ở các mô thực vật đều được kiểm soát chặt chẽ nên chúng ảnh 

hưởng trực tiếp đến hình thái và chức năng của cây. 

Axit indole-3-axetic (IAA) phổ biến ở thực vật, là một axit cacboxylic và 

tổng hợp chủ yếu thông qua các con đường phụ thuộc tryptophan. IAA tham gia vào 

việc điều hòa các quá trình sinh trưởng cơ bản của cây như: phân chia, kéo dài tế 

bào và biệt hóa mô, ảnh hưởng đến sự phát triển của hệ mạch dẫn và hệ rễ, giúp 

tăng cường khả năng hấp thu nước và các chất dinh dưỡng khoáng, thúc đẩy sinh 

trưởng của cây trồng [24]. 

1.1.3.2. Vai trò của axit indole-3-axetic (IAA) có nguồn gốc vi sinh vật đối với 

sinh trưởng và phát triển của cây trồng 

Ngoài nguồn axit indole-3-axetic (IAA) được cây trồng tự tổng hợp, IAA do 

vi sinh vật cung cấp đặc biệt là các vi khuẩn vùng rễ, cũng có vai trò quan trọng 

điều hòa quá trình sinh trưởng của cây. Nguồn IAA tác động chủ yếu thông qua 

việc điều chỉnh cấu trúc và chức năng của hệ rễ. IAA kích thích phân chia và kéo 

dài tế bào, đồng thời thúc đẩy hình thành rễ bên và lông hút, làm gia tăng đáng kể 

chiều dài rễ, mật độ rễ bên và diện tích bề mặt hấp thu, giúp nâng cao hiệu sử dụng 

dinh dưỡng của cây [25]. Ngoài ra, IAA còn giúp cây tăng khả năng thích nghi 

trước các điều kiện bất lợi hay thiếu dinh dưỡng thông qua việc điều hòa cân bằng 

hoóc-môn nội sinh và kích hoạt các đáp ứng sinh lý thích hợp [24]. 

1.1.3.3. Con đường sinh tổng hợp IAA ở vi sinh vật 

Vi sinh vật, đặc biệt là vi khuẩn tổng hợp IAA thông qua nhiều con đường 

sinh hóa khác nhau, phần lớn phụ thuộc vào tiền chất tryptophan là một amino axit 

phổ biến được tiết ra từ rễ cây vào vùng rễ (rhizosphere), tạo nguồn cơ chất cho vi 

sinh vật sử dụng để tổng hợp hoóc-môn [26]. 
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Hình 1.1. Các con đường để tổng hợp IAA trong vi khuẩn [27]. 

• Con đường indole-3-pyruvic axit (IPyA) 

Quá trình tổng hợp IAA thông qua con đường IPyA đã được ghi nhận ở 

nhiều nhóm vi khuẩn như Pantoea agglomerans gây bệnh nấm ở thực vật, các vi 

khuẩn có lợi như Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium, Enterobacter cloacae 

và cả vi khuẩn lam. 

Bước đầu, tryptophan được chuyển hóa thành indole-3-pyruvate nhờ enzyme 

aminotransferase. Tiếp theo, IPyA bị khử carboxyl tạo thành indole-3-acetaldehyde 

(IAAld) dưới tác động của enzyme indole-3-pyruvate decarboxylase (IPDC). Cuối 

cùng, IAAld bị oxy hóa để hình thành IAA. Ở Azospirillum lipoferum, gen ipdC 

được xác định nằm trên nhiễm sắc thể [28] trong khi vị trí của gen này ở phần lớn 

các loài khác vẫn chưa được làm rõ. Các nghiên cứu bất hoạt gen cho thấy việc ức 

chế con đường IPyA tới khoảng 90% lượng IAA tổng hợp ở Az. Brasilense, cho 

thấy vai trò quan trọng của con đường IPyA trong sinh tổng hợp auxin ở vi khuẩn. 

Tuy nhiên, việc không thể làm mất hoàn toàn khả năng sinh IAA cũng cho thấy sự 

tồn tại của nhiều con đường sinh tổng hợp khác, phản ánh tính linh hoạt của hệ 

thống sinh tổng hợp auxin ở vi sinh vật [27]. 

• Con đường indole-3-acetamide (IAM) 

Con đường indole-3-acetamide (IAM) là con đường sinh tổng hợp IAA được 

nghiên cứu và mô tả đầy đủ nhất ở vi khuẩn, gồm hai bước phản ứng liên tiếp. Bước 

đầu, tryptophan được oxy hóa thành IAM nhờ enzyme tryptophan-2-

monooxygenase, do gen iaaM mã hóa. Tiếp theo, IAM tiếp tục bị thủy phân để tạo 

thành IAA nhờ enzyme IAM hydrolase, được mã hóa bởi gen iaaH. Các gen liên 

quan đến con đường này tồn tại trên nhiễm sắc thể của một số loài Pseudomonas, 

đồng thời cũng được xác định trên plasmid pPATH ở P. agglomerans [29], [30]. 
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Trước đây, con đường IAM được cho là đặc trưng riêng của vi khuẩn nhưng gần 

đây IAM đã được xác định là một hợp chất nội sinh trong cây Arabidopsis thaliana 

cho thấy con đường này cũng tồn tại và hoạt động ở thực vật [31]. 

• Con đường tryptamine (TAM) 

Ở vi khuẩn, con đường tryptamine (TAM) đã được ghi nhận ở Bacillus 

cereus nhờ hoạt tính của enzyme tryptophan decarboxylase, ở Azospirillum thông 

qua khả năng chuyển hóa tryptamine ngoại sinh thành IAA. Ở thực vật, tryptamine 

là một hợp chất nội sinh, nhiều gen mã hóa enzyme tryptophan decarboxylase đã 

được nghiên cứu đặc điểm ở nhiều loài cho thấy sự tồn tại con đường TAM  ở thực 

vật [27]. 

Bước giới hạn tốc độ của con đường này ở thực vật có thể do protein tương 

tự flavin monooxygenase, thuộc họ YUCCA, xúc tác chuyển hóa tryptamine thành 

N-hydroxyl-tryptamine. Tuy nhiên, sự hiện diện của các chất trung gian nằm phía 

sau đang được giả định là indole-3-acetaldoxime và indole-3-acetaldehyde vẫn cần 

phải nghiên cứu thêm [32], [33]. Bước cuối cùng của con đường này ở vi khuẩn, 

tryptamine được chuyển trực tiếp thành indole-3-acetaldehyde (IAAld) dưới xúc tác 

của enzyme amine oxidase [34]. 

• Con đường indole-3-acetonitrile (IAN) 

Con đường sinh tổng hợp IAA thông qua indole-3-acetonitrile (IAN) được 

nghiên cứu khá phổ biến ở thực vật. Bước cuối cùng trong con đường này, enzyme 

nitrilase xúc tác chuyển hóa IAN thành IAA nhưng các cơ chế hình thành IAN từ 

tryptophan vẫn rõ ràng. Có 2 nghiên cứu được đề xuất là: IAN được tạo thành thông 

qua các chất trung gian như indole glucosinolate hoặc indole-3-acetaldoxime [32], 

[33]. Ở vi khuẩn, IAN có thể được chuyển hóa trực tiếp thành IAA nhờ nitrilase 

hoặc gián tiếp thông qua trung gian indole-3-acetamide (IAM) [35]. 

• Con đường oxy hóa mạch bên của tryptophan 

Hoạt tính tryptophan side-chain oxidase (TSO) chỉ được ghi nhận ở 

Pseudomonas fluorescens CHA0. Trong con đường này, tryptophan chuyển hóa 

trực tiếp thành IAAld mà không thông qua chất trung gian IPyA, hợp chất này sau 

đó có thể bị oxy hóa để tạo thành IAA [36]. 

• Con đường không phụ thuộc tryptophan 

Các nghiên cứu trên Arabidopsis thaliana gợi ý sự tồn tại của con đường 

sinh tổng hợp IAA không phụ thuộc tryptophan, xuất phát từ indole-3-

glycerolphosphate hoặc indole, nhưng enzyme xúc tác đặc hiệu vẫn chưa xác định 

được [37]. Vì vậy, vai trò và sự tồn tại của con đường này vẫn còn nhiều tranh luận. 

Ở vi khuẩn, con đường không phụ thuộc tryptophan đã được ghi nhận ở 
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Azospirillum brasilense, IAA vẫn được tổng hợp khi không bổ sung tryptophan 

[38]. Tuy nhiên, bằng chứng về enzyme tham gia vẫn còn thiếu, một số vi khuẩn có 

khả năng sở hữu đồng thời nhiều con đường sinh tổng hợp IAA. Tóm lại, hiểu biết 

hiện nay về sinh tổng hợp IAA ở vi khuẩn vẫn còn hạn chế và cần được làm rõ thêm 

nhờ các kỹ thuật phân tích và nghiên cứu hệ gen hiện đại [27]. 

1.2. TỔNG QUAN VỀ VI KHUẨN TÍA QUANG HỢP 

1.2.1. Giới thiệu về vi khuẩn tía quang hợp 

Vi khuẩn tía quang hợp (VKTQH) là nhóm vi sinh vật thủy sinh quang hợp 

nhưng không tạo oxy, gồm các chi điển hình như Rhodopseudomonas, Rhodobacter 

và Rhodospirillum [39]. Chúng chứa các sắc tố quang hợp như bacteriochlorophyll 

và carotenoid dùng ánh sáng để tạo năng lượng [40]. Màu sắc và sự phân loại các 

chủng dựa vào thành phần và tỉ lệ Bchl và carotenoids trong tế bào. Chúng không 

dùng nước làm nguồn điện tử mà sử dụng lưu huỳnh, hợp chất lưu huỳnh khử, hiđro 

hay hợp chất hữu cơ đơn giản nên quá trình quang hợp này không tạo ra oxy [41].  

Khi có ánh sáng, chúng quang tự dưỡng hoặc quang dị dưỡng. Vì vậy, chúng 

sống đa dạng ở bùn đáy, ao hồ, đầm nước mặn hoặc lợ, đất bùn và các cánh đồng 

lúa. Trong đó, thủy vực nước ngọt, mặn hoặc lợ là điều kiện thuận lợi nhất cho cho 

chúng phát triển [42]. VKTQH cố định CO2 chủ yếu theo chu trình Calvin (C3), tạo 

các hợp chất như đường, axit béo, axit amin và axit cacboxylic. VKTQH không lưu 

huỳnh sử dụng được nhiều nguồn cacbon hữu cơ như acetate, pyruvate, axit béo 

mạch thẳng C5-C18, axit hữu cơ, axit amin, rượu và cacbohydrat [43] và cũng có khả 

năng điều chỉnh trao đổi chất linh hoạt. Đặc biệt, nhiều chủng VKTQH có khả năng 

cố định nitơ phân tử trong điều kiện kỵ khí [44]. Một số chủng như KK415, TN110, 

TN217 và TN414 cũng có khả năng tổng hợp IAA, góp phần thúc đẩy sinh trưởng 

và phát triển của cây trồng [45]. 

1.2.2. Đặc điểm hình thái và phân loại vi khuẩn tía quang hợp 

• Đặc điểm hình thái 

VKTQH thuộc nhóm vi khuẩn gram âm, đơn bào, có hình thái đa dạng như 

dạng cầu, dạng xoắn, dạng trực khuẩn và dạng phẩy. Trong một số điều kiện môi 

trường, các tế bào có thể liên kết với nhau tạo thành các chuỗi ngắn, kích thước dao 

động khoảng 0,3 − 6 µm. Phần lớn chúng sinh sản bằng phân đôi hay sinh sản thông 

qua nảy chồi [46]. Trong điều kiện quang hợp, dịch nuôi cấy của VKTQH có màu 

sắc đặc trưng như tím tía, đỏ, nâu, nâu vàng, phản ánh sự khác biệt về thành phần 

sắc tố quang hợp và phổ hấp thụ ánh sáng, cho phép các loài hấp thụ hiệu quả ở các 

bước sóng ánh sáng khác nhau [47]. 
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• Phân loại của VKTQH 

   Năm 1907, Molisch phát hiện ra loại vi khuẩn mang sắc tố đỏ có thể quang 

hợp đặt tên là Rhodobacteria. Chúng được chia thành hai họ là: Thiorhodaceae gồm 

các loài có chứa giọt lưu huỳnh nội bào và Athiorhodaceae gồm các loài không hình 

thành giọt lưu huỳnh trong tế bào [48]. Năm 1989, Bergey phân loại vi khuẩn tía 

quang hợp làm ba họ gồm: Chrpmatiaceae, Ectothiorhodospiraceae  và 

Rhodospirilaceae [47]. Năm 2001, Bergey phân vi khuẩn tía quang hợp thành ba 

phân lớp [48]: 

- Alphaproteobacteria: gồm VKTQH không lưu huỳnh và VKTQH hiếu khí. 

- Betaproteobacteria: gồm VKTQH không lưu huỳnh. 

- Gammaproteobacteria: gồm hai họ Chrpmatiaceae và Ectothiorhodospiraceae. 

Trong những năm gần đây, việc phân loại VKTQH không chỉ dựa trên đặc 

điểm hình thái, sinh lý và sinh thái mà còn dựa vào các dữ liệu di truyền, đặc biệt 

gen 16S rDNA là chỉ thị di truyền quan trọng do có mức độ bảo thủ cao trong tiến 

hóa và kích thước đủ lớn để xác định quan hệ di truyền. Trên cơ sở phân tích trình 

tự gen 16S rDNA, các hệ thống phân loại của Bergey năm 1994 và 2001 đã thiết lập 

và hoàn thành việc chứng minh mối quan hệ di truyền giữa các nhóm vi khuẩn, 

hoàn chỉnh hơn hệ thống phân loại VKTQH. 

1.2.3. Đặc điểm sinh lý, sinh hóa của VKTQH 

1.2.3.1. Quá trình quang hợp 

Các sắc tố quang hợp chính ở vi VKTQH là bacteriochlorophyll (Bchla hoặc 

Bchlb) và carotenoid, được liên kết không cộng hóa trị với hai loại protein màng 

tích hợp, hình thành nên các trung tâm hoặc các phức hợp ăng-ten thu nhận ánh 

sáng. Tất cả các loài VKTQH đều chứa phức hợp ăng-ten “lõi” (light-harvesting 

complex 1, LH1), có cấu trúc bao quanh trung tâm phản ứng. Các phức hợp LH1 

thường thể hiện một dải hấp thụ mạnh duy nhất trong vùng cận hồng ngoại, nằm 

trong khoảng 870-890 nm đối với Bchla hoặc khoảng 1020 nm đối với Bchlb. 

Nhiều loài còn sở hữu phức hợp ăng-ten ngoại vi LH2 có khả năng hấp thụ ở các 

bước sóng 800, 820 hoặc 850 nm, giúp tăng cường khả năng thu ánh sáng [49], 

[50]. 

1.2.3.2. Trao đổi chất và dinh dưỡng Cacbon 

VKTQH trao đổi chất đa dạng và linh hoạt gồm: quang tự dưỡng, quang dị 

dưỡng, hóa tự dưỡng, hóa dị dưỡng. Trong đó, hai hình thức dinh dưỡng cacbon chủ 

yếu là quang tự dưỡng (cố định CO2) và quang dị dưỡng (sử dụng hợp chất hữu cơ). 

• Cố định CO2 (quang tự dưỡng) 
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VKTQH dùng ánh sáng để cấp năng lượng còn CO2 là nguồn cacbon và các 

chất vô cơ làm nguồn electron. Chúng có chu trình Calvin hoàn chỉnh, đóng vai trò 

trung tâm trong việc cố định CO2 và hình thành các hợp chất hữu cơ phục vụ cho 

sinh trưởng, phát triển tế bào đồng thời được giúp duy trì cân bằng oxy hóa - khử 

nội bào trong điều kiện quang hợp không sinh oxy. Các chất vô cơ là nguồn cung 

cấp electron bao gồm các kim loại ở dạng khử như Fe2+, phân tử H2, các hợp chất 

lưu huỳnh, nitrit cũng như các hệ thống điện sinh học, trong đó catot cung cấp 

electron trực tiếp cho tế bào [51].  

• Sử dụng hợp chất hữu cơ (quang dị dưỡng) 

VKTQH dùng ánh sáng làm nguồn năng lượng và nguồn cacbon được cung 

cấp bởi các hợp chất hữu cơ, gồm axit hữu cơ (malate hoặc succinate), axit béo, 

amino axit, cacbohydrat, alcohol và một số hợp chất thơm [52]. Chu trình axit citric 

tiếp nhận trực tiếp nhiều hợp chất trung gian như malate, acetate, succinate, 

fumarate và pyruvate. Nhờ đó vi khuẩn ưu tiên sử dụng các nguồn này mà không 

cần trải qua các con đường phân giải bổ sung tiêu tốn nhiều năng lượng [53]. Đối 

với các axit hữu cơ có mức độ khử cao hơn so với sinh khối tế bào, cần một chất 

nhận electron như CO2 hoặc dimethyl sulfoxide (DMSO) để duy trì sự sinh trưởng 

của chúng [54], [55]. Bên cạnh đó, VKTQH cũng có khả năng sử dụng các chất vô 

cơ để làm nguồn electron cho quá trình trao đổi chất [51].  

1.2.3.3. Cố định nitơ phân tử 

Đa số các loài VKTQH đều có khả năng cố định nitơ phân tử, trong đó các 

loài không lưu huỳnh có khả năng cố định nitơ với tốc độ cao như: Rb. Sphaeroides, 

Rb. Capsulatus, Rps. Blastica. Rps. Gelatinousus, các loài thuộc chi Rhodospirillum 

hoạt động ở mức độ thấp hơn. Oxy là tác nhân ức chế mạnh cả hoạt tính lẫn sự tổng 

hợp enzyme nitrogenase ở VKTQH nên quá trình cố định N2 đạt hiệu quả cao nhất 

trong điều kiện kỵ khí nghiêm ngặt. Tuy nhiên, một số loài thuộc các chi 

Rhodopseudomonas và Rhodobacter chịu được oxy và vẫn duy trì hoạt tính cố định 

nitơ trong điều kiện vi hiếu khí, mở rộng tiềm năng ứng dụng trong môi trường 

không hoàn toàn kỵ khí như ruộng lúa nước [56], [57]. 

VKTQH sử dụng hệ enzyme nitrogenase, là các phức hợp metalloprotein 

chứa molypden (Mo), sắt (Fe) hoặc vanadi (V), xúc tác phản ứng khử N2 thành 

NH4
+ khi nguồn nitơ vô cơ hạn chế. Mo-nitrogenase là dạng phổ biến và có hiệu 

suất xúc tác cao nhất [58]. Quá trình này tiêu tốn năng lượng lớn, với tối thiểu 16 

mol ATP để khử 1 mol N2 thành 2 mol NH4
+ [59]. 

Hoạt tính nitrogenase của VKTQH chịu ảnh hưởng pH, hàm lượng amoni và 

nguồn cacbon. Các hợp chất như carbonate, bicarbonate, alcohol hoặc CO2 có thể 
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làm tăng cường hoạt tính enzyme bằng cách cung cấp nguồn cacbon và electron cho 

quá trình quang dưỡng kỵ khí. Khi môi trường nuôi cấy cạn kiệt amoni, hoạt tính cố 

định nitơ có thể được phục hồi trở lại [60]. 

1.2.3.4. Khả năng sản sinh chất kích thích sinh trưởng (IAA) 

 IAA là dạng auxin tự nhiên phổ biến, giữ vai trò là tín hiệu trung tâm điều 

khiển nhiều quá trình sinh trưởng và phát triển của cây trồng. Hợp chất này kích 

thích bơm H⁺ tại màng sinh chất, làm giãn thành tế bào và thúc đẩy sự kéo dài của 

rễ cũng như chồi non, đồng thời tạo điều kiện hình thành rễ bên và rễ tơ, làm tăng 

diện tích bề mặt hấp thu nước và dinh dưỡng. Bên cạnh đó, IAA còn điều hòa hoạt 

động của mô phân sinh và phối hợp với các hoóc-môn khác như cytokinin và 

ethylene nhằm cân bằng giữa quá trình phân chia và biệt hóa tế bào, kiểm soát hình 

thái thân và phát triển của hoa, quả [61], [62]. 

Sakpirom và cộng sự (2017) chứng minh 4 chủng VKTQH được phân lập từ 

ruộng lúa, trầm tích sông gồm K415, TN110, TN217 và TN414 có khả năng tổng 

hợp IAA. Khi bổ sung 1 mM tryptophan vào môi trường, các chủng từ ruộng lúa 

sản sinh IAA trong khoảng 0,65 − 3,6 mg IAA L⁻¹  [45]. Tuy nhiên, nồng độ IAA 

quá cao có thể kìm hãm sự phát triển của hệ rễ nên các chủng sinh IAA ở mức độ 

phù hợp thường được ưu tiên trong ứng dụng trong nông nghiệp. Nghiên cứu của Su 

Ping và cộng sự (2017)  chứng minh Rhodopseudomonas palustris GJ-22 tổng hợp 

IAA đạt 30 mg L⁻¹ khi môi trường bổ sung 3 mM tryptophan, trong khi mức IAA 

chỉ đạt 15 mg L⁻¹ khi không bổ sung tryptophan [63]. Chủng Rhodopseudomonas 

KL9 phân lập từ trầm tích sông tạo ra nồng độ IAA cao nhất đạt 52 mg L⁻¹ khi bổ 

sung 3 mM tryptophan [40]. 

Theo Honglian Ge và Fuli Zhang (2018), chủng Rhodopseudomonas 

palustris G5 sinh tổng hợp IAA và thể hiện đặc tính kích thích sinh trưởng thực vật, 

góp phần làm tăng chiều cao thân, chiều dài rễ và sinh khối cây dưa chuột trong 

điều kiện stress mặn [64]. Nghiên cứu của Cheng-Chieh Hung và cộng sự (2012) 

chứng minh chủng Rhodopseudomonas palustris PS3 có khả năng sản sinh IAA, 

giúp kích thích nảy mầm, tăng sức sống cây con và thúc đẩy sinh trưởng của cải 

bắp. Khi bổ sung PS3, cây đạt sinh trưởng gần tương đương với bón đầy đủ phân 

khi chỉ sử dụng khoảng một nửa lượng phân bón, bên cạnh đó cũng sử dụng nitơ tốt 

hơn, cho thấy tiềm năng ứng dụng trong sản xuất nông nghiệp bền vững [65]. 

 Một nghiên cứu ghi nhận rằng R. palustris KKSSR91 sản sinh ra IAA  đạt 

29,58 mg/L khi bổ sung 3 mM tryptophan, giúp giảm tác động gây độc thực vật của 

axit đối với cây đậu thận [66]. Rhodobacter capsulatus PS-2 được phân lập từ ruộng 

lúa, có khả năng sản xuất một lượng đáng kể  IAA trong điều kiện  tối ưu bổ sung 
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tryptophan [67]. Nghiên cứu của Kang và cộng sự cũng báo cáo rằng R. 

sphaeroides KE149 có thể sản xuất 4,6 − 5,3 μg/mL IAA khi có D-tryptophan trong 

môi trường và đồng thời giảm các tác động do hạn hán đối với cây đậu đỏ [68]. 

1.2.4. Ứng dụng của VKTQH làm phân bón sinh học 

1.2.4.1. Tình hình nghiên cứu trên thế giới  

 

 

Hình 1.2. Những lợi ích của VKTQH lên hệ sinh thái lúa khi được bón vào đất 

hoặc phun lên lá [69] 

Các nghiên cứu quốc tế đã ghi nhận vai trò của VKTQH trong canh tác lúa. 

Elbadry và cộng sự (1999a, 1999b) chứng minh VKTQH là nhóm vi sinh vật chiếm 

ưu thế trên ruộng lúa và có khả năng cải thiện độ phì nhiêu của đất thông qua cố 

định nitơ sinh học [70]. Kundu và Ladha (1997) ước tính hoạt động của nhóm 

VKTQH có thể đóng góp 2,0 − 3,5 tấn nitơ/ha từ nguồn hữu cơ trong ruộng lúa 

[71].  

Bên cạnh khả năng cố định nitơ, một số loài VKTQH còn hỗ trợ cây lúa hấp 

thu dinh dưỡng khoáng. Rhodospirillum rubrum có khả năng hòa tan các phosphate 

khó tan như Ca₃(PO₄)₂, Mg₃(PO₄)₂ và Zn₃(PO₄)₂, qua đó giúp cung cấp nguyên tố vi 

lượng nhưng rất cần thiết cho cây trồng [72]. Các chủng Rhodopseudomonas 

palustris như TK103, PP803 và P1 được xác định có khả năng tổng hợp axit 5-

aminolevulinic (ALA) với hàm lượng 1,4 − 1,7 mg/L, giúp cây lúa chịu mặn tốt và 

cải thiện năng suất [73]. Rhodopseudomonas KL9 có thể tổng hợp tới 52 mg/L 

indole-3-acetic axit (IAA), cho thấy tiềm năng mạnh mẽ đối với sinh trưởng cây 
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trồng [40]. 

Cũng có nhiều nghiên cứu ở thực nghiệm đã cho thấy hiệu quả của VKTQH 

đối với sinh trưởng và năng suất cây trồng. Rhodobacter capsulatus kết hợp với 

phân bón vô cơ giúp nâng cao hiệu quả sử dụng nitơ và tăng năng suất lúa [74]. 

Việc bổ sung R. capsulatus vào đất kết hợp với N, P và K trong giai đoạn sinh sản 

làm tăng năng suất hạt lúa, đồng thời góp phần khử độc đất và cải thiện độ phì 

nhiêu. Bên cạnh đó, VKTQH có khả năng tổng hợp nhiều hợp chất hoạt tính sinh 

học như chất diệt cỏ, chất kháng vi rút và kháng khuẩn, giúp ức chế tác nhân gây 

bệnh trên cây trồng [73]. Rhodopseudomonas palustris có khả năng sản sinh nhiều 

hợp chất quan trọng như riboflavin, các chất mang sắt, 5-aminolevulinic axit 

(ALA), exopolysaccharide (EPS) và các phân tử tín hiệu acyl-homoserine lactone, 

có vai trò kích hoạt cơ chế kháng bệnh cảm ứng ở thực vật [75]. Từ những đặc điểm 

này, VKTQH được đánh giá là nhóm vi sinh vật có thể ứng dụng để làm phân bón 

sinh học trong nông nghiệp. 

Nghiên cứu khi cho R. capsulatus kết hợp với Azotobacter vinelandii trong 

môi trường thủy canh, với lượng protein lần lượt là 600 mg và 60 mg, kết quả thời 

gian ra hoa và hình thành bông được rút ngắn xuống còn 100 ngày sau gieo, đồng 

thời kích thước và thể tích lông hút rễ tăng đáng kể. Việc sử dụng VKTQH theo 

hình thức phun qua lá cũng cho thấy nhiều triển vọng. Khi nghiên cứu đánh giá trên 

đồng ruộng ở vùng khí hậu nhiệt đới cho thấy phun VKTQH lên lá giúp cây cải 

thiện đáng kể sinh trưởng cũng như năng suất lúa ngay cả khi nhiệt độ thấp và 

cường độ ánh sáng yếu [76]. Khi xử lý Rhodopseudomonas palustris qua lá giúp 

cây lúa đẻ nhánh nhiều hơn, lá xanh hơn, thân cây chắc khỏe, giảm đổ ngã và hệ rễ 

phát triển tốt, từ đó làm tăng số dảnh hữu hiệu, số hạt trên cây, năng suất hạt và chỉ 

số thu hoạch [69]. 

Việc kết hợp R. capsulatus với phân đạm hóa học giúp nâng cao hiệu suất sử 

dụng phân đạm tổng hợp. Tương tự, sự kết hợp giữa Rhodopseudomonas palustris 

và Bacillus subtilis có thể làm tăng năng suất lúa [77], trong đó R. palustris là 

chủng VKTQH để làm phân bón sinh học [78], còn B. subtilis có vai trò kiểm soát 

sinh học, bảo vệ cây trồng khỏi các tác nhân gây bệnh [79]. Ngoài ra, Sakarika và 

cộng sự (2019) đánh giá VKTQH có thể cải thiện các chỉ số đánh giá hiệu quả đầu 

vào và đầu ra trong sản xuất nông nghiệp [39]. Su và cộng sự (2017) còn chỉ ra tiềm 

năng sử dụng VKTQH như một chế phẩm phun lá giúp tăng sức đề kháng cho cây, 

kiểm soát virus khảm thuốc lá [80].  
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1.2.4.2. Tình hình nghiên cứu tại Việt Nam 

Một số nghiên cứu trong nước cũng chứng minh thấy tiềm năng ứng dụng 

của VKTQH trong các điều kiện canh tác khó khăn. Võ Quang Minh và Phạm 

Thành Vũ (2015) nhận định rằng môi trường đất phèn, đất mặn dù khắc nghiệt đối 

với đa số vi sinh vật nhưng lại phù hợp cho nhiều loài VKTQH nhờ khả năng thích 

nghi cao [81]. Nguyễn Thị Mỹ Linh và cộng sự (2019) đã thử nghiệm các chủng 

Rhodopseudomonas palustris phân lập từ đất mặn tại Sóc Trăng cho thấy khả năng 

sinh trưởng tốt ở nồng độ muối lên đến 2,5%, đồng thời cải thiện rõ rệt sinh trưởng 

cây lúa so với đối chứng không xử lý [82]. Lê Văn Hùng và cộng sự (2020) cũng 

ghi nhận chủng Rhodobacter sphaeroides có khả năng tăng năng suất lúa từ 12-18% 

trong điều kiện đất nhiễm phèn nặng [83]. 

 Nguyễn Quốc Khương và cộng sự (2024) đã nghiên cứu trong điều kiện nhà 

lưới và thấy việc bổ sung các chủng VKTQH sinh exopolysaccharide (EPS) thuộc 

loài Luteovulum sphaeroides trên đất chua nhiễm mặn cải thiện đáng kể đặc tính đất 

và sinh trưởng cây lúa. Chúng giúp đất tăng độ pH, cải thiện hàm lượng N và P, 

đồng thời giảm tích lũy Na⁺ trong đất. Vì vậy đã giúp cây hấp thu dinh dưỡng hiệu 

quả hơn, dẫn đến năng suất lúa tăng 27,7% so với đối chứng [84]. Nguyễn Quốc 

Khương và cộng sự (2025) cho thấy việc bổ sung VKTQH hòa tan kali dạng lỏng 

đã cải thiện rõ rệt dinh dưỡng kali trong đất và hiệu quả sử dụng của cây trồng. Chế 

phẩm này giúp cây hấp thu kali tốt hơn, đồng thời tăng năng suất ngô so với việc 

chỉ sử dụng phân NPK theo khuyến cáo. Đáng chú ý, việc áp dụng vi khuẩn này còn 

có thể giảm hoặc thay thế hoàn toàn lượng phân kali mà vẫn duy trì, thậm chí nâng 

cao năng suất khi kết hợp với lượng kali khuyến cáo [85]. 

Những kết quả này chứng tỏ nguồn VKTQH nội địa phong phú, chúng 

không chỉ có thể thích nghi tốt với điều kiện thực địa nhiều khắc nghiệt mà còn 

đóng góp không nhỏ vào việc nâng cao năng suất và giảm tối đa việc sử dụng phân 

bón hóa học, là cơ sở quan trọng cho các nghiên cứu nhằm phát triển chế phẩm sinh 

học cho sản xuất lúa bền vững tại Việt Nam. 

1.2.5. Một số ứng dụng khác của VKTQH 

• Xử lý nước thải và bảo tồn tài nguyên 

VKTQH có khả năng loại bỏ các chất hữu cơ khỏi nhiều loại nước thải khác 

nhau. Chúng có thể thích nghi được trong các môi trường nước thải mặn như: nước 

thải các công nghiệp, nước thải bồn cầu có nồng độ muối và sunfat cao. Hülsen và 

cộng sự (2019) đã chứng minh rằng quần thể vi sinh vật có nguồn gốc từ nước thải 

bao gồm VKTQH đã được làm giàu có thể tồn tại ở nơi chứa nước thải mặn và 
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chuyển hóa hiệu quả COD thành sinh khối vi khuẩn [86]. Nghiên cứu khác đã 

chứng minh VKTQH có thể phát triển trong nước thải của quá trình Fischer-

Tropsch, một quy trình công nghiệp nhằm sản xuất nhiên liệu lỏng. Tuy vậy, do đặc 

điểm nghèo nguồn nitơ dinh dưỡng của loại nước thải này nên việc ứng dụng các 

biện pháp xử lý sinh học còn gặp nhiều khó khăn [87].  

Trong hệ thống xử lý nước thải sinh hoạt, VKTQH chiếm tỉ lệ ưu thế trong 

quần xã sinh vật. Khi bổ sung một nguồn cacbon như ethanol, chúng có thể loại bỏ 

hiệu quả các chất dinh dưỡng, giúp nước thải đạt tiêu chuẩn xả thải [88]. Bên cạnh 

đó, Cerruti và cộng sự cho thấy VKTQH được làm giàu từ bùn hoạt tính của nhà 

máy xử lý nước thải có thể đạt hiệu suất loại bỏ COD lên tới 96%, đặc biệt trong 

các hệ phản ứng khuấy trộn [89]. 

Nghiên cứu của Bunraksa và cộng sự (2020) chứng minh VKTQH cũng cho 

hiệu quả cao trong xử lý nước thải nông nghiệp thường có hàm lượng chất hữu cơ 

cao nên cần yêu cầu hiệu quả loại bỏ COD lớn hơn. Khi nuôi cấy trên nước thải từ 

lò giết mổ gia cầm, Rhodopseudomonas faecalis và R. palustris có thể loại bỏ tới 

88% COD hòa tan [90]. Hülsen  và cộng sự (2018) nghiên cứu trên nước thải chế 

biến gia cầm và thịt đỏ ghi nhận sinh khối VKTQH đạt hiệu suất cao, đồng thời 

đồng hóa hiệu quả nitơ và photpho [91].  

• Phòng bệnh trong nuôi trồng thủy sản 

Sang-Seob Lee và cộng sự (2009) cho thấy chủng VKTQH Rhodobacter 

capsulatus khi nuôi cấy ở môi trường Lascelles trong điều kiện hiếu khí tối có thể 

sinh chất kháng khuẩn mạnh nhất trong khoảng pH từ 6,8 − 8,0 [92]. Có nhiều 

nghiên cứu bổ sung một lượng nhỏ VKTQH vào thức ăn các loài thủy sản đem lại 

giá trị kinh tế cao như cá rô phi sông Nile, cá bống đá, cá chẽm và cá mahseer (Tor 

tambroides) sử dụng các chủng nuôi thuần như Rhodovulum, Marichromatium hoặc 

Rhodopseudomonas được nuôi trên môi trường nhân tạo. Kết quả giúp tăng đáng kể 

tỷ lệ sống cũng như tốc độ tăng trưởng ở giai đoạn phát triển sớm của vật nuôi, mặc 

dù một số công thức thức ăn chưa cân đối về lipid hoặc protein [93], [94], [95], 

[96].  

Theo Shapawi và cộng sự (2012) khi bổ sung 0,3% sinh khối vi khuẩn  vào 

khẩu phần ăn đã mang lại hiểu quả thể hiện qua sự gia tăng tốc độ sinh trưởng, nâng 

cao tỉ lệ sống và cải thiện hệ số chuyển hóa thức ăn [96]. Loo và cộng sự (2015) bổ 

sung VKTQH trực tiếp cho cá bống đá giai đoạn ấu trùng thông qua trộn với nước 

nuôi hoặc thông qua chuỗi thức ăn trung gian đều giúp cải thiện tỷ lệ sống [95]. Tác 

động tích cực này cũng được ghi nhận trên cá diếc khi bổ sung VKTQH ở mức 
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0,1% khẩu phần [97], cũng như trên cá chạch, cá vàng, cá chép, sò ark và cá ayu, là 

những loài có khả năng tiêu thụ vi khuẩn quang dưỡng ngay sau khi nở [35]. 

Nhìn chung, các nghiên cứu cho thấy VKTQH mang lại hiệu quả tích cực khi 

được sử dụng nồng độ thấp, chủ yếu thể hiện vai trò như một probiotic. Nhờ những 

đặc tính sinh học có lợi, VKTQH đang được quan tâm ứng dụng trong nuôi trồng 

thủy sản, chúng vừa làm nguồn thức ăn tự nhiên, vừa sinh tổng hợp các hợp chất 

kháng khuẩn có thể góp phần kiểm soát mầm bệnh trong ao nuôi. Điều này không 

chỉ giúp giảm chi phí đầu vào mà còn hạn chế sử dụng kháng sinh, từ đó nâng cao 

chất lượng và mức độ an toàn của sản phẩm thủy sản [98]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 

 

CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Đối tượng nghiên cứu 

Các chủng VKTQH được phân lập từ mẫu đất và nước được thu tại các 

ruộng lúa nước, ruộng lúa nhiễm mặn và nhiễm phèn sau gieo sạ và cấy từ 1,5 đến 2 

tháng tại Nam Định, Việt Nam. 

2.1.2. Hóa chất, môi trường nghiên cứu 

• Hóa chất: 

 Hóa chất được dùng cho mục đích nghiên cứu bao gồm các hóa chất phổ 

biến dùng để pha môi trường nuôi cấy vi sinh vật, chúng được sản xuất ở Việt Nam 

và Trung Quốc. Các hóa chất có yêu cầu độ tinh khiết cao hơn được sử dụng có 

nguồn gốc từ hãng Merck (Đức). 

• Môi trường nghiên cứu: 

• Môi trường phân lập và nuôi cấy VKTQH trong phòng thí nghiệm là 

môi trường DSMZ-27 bao gồm các thành phần: 

Bảng 2.1. Thành phần môi trường DSMZ-27 (cho 1 lít) 

Thành phần Hàm lượng 

Cao nấm men 0,3 g 

NH4Cl 0,4 g 

NaCl 15 g 

KH2PO4 0,5 g 

K2HPO4 1 g 

MgSO4.7H2O 0,4 g 

CaCl₂·2H₂O 0,05 g 

Dung dịch nguyên tố vi lượng 1 mL 

Dung dịch vitamin 1 mL 

Natri axetat 1 g 

Axit succinic 0,5 g 

Nước cất Bổ sung vừa đủ đến 1000 mL 

 

 Dung dịch nguyên tố vi lượng (cho 1 lít) gồm: 6,5 mL HCl (25%); 1,5 g 

FeCl2.4H2O; 0,3 g H3BO3; 0,03g MnCl2.2H2O; 0,2 g CoCl2.6H2O; 0,1 g 

ZnSO4.7H2O; 17 mg CuCl2.2H2O; 24 mg NiCl2.6H2O; 36 mg Na2MoO4.2H2O. 
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 Dung dịch vitamin (cho 1 lít) gồm: Thiamine: 500 µg; Niacin: 500 µg; 

Biotin: 15 µg. 

 Tất cả môi trường và dụng cụ khử trùng ở 121 oC, 30 phút trước khi sử 

dụng. 

 Đối với môi trường DSMZ-27 thạch chứa 2% agar. 

• Môi trường không chứa nguồn nitơ dùng để đánh giá VKTQH có khả năng cố 

định N2, được điều chỉnh nhẹ từ công thức của Vatsala và cộng sự (2011) [99] 

gồm các thành phần sau: 

Bảng 2.2. Thành phần môi trường không chứa nguồn nitơ (cho 1 lít) 

Thành phần Hàm lượng 

Natri axetat 1 g 

K2HPO4 0,9 g 

KH2PO4 0,6 g 

MgSO4 0,2 g 

FeSO4 0,0122 g 

EDTA 0,075 g 

CaCl2 0,01 g 

Na2MoO4 .2H2 O 0,01 g 

MnSO4.4H2O 2,8 mg 

ZnSO4 0,75 mg 

CuSO4 0,24 mg 

H3BO3 0,016 mg 

Biotin 0,001 mg 

Nước cất Bổ sung vừa đủ đến 1000 mL 

 Độ pH được điều chỉnh ở mức 6,8 − 7,0. 

• Môi trường nuôi cấy glutamate-acetate (GA) trong đó L-sodium glutamate được 

thay thế bởi 1 mM L-tryptophan để đánh giá khả năng sản sinh IAA. 
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Bảng 2.3. Thành phần môi trường GA (cho 1 lít) 

Thành phần Hàm lượng 

L-glutamate 3,8 g 

Natri acetate monohydrate 5,44 g 

Cao nấm men 2,0 g 

K₂HPO₄ 0,5 g 

KH₂PO₄ 0,5 g 

(NH₄)₂HPO₄ 0,5 g 

MgSO₄·7H₂O 0,2 g 

CaCl₂·2H₂O 53 mg 

CoCl₂·6H₂O 1,2 mg 

MnSO₄·5H₂O 1,2 mg 

Biotin 0,01 mg 

Sắt citrate 2,5 mg 

Niacin 1,0 mg 

Nước cất Bổ sung vừa đủ đến 1000 mL 

 

• Thuốc thử Nessler: Kali iodua (KI): 10 g, HgCl₂ bão hòa: 20 mL, KOH: 30 g, 

nước cất: bổ sung vừa đủ đến 200 mL, bảo quản trong chai sẫm màu, tránh 

sáng. 

• Thuốc thử Salkowski: lấy 2 mL dung dịch FeCl₃ 0,5 M cho vào 98 mL dung 

dịch HClO₄ 35%, sau đó lắc đều để thu được 100 mL thuốc thử. Dung dịch sau 

khi pha được bảo quản trong chai thủy tinh có màu sẫm để tránh ánh sáng. Các 

thao tác được thực hiện trong tủ hút, sử dụng đầy đủ phương tiện bảo hộ do 

HClO₄ là axit có tính oxy hóa mạnh và nguy hiểm. 

2.1.3. Thiết bị máy móc 

 Các thiết bị máy móc được sử dụng trong nghiên cứu thuộc Phòng Công 

nghệ sinh học môi trường và Phòng thí nghiệm trọng điểm Công nghệ Gen - Viện 

Sinh học. Các thiết bị gồm: Tủ nuôi cấy vi sinh (Binder, infors, Đức); Bình khí nitơ 
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(Nga); Bóng đèn sợi đốt  Rạng Đông (40W, 60W); Nồi khử trùng ướt (Trung Quốc); Tủ 

sấy khô (Trung Quốc); Máy quang phổ NOVASPEC II (Anh); UV-1650PC (Shimadzu, 

Nhật Bản); cân phân tích Mettler toldo (Thụy Sĩ) máy đo pH (Thommas Scientific, 

Mỹ), tủ lạnh thường GR-K22EA (Toshiba) và tủ lạnh sâu -20 (Alaska), box cấy 

Biocyt ESI Flufrance (Pháp), máy ảnh kỹ thuật số Canon (Nhật Bản). 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Thu thập mẫu chứa các chủng VKTQH  

          Mẫu đất và mẫu nước được thu thập ngẫu nhiên ở các ruộng lúa nước, ruộng 

lúa nhiễm phèn tại xã Yên Trung, Ý Yên, Nam Định (20°24′04″N; 105°58′31″E), 

nhiễm mặn tại ven biển xã Giao Xuân, Giao Thủy, Nam Định (20°14′30″N; 

106°28′31″E). Các mẫu đất được thu thập từ 0 − 20 cm tính từ bề mặt của đất, mẫu 

nước thu thập từ 0 − 50 cm tính từ bề mặt cột nước theo tiêu chuẩn TTCVN 7538-

2:2007 cho đất và TCVN 6663-6:2018 cho nước. Mẫu thu được bảo quản trong 

thùng đựng mẫu trong vòng 24 giờ và đưa về phòng thí nghiệm.  

2.2.2. Phân lập, nuôi cấy VKTQH  

2.2.2.1. Làm giàu VKTQH 

Mẫu nước và đất thu từ ruộng lúa được đưa vào chai với tỷ lệ 1:1 (đối với 

mẫu nước) hoặc 9:1 (đối với mẫu đất), làm giàu trong các cột Winogradsky cải tiến 

là các chai nhựa trong, dạng hình trụ có đường kính 5 cm, chiều cao 35 cm. Sau đó 

làm đầy các chai bằng môi trường lỏng DSMZ-27, đậy kín và nuôi dưới điều kiện vi 

hiếu khí sáng (3000 lux) [100].  

Sau khi xuất hiện các vệt màu đặc trưng của VKTQH có màu từ màu nâu 

vàng đến đỏ tía xuất hiện trên thành bình thì có thể sử dụng để phân lập VKTQH. 

2.2.2.2. Phân lập VKTQH không lưu huỳnh 

 Sau khoảng một tuần, các vạch màu từ nâu vàng đến đỏ tía xuất hiện trên 

thành bình, đây là biểu hiện về sự có mặt sắc tố đặc trưng của VKTQH. Sử dụng 

que gạt tiến hành lấy mẫu từ vạch màu, phân lập trên đĩa petri có chứa môi trường 

thạch DSMZ-27 cải tiến, ủ ở điều kiện vi hiếu khí sáng với cường độ sáng 3000 

lux từ đèn sợi đốt. Sau khoảng thời gian từ 3 − 5 ngày thấy xuất hiện các khuẩn lạc 

tròn có màu nâu, hồng đến đỏ tía, làm sạch theo phương pháp cấy ria trên đĩa thạch 

để thu được đơn chủng và tiến hành ủ mẫu dưới điều kiện vi hiếu khí sáng [101]. 
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2.2.2.3. Nuôi cấy VKTQH  

  Khuẩn lạc đơn của VKTQH được nuôi cấy trong các ống thủy tinh V=12 mL 

chứa môi trường DSMZ-27 lỏng, khí được sục vào môi trường khoảng 17 −20 mg/L 

qua màng lọc vô trùng, đậy kín và ủ ở nhiệt độ phòng (25 − 28 °C), chiếu ánh sáng 

liên tục (3000 lux). Khi sinh trưởng của chúng ở pha log đạt mật độ tế bào khoảng 

109 CFU/mL thì đem cấy vào bình thí nghiệm khoảng với thể tích từ 5 − 10% (v/v) 

để đạt mật độ ban đầu OD800 khoảng 0,1 của các chủng VKTQH [101].  

2.2.3. Đánh giá khả năng sinh trưởng và hình thái tế bào của VKTQH 

Sau 7 ngày nuôi cấy, khả năng sinh trưởng của các chủng VKTQH đã phân 

lập được, sẽ được đánh giá bằng cách quan sát độ lớn khuẩn lạc của chúng khi mọc 

trên đĩa thạch hoặc xác định độ hấp thụ của dịch huyền phù tế bào tại bước sóng 

800 nm vì trong tế bào của VKTQH Bchl có cực đại hấp thụ ở 800 nm và độ hấp 

thụ này tỷ lệ thuận với hàm lượng Bchl, do vậy cũng sẽ tỷ lệ thuận với sinh khối của 

tế bào. Sử dụng máy quang phổ Novaspec II hoặc máy quang phổ UV-1650PC 

(Shimadzu, Nhật Bản) để đo các chỉ số này.  

Hình thái tế bào của VKTQH được soi dưới kính hiển vi quang học 

OLYMPUS (Nhật Bản). 

2.2.4. Tuyển chọn chủng VKTQH có khả năng cố định nitơ phân tử 

 Các chủng VKTQH được nuôi trong bình thủy tinh có chứa môi trường 

DSMZ-27 không chứa nguồn nitơ với tỉ lệ thể tích giống ban đầu là 10% (v/v) (mật 

độ tế bào giống đạt khoảng 109 CFU/mL, khí nitơ được sục vào môi trường khoảng 

17 − 20 mg/L qua màng lọc vô trùng, điều kiện vi hiếu khí sáng (3000 lux), tại nhiệt 

độ phòng, trong 48 giờ. Sau đó thu dịch nuôi cấy và ly tâm ở 8000 vòng/phút trong 

15 phút. Lấy 0,5mL dịch nổi cho phản ứng với vài giọt thuốc thử Nessler để đánh 

giá khả năng sản sinh NH4
+ theo phương pháp của Sakpicom và cộng sự (2016) 

[45]. Thuốc thử này chứa muối kiềm của thủy ngân (HgI₄²⁻) trong môi trường kiềm, 

khi phản ứng với NH4
+ sẽ tạo thành phức chất có màu từ vàng nhạt đến nâu. Mức độ 

đổi màu phản ánh hàm lượng NH₄⁺: không xuất hiện màu cho thấy mẫu không có 

NH₄⁺; màu vàng nhạt biểu thị hàm lượng thấp; màu vàng đậm cho hàm lượng trung 

bình; và màu nâu cho hàm lượng cao. Sự hình thành màu được đo quang ở bước 

sóng 420 nm với cường độ hấp thụ sẽ tỉ lệ thuận với nồng độ NH₄⁺ trong dung dịch. 



25 

 

2.2.5. Tuyển chọn chủng VKTQH có khả năng sinh chất kích thích sinh trưởng 

IAA  

  Việc đánh giá khả năng sinh chất kích thích sinh trưởng IAA của VKTQH sử 

dụng theo phương pháp của Ahmad và cộng sự (2005) [102]. 

VKTQH được nuôi cấy trong môi trường GA cải tiến, trong đó glutamate-Na 

được thay thế bằng tryptophan 1mM để kích thích tổng hợp IAA. Quá trình nuôi 

được tiến hành trong điều kiện vi hiếu khí chiếu sáng (3000 lux), ở điều kiện nhiệt 

độ phòng. Sau 5 ngày nuôi cấy, tiến hành thu dịch nuôi và ly tâm ở 8000 vòng/phút 

trong 15 phút. Lấy 1 mL dịch nổi cho phản ứng với 2 mL thuốc thử Salkowski (gồm 

2% FeCl₃ 0,5M trong dung dịch HClO₄ 35%), ủ trong tối ở nhiệt độ phòng trong 25 

phút. Tiến hành đo tại bước sóng 530 nm bằng máy quang phổ để xác định độ hấp 

thụ của dung dịch, nồng độ IAA được tính dựa trên đường chuẩn xây dựng bằng 

IAA tinh khiết. 

2.2.6. Khảo sát các đặc điểm sinh học của các chủng VKTQH chọn lựa 

2.2.6.1. Xác định mật độ tế bào VKTQH 

Mật độ của VKTQH được đánh giá bằng việc đo độ hấp thụ quang ở bước 

sóng 800 nm (OD₈₀₀) sử dụng máy quang phổ Novaspec II hoặc UV-1650PC, dựa 

trên đặc tính hấp thụ cực đại của Bchl tại 800 nm. Mật độ VKTQH còn được xác 

định bằng phương pháp pha loãng thập phân (10⁻¹ − 10⁻¹⁰), nhỏ 50 µL mẫu lên môi 

trường DSMZ-27, dàn đều và ủ trong điều kiện vi hiếu khí sáng. Số khuẩn lạc được 

đếm sau 5 − 7 ngày [101]và tính theo công thức:  

 

Trong đó: n là hệ số pha loãng của mẫu,  

a là số khuẩn lạc đếm được trên đĩa môi trường thạch,  

v tương ứng với thể tích mẫu đem cấy,  

1/v được dùng để quy đổi thể tích mẫu về đơn vị 1 mL.  

2.2.6.2. Phương pháp nghiên cứu hệ sắc tố của VKTQH  

Các chủng được nuôi trong môi trường DSMZ-27 lỏng dưới điều kiện vi 

hiếu khí sáng. Sau 4 ngày, dịch nuôi được thu để đo phổ hấp thụ từ 400 − 900 nm 

[103] bằng máy bằng máy quang phổ NavaspecII (Anh) và UV-1650PC (Shimadzu, 

Nhật Bản) để xác định sự hiện diện của bacteriochlorophyll. 
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Nhuộm Gram theo phương pháp của Hans Christian Gram (1884) [104], 

Escherichia coli và Bacillus subtilis được dùng làm đối chứng. 

2.2.6.3. Phương pháp đánh giá khả năng sử dụng nguồn cacbon và chất cho điện 

tử khác nhau của VKTQH 

Các chủng VKTQH đã lựa chọn được nuôi trong môi trường DSMZ-27 với 

nguồn cacbon gốc natri acetate được thay thế bằng một số nguồn khác (với cùng 

hàm lượng 1g/L) như: Acetate, Succinate, Formate, Tartate, Citrate, Glycerol, 

Glucose, Methanol, Ethanol, Manitol, Sorbitol, Propionate, Sulfide, Glutamate, 

Isopropanol. Thí nghiệm ở hai điều kiện vi hiếu khí sáng và hiếu khí tối. Khả năng 

sinh trưởng của các chủng thí nghiệm được đánh giá sau 7 ngày ủ mẫu bằng cách 

xác định độ hấp thụ của dịch huyền phù tế bào tại bước sóng 800 nm. Sử dụng máy 

quang phổ Novaspec II hoặc máy quang phổ UV-1650PC (Shimadzu, Nhật Bản) để 

đo các chỉ số này.  

2.2.6.4. Phương pháp tách chiết DNA genome của VKTQH 

 VKTQH được nuôi cấy trong môi trường DSMZ-27, kỵ khí sáng khoảng 

3−5 ngày đến khi OD800 ≈ 0,8 − 1 tiến hành tách chiết DNA. 

1. Hút khoảng 1000 − 1200 µL dịch nuôi cấy vào các ống 1,5 mL, ly tâm 

10.000 rpm, 5 phút.  

2. Thu cặn tế bào ở đáy ống và chuyển sang ống mới, Trong mỗi ống, trình tự 

các bước tiếp theo được mô tả trong các công bố của (Lê Trần Bình và cộng 

sự, 2003; Sambrook J and Russell, 2001) [105], [106], thêm 576 µL TE, để 

trên khay lạnh và lắc đều để tan hết tế bào. 

3. Thêm 30 µL SDS 10%, lắc nhẹ tại nhiệt độ phòng.  

4. Thêm 3 µL proteinase K (10 mg/mL), rồi ủ mẫu ở 37 o C, 1 giờ.  

5. Thêm 180 µL NaCl 5M, lắc nhẹ, mẫu ở 65 o C, 10 phút. 

6. Loại bỏ protein bằng hỗn hợp chloroform/isoamylalcohol 24:1 (v/v), ly tâm 

12.000 rpm, 10 phút, thu dịch nổi và chuyển sang ống 1,5 mL mới.  

7. Tiếp tục loại protein bằng phenol/chloroform/isoamylalcohol tỷ lệ 25:24:1 

(v/v), ly tâm 12000 rpm, 10 phút, thu dịch nổi và chuyển sang 1,5 mL mới.  

8. DNA được tủa bằng ethanol tuyệt đối (gấp 2 lần thể tích) ở 4 o C, 15 phút, ly 

tâm 12000 rpm, 10 phút, dùng máy hút chân không Mi-vac 110V làm khô 

hết cồn. 

9. Hòa tan tủa DNA bằng nước sinh học phân tử và bảo quản mẫu ở -20o C. 



27 

 

2.2.6.5. Kỹ thuật PCR 

• Trên cơ sở đoạn DNA khuôn và cặp mồi đã được thiết kế, quá trình tổng hợp 

DNA được tiến hành như sau:  

• Trình tự mồi:  27F (5′-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3′) và  

1492R (5′-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3′), khuếch đại gen 16S rDNA 

 

• Thành phần 1 phản ứng (tổng thể tích 25 µL): 

Thành phần Thể tích 

10X PCR buffer 2,5 µL 

MgCl₂ (25 mM) 2,5 µL 

dNTP (2.5 mM) 2 µL 

Taq DNA polymerase (5 U/µL) 0,25 µL 

Forward primer (10 ng) 1 µL 

Reverse primer (10 ng) 1 µL 

Nước sinh học phân tử 13,75 µL 

DNA khuôn (100 ng) 2 µL 

 

• Chu trình nhiệt : 

Nhiệt độ Thời gian Số chu kỳ 

95oC 5 phút 1 

95oC 50 giây 

30 55oC 30 giây 

72oC 2 phút 

72oC 10 phút 1 

4oC ∞ - 

 

2.2.6.6. Điện di DNA trên gel Agarose 

Chuẩn bị gel agarose 0,8%, đặt tạo giếng và để đông. Trộn 5µL mẫu DNA 

với 2 µL loading dye, rồi tra mẫu vào các giếng cùng với một giếng là ladder. Điện 

di ở 100 V trong 35 phút trong đệm TE. Sau khi điện di, gel được nhuộm Ethidium 

Bromide trong khoảng 5 phút, rửa bằng nước sạch và quan sát dưới tia UV 254 nm 

và chụp ảnh ghi nhận kết quả  [105], [106]. 
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2.2.6.7. Giải trình tự DNA 

Trình tự DNA được xác định theo phương pháp Sanger [107] bằng máy ABI 

Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) tại Phòng Thí nghiệm Công 

nghệ Gene, Viện Sinh học. 

Các trình tự thu được được phân tích bằng phần mềm BLAST (NCBI) và 

DNASTAR để xác định các loài có quan hệ gần. Phân tích đa trình tự và xây dựng 

cây phát sinh loài bằng phần mềm MEGA, ClustalX, và PHYLIP. 

2.2.7. Đánh giá ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy đến khả năng sinh trưởng, cố 

định nitơ phân tử và sản sinh chất kích thích IAA của VKTQH 

2.2.7.1. Ảnh hưởng của pH  

 Để đánh giá sự ảnh hưởng của pH môi trường đến khả năng cố định nitơ của 

các chủng đã chọn, tiến hành nuôi cấy các chủng này trong môi trường không chứa 

nguồn nitơ, có các độ pH 4, 5, 6, 7, 8, 9. Sau đó tiến hành sục khí N2 vào môi trường 

khoảng 17 − 20 mg/L, nuôi ở điều kiện chiếu sáng (3000 lux), tại nhiệt độ phòng. 

Sau 48 giờ, dịch nuôi cấy được ly tâm 8000 rpm, 15 phút và đánh giá hàm lượng 

NH4
+ bằng thuốc thử Nessler [45]. 

Khả năng sinh trưởng và sản sinh IAA của VKTQH được nuôi cấy trong môi 

trường GA cải tiến với pH tương tự theo phương pháp của Ahmad và cộng sự 

(2005) [102]. Tiến hành đánh giá như mục 2.2.5.  

2.2.7.2. Ảnh hưởng của nồng độ muối 

 Nuôi cấy các chủng đã lựa chọn trên môi trường không chứa nguồn nitơ, có 

các các nồng độ muối: 0%; 0,5%; 1%; 1,5%; 2%; 2,5%; 3%. Sau đó tiến hành sục 

khí N2 vào môi trường khoảng 17 − 20 mg/L, nuôi ở điều kiện chiếu sáng (3000 

lux), tại nhiệt độ phòng, trong 48 giờ. Dịch nuôi cấy được ly tâm 8000 rpm, 15 

phút và đánh giá khả năng sản sinh ra NH4
+ bằng thuốc thử Nessler [45]. 

Đánh giá khả năng sinh trưởng và sản sinh IAA của VKTQH được nuôi cấy 

trong môi trường GA cải tiến với các độ nồng độ muối tương tự [102]. 

2.2.7.3. Ảnh hưởng của nhiệt độ 

 Để đánh giá sự ảnh hưởng của nhiệt độ đến khả năng cố định nitơ của các 

chủng đã lựa chọn, nuôi cấy các chủng này trên môi trường không chứa nguồn nitơ 

có các khoảng nhiệt độ: 15 − 17 oC, 25 − 30 oC, 40 − 45 oC. Sau đó tiến hành sục 

khí N2 vào môi trường khoảng 17 − 20 mg/L, nuôi ở điều kiện chiếu sáng trong 48 

giờ. Dịch nuôi cấy được ly tâm 8000 rpm, 15 phút và ghi nhận hàm lượng NH4
+ [45]. 
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Đánh giá khả năng sinh trưởng và sản sinh IAA của VKTQH được nuôi cấy 

trong môi trường GA cải tiến với các khoảng nhiệt độ tương tự [102]. 

2.2.8. Phân tích thống kê 

Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Giá trị trung bình và độ lệch chuẩn được 

trình bày dưới dạng Mean ± SD. Phân tích phương sai một yếu tố (One-way 

ANOVA) được thực hiện bằng Microsoft Excel 2016. Khi ANOVA cho thấy sự 

khác biệt có ý nghĩa thống kê, các nghiệm thức được so sánh bằng phép thử hậu 

nghiệm Duncan trên phần mềm IBM SPSS Statistics 16.0 ở mức ý nghĩa p < 0,05. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Làm giàu và phân lập các chủng VKTQH 

 Các mẫu đất và nước sau khi lấy từ các ruộng lúa cấy được từ 1,5 đến 2 

tháng được đóng chai và bảo quản lạnh, rồi được đưa về phòng thí nghiệm để làm 

giàu theo phương pháp 2.2.2.1. Sau 7 ngày quan sát trên thành chai nhựa thấy xuất 

hiện những vệt từ màu nâu vàng đến đỏ tía, những vệt màu đặc trưng cho sự xuất 

hiện VKTQH, từ các chai làm giàu này tiến hành phân lập các chủng VKTQH. 

 

 

Hình 3.1. Hình ảnh một số VKTQH làm giàu từ mẫu đất và nước sau 7 ngày 

Kết quả ở Hình 3.1 cho thấy trên thành các chai nuôi cấy xuất hiện các vệt 

màu từ nâu vàng đến đỏ tía. Sự xuất hiện của các vệt màu đặc trưng này cho thấy 

trong môi trường làm giàu đã có sự phát triển của VKTQH. 

Lấy mẫu từ vạch màu hoặc dịch nuôi, rồi phân lập trên đĩa thạch DSMZ 27 

cải tiến, ở điều kiện vi hiếu khí sáng có sục khí nitơ (3000 lux), sau khoảng 3 − 5 

ngày thấy sự xuất hiện các khuẩn lạc có màu nâu, nâu vàng hồng đến đỏ tía. Từ các 

mẫu đất và mẫu nước thu thập từ các ruộng lúa nước, ruộng lúa nước nhiễm mặn và 

nhiễm phèn tại Nam Định, chúng tôi đã phân lập được 24 chủng VKTQH. Hình 

thái, màu sắc khuẩn lạc và kích thước của chúng được trình bày ở Bảng 3.1. 
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Bảng 3.1. Đặc điểm hình thái các chủng VKTQH sau 7 ngày nuôi cấy trên môi 

trường DSMZ-27 thạch 

STT 
Ký hiệu 

chủng 
Đặc điểm khuẩn lạc 

Hình thái và  hình thức 

sinh sản của tế bào 

1 GT1 
Hình tròn, lồi, bóng, rìa phẳng, nâu 

vàng, d = 0,5 – 1 mm 

Hình cầu, sinh sản nhân 

đôi 

2 GT2 
Hình tròn, lồi, bóng, rìa trong, vàng 

xanh, d = 1,2  –1,9 mm 

Hình que ngắn, sinh sản 

nảy chồi 

3 GT3 
Mọc loang, nhớt, đỏ nâu 

d = 0,8 – 1,0 mm 

Hình que ngắn, sinh sản 

nhân đôi 

4 GT4 
Hình tròn, lồi, rìa phẳng, nâu vàng,  

d = 1,1 – 1,3 mm 

Hình que ngắn, sinh sản 

nảy chồi 

5 GT5 
Hình tròn, lồi, nhớt, rìa loang, đỏ 

nâu, d = 0,8 – 1 mm 

Hình trứng, sinh sản 

nhân đôi 

6 GT6 
Hình tròn, bề mặt lồi, tròn, bóng, rìa 

phẳng, nâu đỏ, d = 1 – 1,5 mm 

Hình que, sinh sản này 

chồi 

7 GT7 
Không tròn, rìa răng cưa, loang, 

nhớt, vàng nâu, d =  0,5  –1 mm 

Hình que, không quan sát 

thấy hình thức sinh sản 

8 GT8 
Không lồi, có nhân, rìa răng cưa, 

vàng xanh, d = 0,7 – 1,3 mm 

Hình cầu, sinh sản nhân 

đôi 

9 GT9 
Bề mặt lồi, khô, rìa răng cưa, không 

nhân, đỏ tía, d = 0,3 − 0,6mm 

Hình trứng, sinh sản 

nhân đôi 

10 GT10 
Hình tròn, bề mặt lồi, rìa trong, đỏ 

nâu, d = 0,9 − 1,2 mm 

Hình trứng, sinh sản 

nhân đôi 

11 GT11 
Không tròn, loang viền vàng, hồng 

nhạt, d = 0,8 − 1,0 mm 

Hình ovan, sinh sản nhân 

đôi 

12 GT21 

Mọc loang, mép viền răng cưa, hồng 

nhạt, d = 0,8 − 1,0 mm 

Hình cầu, sinh sản nhân 

đôi 

13 GT31 

Hình tròn, bề mặt nhẵn bóng, rìa 

trong đỏ tía, d = 0,2 − 0,8 mm 

Hình ovan, sinh sản nhân 

đôi 

14 Y1 
Hình tròn, bề mặt lồi, khô, rìa phẳng 

đỏ đậm, d = 1,0 − 1,5 mm 

Hình cầu, sinh sản nhân 

đôi 

15 Y2 
Hình tròn, bề mặt lồi, khô, rìa phẳng 

đỏ tía, d = 0,1 − 0,2 mm 

Hình que, sinh sản nảy 

chồi 



32 

 

16 Y3 
Hình tròn, bề mặt lồi, rìa trong,đỏ 

tía, d = 0,5 − 0,8 mm 

Hình que, sinh sản nảy 

chồi 

17 Y4 Mọc loang, nhớt nâu vàng 
Hình cầu, sinh sản nhân 

đôi 

18 Y5 
Hình tròn, rìa trong, nâu vàng 

d = 0,3 − 0,8 mm 

Hình ovan, sinh sản nhân 

đôi 

19 Y6 
Hình tròn, bề mặt nhẵn bóng, rìa 

trong, hồng đậm, d = 0,3 − 0,8 mm 

Hình que, sinh sản nảy 

chồi 

20 Y7 
Không tròn, bề mặt lồi, nhớt, mép 

răng cưa, nâu đỏ, d = 0,3 − 0,5 mm 

Hình ovan, sinh sản  

nhân đôi 

21 Y8 
Hình tròn, mép tròn, trong, đỏ tía,  

d = 1,2 − 1,5 mm 

Hình que, sinh sản nảy 

chồi 

22 Y9 
Hình tròn, rìa trong, hồng nhạt,   

d = 1,8 − 2,2 mm 

Hình cầu, sinh sản nhân 

đôi 

23 Y11 
Mọc loang, nhớt, nâu đỏ,   

d = 1,8 − 2,2 mm 

Hình que, sinh sản nhân 

đôi 

24 Y12 

Hình tròn, rìa trong, nâu vàng,   

d = 1,8 − 2,2 mm 

Hình cầu, sinh sản nhân 

đôi 

 

Bảng 3.1 cho thấy các chủng VKTQH phân lập được có sự đa dạng về màu 

sắc, kích thước, hình dáng. Khuẩn lạc chủ yếu có dạng tròn hoặc mọc loang, bề mặt 

lồi hoặc nhẵn bóng, rìa phẳng, rìa trong hoặc răng cưa, với kích thước dao động từ 

khoảng 0,1 đến 2,2 mm. Màu sắc khuẩn lạc khá phong phú, bao gồm nâu, nâu vàng, 

nâu đỏ, hồng. 

Hình thái tế bào cũng tương đối đa dạng, gồm dạng hình que, cầu và ovan. 

Hình thức sinh sản chủ yếu bằng cách phân đôi, một số chủng là nảy chồi. 

Không quan sát thấy sự xuất hiện của các giọt lưu huỳnh bên trong tế bào. 

Đặc điểm này cho thấy các chủng VKQTH phân lập được đều gần với họ 

Rhodospirillaceae. 

3.2. Tuyển chọn chủng VKTQH có khả năng cố định nitơ phân tử  

 Tuyển chọn các chủng VKTQH có khả năng cố định nitơ phân tử bằng cách 

đánh giá khả năng sinh NH4
+ trong môi trường không chứa nguồn nitơ (pH 6,8 − 7) 

ở điều kiện vi hiếu khí sáng (3000 lux) sau 48 giờ. 
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Quá trình cố định nitơ của VKTQH không lưu huỳnh diễn ra hiệu quả trong 

điều kiện kỵ khí nghiêm ngặt, do hoạt tính của enzyme nitrogenase rất nhạy cảm 

với oxy [108]. Tuy nhiên, điều kiện thực địa các ruộng lúa không phải là môi trường 

hoàn toàn kỵ khí, ngay cả đối với các ruộng lúa nước. Vì vào ban ngày, oxy sinh ra 

từ quá trình quang hợp của cây lúa có thể được vận chuyển xuống rễ, khuếch tán 

vào vùng rễ và trầm tích xung quanh. Mặc dù một phần oxy bị tiêu thụ trong các 

quá trình oxy hóa nhưng vẫn còn lượng oxy dư làm ngăn cản việc hình thành môi 

trường kỵ khí tuyệt đối [109]. Nhằm phản ánh chính xác hơn điều kiện thực địa, 

nghiên cứu này đã khảo sát khả năng cố định nitơ của các chủng VKTQH trong 

điều kiện vi hiếu khí có ánh sáng. 

Kết quả khả năng sản sinh NH4
+ được thể hiện trong Bảng 3.2: 

Bảng 3.2. Khả năng sản sinh NH4
+

 (mg/L) của 24 chủng VKTQH trong môi 

trường không chứa nguồn nitơ ở điều kiện vi hiếu khí sáng 

STT Chủng Nồng độ NH₄⁺ (mg/L) 

1 GT₁ 2,63±0,92cd 

2 GT₂ 3,05±0,60cd 

3 GT₃ 3,97±1,03def 

4 GT₄ 4,19±0,73def 

5 GT₅ 00±0,00a 

6 GT₆ 0,33±0,10a 

7 GT₇ 2,70±1,05cd 

8 GT₈ 3,07±1,01cde 

9 GT₉ 3,80±0,90def 

10 GT₁₀ 4,34±0,85ef 

11 GT₁₁ 3,02 ± 1,04cde 

12 GT₂₁ 0,40± 0,01a 

13 GT₃₁ 3,67±0,99def 

14 Y₁ 0,85±0,18ab 

15 Y₂ 1,29±0,77ab 

16 Y₃ 4,15±0,64def 

17 Y₄ 3,77±0,85cdef 

18 Y₅ 3,54±0,71def 

19 Y₆ 3,55±0,95def 

20 Y₇ 3,72± 0,67cdef 

21 Y₈ 2,40±0,89cd 
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22 Y₉ 3,94±0,94def 

23 Y₁₁ 4,63±0,71f 

24 Y₁₂ 2,12±0,78bc 

 

Chú thích: Trong cùng một cột, các giá trị mang các chữ cái thường khác 

nhau (a, b, c, d, e, f) biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê (phân tích phương sai 

một nhân tố – ANOVA và phân tích hậu nghiệm bằng phép thử Duncan, p < 0,05). 

 Kết quả thu được ở Bảng 3.2 cho thấy 23/24 chủng VKTQH có khả năng cố 

định nitơ ở điều kiện vi hiếu khí sáng được thể hiện qua sự tích lũy NH₄⁺ trong môi 

trường nuôi cấy. Tuy nhiên, mức độ cố định nitơ khác nhau giữa các chủng. 

 Trong số 24 chủng, môi trường nuôi cấy của chủng GT5 không phát hiện 

NH₄⁺ chứng tỏ không có khả năng cố định nitơ phân tử. 20 chủng có khả năng sản 

sinh NH₄⁺ ở mức trung bình (từ 1,29±0,77 đến 4,63±0,71 mg/L NH₄+), ba chủng sản 

sinh ở mức thấp là: GT6, GT21, Y1. Đặc biệt, 4 chủng thể hiện khả năng cố định nitơ 

cao khác biệt rõ rệt so với các chủng còn lại đạt trên 4 mg/L: GT4 (4,19±0,73), GT10 

(4,34±0,85), Y3 (4,15±0,64), Y11 (4,63±0,71). Sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê 

so với các chủng còn lại (p ≤ 0,05). 

Kết quả này phù hợp với những nghiên cứu của Nookongbut và cộng sự 

(2019) khi phân lập VKTQH từ vùng bùn than ở Thái Lan [110]. Các chủng phân 

lập được trong nghiên cứu hiện tại đã thể hiện khả năng cố định nitơ cao hơn sau 48 

giờ trong điều kiện vi hiếu khí sáng. Tương tự, so với nghiên cứu của Nguyễn Thi 

Thu Hằng và cộng sự (2015), trong đó các chủng Azotobacter AZT1 và AZT7 được 

nuôi cấy trong môi trường lỏng Ashby bổ sung 2% glucose (pH 7,0) ở 30 °C trong 

72 giờ, cho khả năng cố định nitơ lần lượt là 3,36 và 3,32 mg/L [111]. So với các 

nghiên cứu trước đây được thực hiện trong điều kiện tương tự, bốn chủng được 

tuyển chọn trong nghiên cứu này đều cho khả năng cố định nitơ cao hơn với hàm 

lượng NH₄⁺ đều đạt trên 4 mg/L. 

Theo nghiên cứu của Nguyễn Hữu Hiệp (2022), khi sàng lọc 25 chủng vi 

khuẩn môi trường lỏng Nfb không chứa nguồn nitơ trong thời gian 48 giờ, tất cả các 

chủng vi khuẩn cố định nitơ được phân lập từ rễ ngô đều có khả năng tổng hợp 

NH₄⁺, với hàm lượng dao động từ 0,35 – 4,33 mg NH₄⁺/L [112]. Khả năng sản sinh 

NH₄⁺ này tương đương với các chủng VKQTH được phân lập trong nghiên cứu của 

chúng tôi. 

Theo kết quả nghiên cứu của Phạm Thị Ngọc Lan và cộng sự (2020), hai 

chủng N55 và N96 thể hiện khả năng sinh trưởng và cố định nitơ mạnh trên môi 

trường lỏng Ashby. Hàm lượng NH₄⁺ do hai chủng này tạo ra lần lượt đạt 21,14 
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mg/mL và 59,60 mg/mL [113]. Khả năng cố định nitơ phân tử của hai chủng này 

cao hơn hẳn so với các chủng VKTQH chúng tôi phân lập được. 

Tại thời điểm 48 giờ sau nuôi cấy, khả năng cố định nitơ của các chủng đạt 

mức cao, thể hiện qua sự tích lũy NH₄⁺ trong môi trường. Tuy nhiên, sinh khối tế 

bào vẫn ở mức thấp do trong môi trường không chứa nguồn nitơ vô cơ, vi khuẩn 

buộc phải kích hoạt quá trình cố định N₂ để đáp ứng nhu cầu dinh dưỡng. Quá trình 

này do hệ enzyme nitrogenase xúc tác, tiêu tốn một lượng lớn ATP và chất khử, dẫn 

đến việc nguồn năng lượng nội bào được ưu tiên cho chuyển hóa N2 thành NH4
+ 

thay vì cho các quá trình sinh tổng hợp sinh khối. 

Do đó, mặc dù hoạt động cố định nitơ diễn ra mạnh mẽ, tốc độ sinh trưởng 

của vi khuẩn vẫn còn hạn chế, dẫn đến sự tích lũy sinh khối thấp. Bên cạnh đó, 

NH₄⁺ được tạo thành trước hết được sử dụng cho các nhu cầu chuyển hóa cơ bản 

của tế bào. Vì vậy, tại thời điểm 48 giờ, mặc dù khả năng cố định N₂ đạt hiệu quả 

cao, sinh khối tế bào chưa phản ánh đầy đủ mức độ sinh trưởng, do đó không phù 

hợp để đánh giá sinh trưởng thông qua mật độ quang học (OD₈₀₀). 

3.3. Tuyển chọn chủng VKTQH có khả năng sinh chất kích thích sinh trưởng 

IAA 

Sau khi phân lập, 24 chủng VKTQH được nuôi cấy trong môi trường lỏng 

nhằm đánh giá khả năng sinh tổng hợp IAA. Mỗi chủng được cấy trong môi trường 

GA cải tiến, trong đó glutamate-Na được thay thế bằng tryptophan 1 mM để kích 

thích tổng hợp IAA với tỉ lệ thể tích mỗi mẫu và môi trường nuôi cấy là 1 : 9 (v/v). 

Mật độ tế bào ban đầu trong các bình thí nghiệm đạt khoảng 10⁹ CFU/mL. 

Các bình nuôi được đậy kín bằng nút cao su để duy trì điều kiện vi hiếu khí, 

đồng thời bố trí các bình đối chứng chỉ chứa môi trường vô trùng. Tất cả các mẫu 

được ủ dưới điều kiện chiếu sáng liên tục ở nhiệt độ phòng (25 – 30 °C) trong 5 

ngày. 

Hàm lượng IAA trong dịch nổi sau nuôi cấy được định lượng bằng thuốc thử 

Salkowski. Kết quả về khả năng sinh IAA của các chủng VKTQH sau 5 ngày nuôi 

trong điều kiện vi hiếu khí sáng được trình bày ở Bảng 3.3. 
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Bảng 3.3. Khả năng sản sinh IAA và sinh trưởng của 24 chủng VKTQH ở điều 

kiện vi hiếu khí sáng 

STT Chủng OD800 Khả năng sản sinh IAA (μg/ml) 

1 GT₁ 1,88±0,19 78,0±4,92def 

2 GT₂ 2,63±0,60 58,24±5,60b 

3 GT₃ 2,45±0,23 87,15±7,03fg 

4 GT₄ 2,48±0,35 188,96±6,73k 

5 GT₅ 1,65±0,24 73,05±4,05cd 

6 GT₆ 1,99±0,22 54,33±3,10b 

7 GT₇ 1,97±0,30 82,70±5,05egh 

8 GT₈ 2,07±0,30 90,07±6,01g 

9 GT₉ 2,31±0,25 83,80±4,90egh 

10 GT₁₀ 2,53±0,50 205,4±5,85l 

11 GT₁₁ 2,04±0,27 67,98±5,04c 

12 GT₂₁ 1,98±0,19 0,00± 0,00a 

13 GT₃₁ 2,23±0,29 118,87±5,90h 

14 Y₁ 2,81±0,41 59,22±5,88b 

15 Y₂ 1,95±0,27 58,63±3,77b 

16 Y₃ 2,93±0,35 146,15±5,64i 

17 Y₄ 1,85±0,38 79,67±4,85def 

18 Y₅ 2,71±0,36 76,54±5,71cde 

19 Y₆ 2,55±0,29 0,00±0,00a 

20 Y₇ 2,05±0,31 0,00± 0,00a 

21 Y₈ 2,90±0,42 79,48±4,85def 

22 Y₉ 2,23±0,35 68,18±2,97c 

23 Y₁₁ 2,73±0,24 191,63±7,41k 

24 Y12 2,81±0,34 81,81±3,78def 

 

 Chú thích: Trong cùng một cột, các giá trị mang các chữ cái thường khác 

nhau (a, b, c, d, e, f) biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê (phân tích phương sai 

một nhân tố – ANOVA và phân tích hậu nghiệm bằng phép thử Duncan, p < 0,05). 

 Kết quả ở Bảng 3.3 cho thấy cả 24 chủng VKTQH đều sinh trưởng tốt trong 

môi trường GA bổ sung L-tryptophan với giá trị OD₈₀₀ dao động từ 1,65±0,24 đến 

2,93±0,35 chứng tỏ điều kiện nuôi cấy vi hiếu khí sáng phù hợp. Tuy nhiên, khả 

năng sinh IAA khác biệt rõ rệt giữa các chủng. Trong số các chủng khảo sát, có 21 
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chủng có khả năng sản sinh IAA với hàm lượng dao động từ 54,34±3,13 đến 

205,4±5,85 µg/mL, 3 chủng GT21, Y₆ và Y₇ không có khả năng sản sinh IAA.  

 Không có sự tương quan hoàn toàn giữa mật độ sinh trưởng và sinh IAA. 

Điều này cho thấy khả năng sản sinh IAA là đặc điểm sinh lý khác nhau ở từng 

chủng vi khuẩn.  

 Nối bật, hai chủng GT₁₀ và Y₁₁ vừa sinh trưởng tốt vừa sản sinh IAA ở mức 

cao nhất, lần lượt đạt 205,4±5,85 và 191,63±7,41 µg/mL. Sự khác biệt về hàm 

lượng IAA giữa các chủng là có ý nghĩa thống kê (ANOVA một nhân tố, phép thử 

Duncan, p < 0,05). 

Khả năng sản sinh IAA của các chủng trong nghiên cứu này cũng rất đáng 

kể, vượt mức 63,11 – 73,87 ppm mà Hoàng Kim Chi và cộng sự (2019) ghi nhận 

trên các dòng vi khuẩn vùng rễ nghệ [114] So với khả năng sản sinh IAA của nhóm 

VKQTH được phân lập từ một cánh đồng bị ô nhiễm Cd và Zn ở Thái Lan của 

Sakpirom và các cộng sự (2017), hàm lượng sản sinh IAA mà các chủng chúng tôi 

phân lập được cao hơn từ 25 đến 60 lần [45]. So với các loài vi khuẩn 

Enterobacteria, Azotobacteria và Pseudomonas được phân lập từ vùng đất rễ lúa ở 

Colombia bởi nhóm nghiên cứu Torres và cộng sự (2000) có mức IAA cao nhất là 

32,2 µg/mL [115], thì 21/24 chủng VKQTH của chúng tôi có khả năng sản sinh 

IAA cao hơn. 

 Kết hợp với kết quả đánh giá khả năng cố định nitơ phân tử, hai chủng GT₁₀ 

và Y₁₁ được lựa chọn là các chủng VKTQH có khả năng cố định N2 và sản sinh 

IAA cao nhất được lựa chọn để tiếp tục nghiên cứu sâu hơn.  

3.4. Đặc điểm sinh học cơ bản của các chủng VKTQH lựa chọn 

3.4.1. Đặc điểm hình thái 

 Để định danh các chủng VKTQH tiềm năng, bước đầu tiến hành nghiên cứu 

đặc điểm sinh học gồm hình thái khuẩn lạc, tế bào và khả năng tổng hợp 

bacteriochlorophylls (BChls).  

 Khuẩn lạc của chủng GT10 có hình tròn, lồi, bề mặt lồi, rìa trong, màu nâu 

đỏ, với đường kính dao động từ 0,9 − 1,2 mm, dịch nuôi cấy có màu tương tự. Tế 

bào hình trứng, đơn bào, với kích thước chiều dài 0,9 − 1,25 μm và chiều rộng 0,6 − 

0,7 μm. Các tế bào sinh sản bằng cách nhân đôi, không phát hiện thấy hạt lưu huỳnh 

nội bào.  
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Hình 3.2. Hình dạng khuẩn lạc (A), hình dạng tế bào dưới kính hiển vi điện tử 

SEM (B) của chủng GT10  

Khuẩn lạc của chủng Y11 mọc loang rộng, màu nâu đỏ, nhớt, đường kính 1,8 

− 2,2 mm. Dịch nuôi cấy có màu đỏ tía. Tế bào hình que, chiều dài khoảng 

1,4−1,58 μm, chiều rộng khoảng 0,36 − 0,44 μm, tồn tại ở dạng đơn bào hoặc liên 

kết thành chuỗi, sinh sản nhân đôi, không thấy hạt lưu huỳnh nội bào. 

 

Hình 3.3. Hình dạng khuẩn lạc (A), hình dạng tế bào dưới kính hiển vi điện tử 

SEM (B) của chủng Y11 

Hình thái tế bào, kích thước, kiểu phân chia tế bào và sự hiện diện của hạt 

lưu huỳnh được quan sát bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM; Model S-4800, 

Hitachi, Nhật Bản). 

Cả 2 chủng GT10 và Y11 đều được xác định là vi khuẩn Gram âm. 

Dựa trên hình thái khuẩn lạc, màu sắc dịch huyền phù tế bào và cấu trúc tế 

bào, chủng GT10 giống chi Rhodobacter, chủng Y11 giống chi Rhodopseudomonas. 

A B 

A B A B 
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3.4.2. Thành phần sắc tố quang hợp 

Một đặc điểm tiêu biểu của VKTQH là khả năng tổng hợp BChl khi có ánh 

sáng. Do đó, hai chủng GT10 và Y11 được nuôi trong môi trường DSMZ-27 lỏng 

điều kiện vi hiếu khí chiếu sáng nhằm đánh giá đặc điểm sắc tố quang hợp. Sau 4 

ngày nuôi cấy, tương ứng với giai đoạn giữa của pha sinh trưởng lũy thừa, hàm 

lượng BChl trong dịch huyền phù tế bào được đo quang phổ hấp thụ trong khoảng 

bước sóng từ 400 đến 900 nm bằng máy quang phổ Navaspec II (Anh) và UV-

1650PC (Shimadzu, Nhật Bản).  

Kết quả cho thấy phổ hấp thụ của chủng GT10 xuất hiện các đỉnh đặc trưng 

tại 807 nm và 872 nm, trong khi chủng Y11 có các đỉnh hấp thụ cực đại tại 804 nm 

và 862 nm. Sự xuất hiện các đỉnh hấp thụ trong vùng 800-900 nm là đặc trưng của 

bacteriochlorophyll a hiện diện trong màng tế bào chất của VKQTH. 

 

Hình 3.4. Phổ hấp thụ của các chủng GT10 và Y11 

3.4.3. Khả năng sử dụng nguồn cacbon và chất cho điện tử 

VKTQH có thể sử dụng được nhiều nguồn cacbon và chất cho điện tử khác 

nhau, một số nguồn cacbon đặc trưng có giá trị phân loại vi khuẩn. Chủng GT10 và 

Y11 được khảo sát khả năng sử dụng các nguồn cacbon và chất cho điện tử thay thế 

ở cùng nồng độ 1g/L. 

Sự gia tăng mật độ tế bào được đánh giá dựa trên độ hấp thụ quang tại bước 

sóng 800 nm sau 7 ngày nuôi cấy ở điều kiện vi hiếu khí sáng và hiếu khí tối. Mỗi 

mẫu thí nghiệm lặp lại 3 lần với từng loại nguồn cacbon khảo sát. 

GT10 Y11 
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Khả năng sử dụng các nguồn cacbon và chất cho điện tử của hai chủng GT10 

và Y11 được phân tích dựa trên các đặc điểm sinh lý đã được công bố đối với 

Rhodobacter capsulatus và Rhodopseudomonas palustris trong các nghiên cứu 

trước đây của Girija và cộng sự (2010); Imhoff và Trüper (1989) [46], [116].  Kết 

quả phân tích được tổng hợp trong Bảng 3.4.  

Bảng 3.4. So sánh khả năng sử dụng nguồn cacbon và chất cho điện tử của các 

chủng GT10 và Y11 với Rhodobacter capsulatus và Rhodopseudomonas 

palustris (Girija và cộng sự, 2010; Imhoff và Trüper, 1989) 

Nguồn cơ chất GT10 Rba. capsulatus Y11 Rps. palustris 

Acetate ++++ + ++++ + 

Succinate ++++ + ++++ + 

Formate + + + + 

Tartate − − − − 

Citrate ++ ± ++ ± 

Glycerol − − +++ + 

Glucose +++ + ++++ + 

Methanol − − − ± 

Ethanol − − − ± 

Manitol +++ ± ++ ± 

Sorbitol ++ ± +++ + 

Propionate + + + + 

Sulfide +++ + +++ + 

Glutamate ++++ + ++++ + 

Isopropanol + + − + 

 

Chú thích: (++++): ΔOD > 1,5; (+++): ΔOD từ 1,0–1,5; (++): ΔOD từ 

0,5–1,0; (+): ΔOD từ 0,1–0,5; (−): ΔOD < 0,1 (không ghi nhận sinh trưởng). 

Bảng 3.4 cho thấy chủng GT10 có khả năng sử dụng các nguồn cacbon và 

chất cho điện tử: acetate, succinate, formate, citrate, glucose, mannitol, sorbitol, 

propionat, glutamate, sulfide, glutamate, isopropanol. Chúng không có khả năng sử 

dụng nguồn cacbon: tartate, methanol, ethanol. Thông tin dữ liệu sử dụng các nguồn 

cacbon này rất giống với chi Rhodobacter, đặc biệt là Rhodobacter capsulatus, và 

khác với các thành viên khác trong chi như Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter 
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veldkampii và Rhodobacter adriaticus, những loài có khả năng chuyển hóa cả 

formate và isopropanol [46]. 

Chủng Y11 có khả năng sử dụng các nguồn cacbon và chất cho điện tử là: 

acetate, succinate, formate, citrate, glycerol, glucose, mannitol, sorbitol, propionate, 

glutamate, sulfide. Chúng không có khả năng sử dụng nguồn cacbon: Tartate, 

Methanol, Ethanol. Thông tin này phù hợp với chi Rhodopseudomonas, gần giống 

nhất với Rhodopseudomonas palustris.  

Dựa trên các đặc điểm sinh lý này, có khả năng chủng GT10 giống loài 

Rhodobacter capsulatus, trong khi chủng Y11 giống loài Rhodopseudomonas 

palustris. Tiếp theo, tiến hành giải trình tự gen 16S rDNA nhằm định danh và xây 

dựng cây phân loại chính xác đối với hai chủng VKTQH tiềm năng đã được tuyển 

chọn. 

3.4.4. Phân tích trình tự gen 16S rDNA 

DNA của GT10 và Y11 được tách chiết khuếch đại gen 16S rDNA bằng cặp 

mồi 27F/1492R. Kết quả điện di cho thấy có duy nhất 1 băng khoảng 1500 bp, phù 

hợp với kích thước gen 16S rDNA ở vi khuẩn. Sản phẩm PCR được tinh sạch rổi 

giải trình tự Sanger hai chiều. 

 Phân tích so sánh với GenBank cho kết quả chủng GT10 có mức độ tương 

đồng về trình tự cao nhất với Rhodobacter capsulatus, tương đồng trên 99%. Cụ 

thể, GT10 thể hiện mức độ đồng nhất trình tự 99,12% với Rba. capsulatus ATCC 

11166 (số truy cập GenBank: D16428.1). Tương tự, chủng Y11 cho thấy mức độ 

tương đồng trình tự cao với Rhodopseudomonas palustris, tương đồng trên 99% so 

với các trình tự tham chiếu, như R. palustris chủng D12700 (số truy cập GenBank: 

D12700). Kết quả định danh cho thấy sự phù hợp với các đặc điểm hình thái và sinh 

lý trước đó, qua đó củng cố việc phân loại chủng GT10 thuộc loài Rhodobacter 

capsulatus và chủng Y11 thuộc loài Rhodopseudomonas palustris. Phân tích phát 

sinh chủng loại được thực hiện bằng phương pháp neighbor-joining với 1000 lần lặp 

bootstrap nhằm đánh giá độ tin cậy của cấu trúc cây phát sinh. 
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Hình 3.5. Cây phát sinh chủng loại của hai chủng VKTQH GT10, Y11 dựa trên 

trình tự nucleotide gen 16S rDNA 

3.5. Đánh giá ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy đến khả năng cố định nitơ 

phân tử và khả năng sinh trưởng, sản sinh chất kích thích IAA của VKTQH 

3.5.1. Ảnh hưởng của pH đến khả năng cố định nitơ phân tử của VKTQH  

Nhằm đánh giá ảnh hưởng pH đến khả năng cố định nitơ của các chủng 

VKTQH, chúng được đánh giá khả năng cố định N2 ở các pH khác nhau. Kết quả 

hàm lượng NH4
+ (mg/L) tạo ra trong môi trường ở các pH khác nhau thể hiện trên 

Hình 3.6 và 3.7. 
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Hình 3.6. Thí nghiệm đánh giá khả năng sản sinh NH4
+ bằng thuốc thử Nessler 

của 2 chủng Y11 và GT10 ở các pH khác nhau trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

 

 

Hình 3.7.  Hàm lượng NH4
+ sinh ra trong dịch nuôi (mg/L) ở các pH khác nhau 

của chủng Y11 và GT10 trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

Hình 3.7 cho kết quả cả chủng Y11 và GT10 đều có thể cố định nitơ trong 

khoảng pH tương đối rộng từ pH 4 đến pH 9, tuy nhiên mức độ cố định nitơ thay 

đổi tùy theo pH của môi trường nuôi cấy. 

Đối với chủng Y11, hàm lượng NH₄⁺ sinh ra đạt giá trị cao ở pH 4 − 5, lần 

lượt đạt khoảng 5,01±0,50 mg/L và 5,15±0,63 mg/L. Khi pH tăng lên 6 − 7, lượng 
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NH₄⁺ giảm xuống còn khoảng 3,95±0,58 và 3,90±0,47. Ở pH 8, khả năng cố định 

nitơ của chủng tăng lên đạt 4,58±0,55 mg/L, tuy nhiên khi pH tiếp tục tăng lên 9, 

lượng NH₄⁺ sinh ra giảm xuống còn 4,17±0,60 mg/L. 

Đối với chủng GT10, hàm lượng NH₄⁺ sinh ra cũng đạt giá trị cao nhất ở pH 5 

với khoảng 5,35±0,60 mg/L và pH 4 khoảng 5,17±0,55 mg/L. Khi pH tăng từ 6 đến 

7, lượng NH₄⁺ sinh ra giảm xuống còn khoảng 4,15 − 4,17 mg/L. Ở điều kiện kiềm 

hơn pH 8 − 9, khả năng cố định nitơ của chủng tiếp tục giảm, đặc biệt tại pH 9 chỉ 

còn 2,55±0,45 mg/L. 

Nhìn chung, hàm lượng NH₄⁺ có xu hướng đạt giá trị cao ở pH axit nhẹ (pH 

4 – 5). Chủng Y11 có xu hướng duy trì khả năng cố định nitơ ổn định hơn trong 

khoảng pH rộng. 

Việc các chủng VKQTH vẫn duy trì khả năng cố định nitơ tốt trong điều 

kiện môi trường axit cho thấy chúng thích nghi tốt với điều kiện đất chua, qua đó 

thể hiện tiềm năng ứng dụng trong sản xuất phân bón vi sinh cho vùng đất nhiễm 

phèn. 

Kết quả phân tích ANOVA cho thấy pH có ảnh hưởng đến khả năng cố định 

nitơ của các chủng VKQTH (p < 0,05). 

3.5.2. Ảnh hưởng của pH đến khả năng sinh trưởng và sản sinh chất kích thích 

IAA của VKTQH 

Chủng GT10 và Y11 được đánh giá khả năng sinh trưởng và sản sinh IAA 

trong điều kiện nuôi cấy vi hiếu khí sáng (3000 lux) với pH khác nhau theo phương 

pháp của Ahmad và cộng sự (2005) với độ pH từ 4 đến 9. Kết quả về khả năng sinh 

trưởng và hàm lượng IAA sản sinh ra trong môi trường ở các pH khác nhau trên 

hình 3.8, 3.9 và 3.10. 

. 
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Hình 3.8. Khả năng sinh trưởng của chủng Y11 và GT10 ở các pH khác nhau 

trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

Kết quả thể hiện trên đồ thị cho thấy cả hai chủng VKTQH Y11 và GT10 đều 

sinh trưởng trong khoảng pH từ 4 − 9 trong điều kiện vi hiếu khí sáng. Tuy nhiên, 

mức độ sinh trưởng của các chủng thay đổi rõ rệt tùy theo độ pH. 

Đối với chủng Y11, sinh trưởng thấp trong môi trường axit với giá trị ∆OD₈₀₀ 

đạt khoảng 0,57±0,18 ở pH 4 và 0,93±0,22 ở pH 5. Khi pH tăng lên 6 và 7, sinh 

trưởng của chủng tăng rõ rệt, đạt lần lượt 1,32±0,19 và 1,95±0,30. Giá trị sinh 

trưởng cao nhất được ghi nhận ở pH 8 (2,02±0,41), sau đó giảm xuống 0,95±0,23 

khi pH tăng lên 9. Kết quả này cho thấy chủng Y11 thích nghi tốt trong điều kiện pH 

trung tính đến hơi kiềm, với pH tối ưu khoảng 7−8. 

Đối với chủng GT10, sinh trưởng cũng thấp ở pH 4 với ∆OD₈₀₀ khoảng 

0,51±0,17. Khi pH môi trường tăng lên, sinh trưởng của chủng tăng nhanh, đạt 

1,72±0,20 ở pH 5 và 2,33±0,32 ở pH 6. Giá trị cao nhất được ghi nhận ở pH 7 

(2,40±0,21), sau đó giảm nhẹ ở pH 8 và 9 nhưng vẫn ở mức khá cao. Cho thấy 

chủng GT10 sinh trưởng tốt trong khoảng pH gần trung tính, với pH tối ưu khoảng 6 

− 7. 

Nhìn chung, cả hai chủng đều sinh trưởng trong khoảng pH tương đối rộng 

nhưng giảm rõ rệt ở điều kiện pH thấp. Theo Hunter và cộng sự (2009), VKTQH 

sinh trưởng được trong khoảng pH rộng nhưng tối ưu thường nằm trong khoảng pH 

6 − 7. Kết quả này tương đồng với đặc điểm sinh đã được công bố trong các nghiên 

cứu trước của nhóm VKTQH. 
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Hình 3.9. Thí nghiệm đánh giá khả năng sản sinh IAA bằng thuốc thử 

Salkowski của 2 chủng Y11 và GT10 ở các pH khác nhau trong điều kiện vi hiếu 

khí sáng 

 

Hình 3.10. Hàm lượng IAA sản sinh ra trong dịch nuôi (g/mL) ở các pH khác 

nhau của chủng Y11 và GT10 trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

 Đối với chủng Y11, khả năng sản sinh IAA thấp trong điều kiện môi trường 

axit. Ở pH 4, hàm lượng IAA tạo thành chỉ đạt khoảng 24,17±1,09 µg/mL. Khi pH 

tăng lên, hàm lượng IAA của chủng tăng rõ rệt, đạt khoảng 109,06±2,45 µg/mL ở 
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pH 5 và 120,23±3,81 µg/mL ở pH 6. Ở pH 7 và pH 8, lượng IAA tăng và giá trị cao 

nhất tại pH 8 với khoảng 159,45±4,16 µg/mL. Tuy nhiên, khi pH tăng lên 9, khả 

năng sản sinh IAA giảm xuống còn khoảng 105,10±5,24 µg/mL. Kết quả này cho 

thấy chủng Y11 sản sinh IAA tốt trong điều kiện pH trung tính đến hơi kiềm, với pH 

tối ưu khoảng 7 − 8. 

 Tương tự, chủng GT10 cũng có khả năng sản sinh IAA thấp trong môi trường 

axit với hàm lượng khoảng 68,20±3,60 µg/mL ở pH 4. Khi pH môi trường tăng lên, 

lượng IAA được tổng hợp tăng đáng kể, đạt khoảng 139,11±4,81 µg/mL ở pH 5 và 

219,62±3,92 µg/mL ở pH 6. Ở pH 7 và pH 8, hàm lượng IAA giảm hơn tại pH 6 

nhưng vẫn khá cao, lần lượt khoảng 208,03±2,93 µg/mL và 194,51±3,52 µg/mL. 

Khi pH tăng lên 9, khả năng sản sinh IAA tiếp tục giảm xuống còn khoảng 

189,62±3,64 µg/mL. Điều này thấy GT10 có thể sinh IAA tốt trong điều kiện môi 

trường có pH gần trung tính, với pH tối ưu khoảng 6 − 7. 

 Nhìn chung, cả hai chủng VKTQH được lựa chọn đều có thể sinh IAA trong 

điều kiện pH từ 4 đến 9, tuy nhiên mức độ sản sinh IAA có sự khác biệt rõ rệt giữa 

các chủng. Trong đó, chủng GT10 cho hàm lượng IAA cao hơn so với chủng Y11 ở 

hầu hết các điều kiện pH khảo sát.  

 Dựa vào kết quả cho thấy pH vừa ảnh hưởng đến sinh trưởng và cả sự sản 

sinh IAA VKTQH được lựa chọn. Khi pH thích hợp cho sinh trưởng, khả năng sản 

sinh IAA của chúng cũng tăng lên theo. Tuy nhiên, pH không hoàn toàn đồng nhất 

giữa sinh trưởng và sinh IAA do khả năng vượt trội tùy chủng. Kết quả này chứng 

tỏ các chủng VKTQH nghiên cứu có khả năng thích nghi với cả môi trường axit lẫn 

môi trường kiềm và vẫn duy trì khả năng sản sinh IAA - hợp chất có vai trò quan 

trọng trong kích thích sinh trưởng thực vật. 

Kết quả phân tích ANOVA thấy pH vừa ảnh hưởng đến sinh trưởng và cả 

khả năng sản sinh IAA của các chủng VKQTH (p < 0,05). 

3.5.3. Ảnh hưởng của nồng độ muối đến khả năng cố định nitơ phân tử của 

VKTQH   

Khảo sát nồng độ NaCl trong khoảng 0 – 3%. Đất mặn và rất mặn trong nông 

nghiệp thường có hàm lượng muối dao động khoảng 0,5 – 1,5%; do đó, khoảng 

khảo sát 0 – 3% không chỉ bao phủ điều kiện tự nhiên mà còn mở rộng đến mức gây 

stress nhằm đánh giá sự thích nghi cao của hai chủng VKTQH này. 

Nuôi GT10 và Y11 trong môi trường DSMZ-27 lỏng, không chứa nguồn nitơ có 

bổ sung muối ở các nồng độ: 0 − 3%. Khí N2 được sục vào môi trường khoảng 17 − 

20 ml/L, điều kiện nuôi vi hiếu khí sáng, nhiệt độ phòng. Sau 48 giờ, ly tâm dịch 
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nuôi và đánh giá khả năng sản sinh ra NH4
+ bằng thuốc thử Nessler. Kết quả ở 

Hình 3.11 và 3.12. 

 

Hình 3.11. Thí nghiệm đánh giá khả năng sản sinh NH4
+ bằng thuốc thử 

Nessler của 2 chủng Y11 và GT10 ở các nồng độ muối khác nhau trong điều kiện 

vi hiếu khí sáng 

 

Hình 3.12.  Hàm lượng NH4
+ sinh ra trong dịch nuôi (mg/L) ở các nồng độ 

muối khác nhau của chủng Y11 và GT10 trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

Hình 3.12 thấy cả Y11 và GT10 đều có thể cố định nitơ trong khoảng nồng độ 

muối NaCl tương đối rộng từ 0 − 3%. 
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Đối với chủng Y11, hàm lượng NH₄⁺ sinh ra đạt khoảng 4,13±0,50 mg/L ở 

điều kiện không bổ sung muối. Khi nồng độ NaCl tăng lên 0,5 − 1%, lượng NH₄⁺ 

sinh ra tăng lên và đạt khoảng 4,90±0,61 mg/L và 4,89±0,73 mg/L. Khả năng cố 

định nitơ của chủng đạt giá trị cao nhất ở 1,5% NaCl với khoảng 5,50±0,75 mg/L. 

Tuy nhiên, khi nồng độ muối tiếp tục tăng lên 2 − 3%, lượng NH₄⁺ sinh ra có xu 

hướng giảm dần xuống còn khoảng 5,05±0,48 mg/L, 4,48±0,56 mg/L và 4,15±0,61 

mg/L. 

Đối với chủng GT10, hàm lượng NH₄⁺ sinh ra ở điều kiện không bổ sung 

muối đạt khoảng 4,08±0,65 mg/L. Khi nồng độ NaCl tăng lên 0,5 − 1%, lượng 

NH₄⁺ sinh ra đạt khoảng 4,15±0,80 mg/L và 4,22±0,82 mg/L. Khi nồng độ muối 

tiếp tục tăng lên 1,5% và 2%, lượng NH₄⁺ sinh ra tăng nhẹ đạt khoảng 4,37±0,76 

mg/L và 4,45±0,77 mg/L. Tại nồng muối 2,5% và 3%, khả năng cố định nitơ của 

chủng vẫn được duy trì với hàm lượng NH₄⁺ lần lượt khoảng 4,55±0,88 mg/L và 

4,63±0,67 mg/L. 

Nhìn chung, cả hai chủng Y11 và GT10 đều có thể chịu mặn tương đối tốt và 

vẫn duy trì hoạt động cố định nitơ trong khoảng nồng độ muối rộng. Trong đó, 

chủng Y11 có xu hướng đạt hiệu quả cố định nitơ cao hơn ở nồng độ muối trung 

bình (nồng độ NaCl từ 1 – 2%), trong khi chủng GT10 thể hiện khả năng duy trì hoạt 

động tương đối ổn định ngay cả ở nồng độ muối cao hơn. Đặc điểm này cho thấy 

các chủng VKTQH này thích nghi tốt với môi trường nhiễm mặn, mở ra tiềm năng 

trong phục vụ canh tác ở các vùng đất nhiễm mặn hoặc ven biển. 

Kết quả phân tích ANOVA cho thấy nồng độ muối có ảnh hưởng đến hoạt 

động cố định nitơ của các chủng VKQTH (p < 0,05). 

3.5.4. Ảnh hưởng của nồng độ muối đến khả năng sinh trưởng và sản sinh chất 

kích thích IAA của VKTQH 

Chủng GT10 và Y11 được đánh giá sự sinh trưởng và sản sinh IAA trong điều 

kiện nuôi cấy vi hiếu khí sáng (3000 lux) với các nồng độ muối tương tự.  
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Hình 3.13. Thí nghiệm đánh giá khả năng sản sinh IAA bằng thuốc thử 

Salkowski của 2 chủng Y11 và GT10 ở các nồng độ muối khác nhau trong điều 

kiện vi hiếu khí sáng 

 

Hình 3.14. Khả năng sinh trưởng của chủng Y11 và GT10 ở các nồng độ muối 

khác nhau trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

 Hình 3.14 cho thấy cả hai chủng Y11 và GT10 đều có sinh trưởng được trong 

khoảng nồng độ NaCl từ 0 – 3% tại điều kiện vi hiếu khí sáng. Tuy nhiên, mức độ 

sinh trưởng của các chủng có xu hướng giảm khi độ mặn tăng. 

 Đối với chủng Y11, sinh trưởng cao nhất ở điều kiện không bổ sung NaCl với 

giá trị ∆OD₈₀₀ đạt khoảng 2,57±0,28. Khi nồng độ muối tăng lên 0,5% và 1%, sinh 
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trưởng của chủng giảm nhẹ, đạt lần lượt 2,53±0,48 và 2,42±0,36. Ở các nồng độ 

muối cao hơn từ 1,5% đến 3%, sinh trưởng tiếp tục giảm và chỉ còn khoảng 1,15 − 

2,22. Kết quả này cho thấy chủng Y11 sinh trưởng tốt trong môi trường điều kiện 

không nhiễm mặn hoặc chỉ nhiễm mặn nhẹ, giảm đáng kể khi nồng độ muối tăng 

cao. 

 Đối với chủng GT10, sinh trưởng của vi khuẩn tương đối ổn định trong các 

điều kiện nuôi cấy có nồng độ muối khác nhau. Ở điều kiện không bổ sung NaCl, 

giá trị ∆OD₈₀₀ đạt khoảng 2,50±0,34. Khi nồng độ muối tăng lên 0,5 − 1,5%, sinh 

trưởng của chủng tăng nhẹ và đạt giá trị cao nhất ở 1,5% NaCl (2,72±0,60). Khi 

nồng độ muối tiếp tục tăng lên 2 − 3%, sinh trưởng tuy có giảm nhưng vẫn ở mức 

tương đối cao (2,12 − 2,45). Kết quả này cho thấy chủng GT10 có khả năng thích 

nghi tốt hơn với điều kiện môi trường nhiễm mặn. 

 Nhìn chung, cả hai chủng VKTQH đều có thể sinh trưởng trong môi trường 

mặn. Tuy nhiên, sinh trưởng của chủng Y11 giảm rõ rệt khi nồng độ muối tăng cao, 

trong khi chủng GT10 vẫn duy trì sinh trưởng tương đối tốt. Điều này cho thấy GT10 

thích nghi tốt hơn với môi trường nhiễm mặn, đây là đặc điểm có ý lớn trong sản 

xuất nông nghiệp tại các vùng đất bị xâm nhập mặn. 

 

Hình 3.15. Hàm lượng IAA sản sinh ra trong dịch nuôi (g/mL) của chủng Y11 

và GT10 ở các nồng độ muối khác nhau trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

Đối với khả năng sản sinh IAA, kết quả cho thấy cả hai chủng Y11 và GT10 

đều có thể tổng hợp IAA trong khoảng nồng độ NaCl từ 0 – 3%, tuy nhiên hàm 

lượng IAA tạo thành thay đổi rõ rệt theo nồng độ muối của môi trường nuôi cấy. 
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Đối với chủng Y11, hàm lượng IAA cao nhất được ghi nhận ở nồng độ NaCl 

0,5% với khoảng 267,66±5,46 µg/mL. Ở điều kiện không bổ sung muối, lượng IAA 

đạt khoảng 195,97±5,09 µg/mL. Khi nồng độ muối tăng lên 1%, hàm lượng IAA 

giảm xuống còn khoảng 156,23±4,80 µg/mL và tiếp tục giảm ở các nồng độ muối 

cao hơn từ 1,5 − 3%, chỉ còn trong khoảng 147,27 − 178,21 µg/mL. Kết quả này 

cho thấy chủng Y11 sản sinh IAA tốt trong điều kiện mặn nhẹ nhưng khả năng tổng 

hợp IAA giảm đáng kể khi nồng độ muối tăng cao. 

Đối với chủng GT10, hàm lượng IAA tăng dần khi nồng độ muối tăng từ 0 − 

1,5%. Ở điều kiện không bổ sung muối, lượng IAA đạt khoảng 207,80±5,61 

µg/mL; khi nồng độ muối tăng lên 0,5% và 1%, hàm lượng IAA đạt lần lượt 

253,10±6,82 µg/mL và 260,23±5,91 µg/mL. Giá trị cao nhất được ghi nhận ở 1,5% 

NaCl với khoảng 280,71±7,73 µg/mL. Khi nồng độ muối tiếp tục tăng lên 2 − 3%, 

khả năng sản sinh IAA giảm nhẹ nhưng vẫn duy trì ở mức cao (khoảng 270,66 − 

275,00 µg/mL). Điều này cho thấy chủng GT10 có khả năng sản sinh IAA tốt trong 

điều kiện mặn nhẹ đến trung bình. 

Nhìn chung, cả hai chủng VKTQH được lựa chọn đều sản sinh IAA điều 

kiện nhiễm mặn. Tuy nhiên, chủng GT10 cho hàm lượng IAA cao hơn so với chủng 

Y11 ở hầu hết các điều kiện khảo sát, cho thấy khả năng chịu mặn tốt hơn. 

Tóm lại, nồng độ muối của môi trường nuôi cấy ảnh hưởng đến sự sinh 

trưởng và cả khả năng sinh IAA của các chủng VKTQH. Khi nồng độ muối nằm 

trong khoảng không phù hợp cho sinh trưởng thì khả năng tổng hợp IAA của các 

chủng cũng ở mức cao. Ngược lại, khi nồng độ muối tăng cao, sinh trưởng và khả 

năng sản sinh IAA cũng giảm. 

Đặc biệt, chủng GT10 cho thấy khả năng sinh trưởng và sản sinh IAA tương 

đối tốt trong điều kiện môi trường mặn. Đặc điểm này là ưu điểm lớn tại các vùng 

bị nhiễm mặn. 

 Kết quả phân tích ANOVA cho thấy nồng độ muối có ảnh hưởng đến khả 

năng sinh trưởng, sản sinh IAA của các chủng VKQTH (p < 0,05). 

3.5.5. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến khả năng cố định nitơ phân tử và sinh 

trưởng của VKTQH 

Nuôi cấy GT10 và Y11 trên môi trường DSMZ-27 lỏng không chứa nguồn 

nitơ điều kiện vi hiếu khí sáng với khí N2 được sục vào môi trường khoảng 17 − 20 

ml/L, ở các nhiệt độ: 15 − 17 oC, 25 − 30 oC, 40 − 45 oC. Sau 48 giờ, ly tâm dịch 

nuôi và đánh giá khả năng sản sinh ra NH4
+ bằng thuốc thử Nessler.  
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Hình 3.16. Hàm lượng NH4
+ sinh ra trong dịch nuôi (mg/L) ở các nhiệt độ khác 

nhau của chủng Y11 và GT10 trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

Kết quả Hình 3.16. cho thấy cả Y11 và GT10 đều có thể cố định nitơ trong 

các khoảng nhiệt độ khảo sát. Tuy nhiên, mức độ cố định nitơ của các chủng có sự 

thay đổi rõ rệt theo nhiệt độ nuôi cấy. 

Đối với chủng Y11, ở khoảng nhiệt độ 15 − 17 °C, hàm lượng NH₄⁺ được 

tạo ra  đạt khoảng 4,30±0,64 mg/L. Khi nhiệt độ tăng lên 25 − 30 °C, lượng NH₄⁺ 

được tạo ra tăng lên và đạt giá trị cao nhất khoảng 5,04±0,44 mg/L. Tuy nhiên, khi 

nhiệt cao mức 40 − 45 °C, khả năng cố định nitơ của chủng giảm xuống còn khoảng 

3,75±0,41 mg/L. Kết quả này cho thấy chủng Y11 có khả năng cố định nitơ tốt nhất 

ở khoảng nhiệt độ trung bình từ 25 − 30 °C, trong khi ở điều kiện nhiệt độ thấp hoặc 

cao hơn, hoạt động cố định nitơ của vi khuẩn có xu hướng giảm. 

Tương tự, đối với chủng GT10, hàm lượng NH₄⁺ được tạo ra ở khoảng nhiệt 

độ 15 − 17 °C đạt khoảng 3,84±0,38 mg/L. Khi nhiệt độ tăng lên 25 − 30 °C, lượng 

NH₄⁺ được tạo ra tăng lên đáng kể và đạt giá trị cao nhất khoảng 4,90±0,58 mg/L. 

Tuy nhiên, ở khoảng nhiệt độ 40 − 45 °C, khả năng cố định nitơ của chủng giảm 

xuống còn khoảng 3,17±0,42 mg/L. Xu hướng này cho thấy nhiệt độ trung bình 

cũng là điều kiện thích hợp nhất cho hoạt động cố định nitơ của chủng GT10. 

Kết quả cho thấy hai chủng VKTQH này có thể duy trì hoạt động cố định 

nitơ trong điều kiện nhiệt độ biến động, qua đó bước đầu cho thấy tiềm năng ứng 

dụng của chúng phục vụ canh tác lúa đất nước có khí hậu nhiệt đới như Việt Nam. 
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Kết quả phân tích ANOVA cho thấy nhiệt độ có ảnh hưởng đến khả năng 

cố định nitơ của các chủng VKQTH (p < 0,05). 

Đồng thời, khả năng sinh trưởng của các chủng cũng được theo dõi sau 7 

ngày nuôi cấy ở các điều kiện nhiệt độ tương ứng. Việc đánh giá sinh trưởng của 

các chủng ở các khoảng nhiệt độ khác nhau góp phần đánh giá khả năng thích nghi 

sinh thái của VKTQH. Trong điều kiện canh tác lúa tại miền Bắc Việt Nam, nhiệt 

độ môi trường biến động lớn giữa các mùa, có thể giảm xuống khoảng 15 °C hay 

tăng cao lên trên 40 °C tùy mùa. Do đó, các chủng được ứng dụng cần có khả năng 

sinh trưởng và duy trì hoạt tính sinh học trong dải nhiệt độ rộng. Bên cạnh đó, việc 

đánh giá sinh trưởng kết hợp với khả năng cố định nitơ giúp lựa chọn được các 

chủng không chỉ có hoạt tính cố định N₂ cao mà còn có khả năng phát triển sinh 

khối tốt, đảm bảo hiệu quả và tính ổn định khi ứng dụng trong điều kiện thực tế. 

 

 

Hình 3.17. Khả năng sinh trưởng của chủng Y11 và GT10 ở các nhiệt độ khác 

nhau trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

Hình 3.17 thấy Y11 và GT10 đều có có thể sinh trưởng trong trong điều kiện 

nuôi cấy với các khoảng nhiệt độ tương đối rộng từ 15 − 17 °C đến 40 − 45 °C. 

Đối với chủng Y11, sinh trưởng của chúng ở khoảng nhiệt độ thấp 15 − 17 °C 

đạt giá trị ∆OD₈₀₀ khoảng 1,37±0,40. Khi ở khoảng nhiệt độ lý tưởng 25 − 30 °C, sinh 

trưởng của chủng tăng đạt 2,30±0,56. Ở khoảng nhiệt độ khắc nghiệt cao từ 40 − 45 

°C, sinh trưởng của chủng giảm nhẹ với giá trị ∆OD₈₀₀ khoảng 1,99±0,27. Cho thấy 
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chủng Y11 sinh trưởng tốt nhất tại khoảng 25 − 30 °C, tuy nhiên vẫn có thể thích nghi 

tại cả điều kiện nóng hay lạnh. 

Xu hướng sinh trưởng chủng GT10 cũng tương tự như Y11. Ở khoảng nhiệt độ 

15 − 17 °C, giá trị ∆OD₈₀₀ đạt khoảng 1,25±0,55. Khi nhiệt độ tăng lên 25 − 30 °C, 

sinh trưởng của chủng tăng rõ rệt và đạt giá trị cao nhất khoảng 1,97±0,46. Khi nhiệt 

độ tiếp tục tăng lên cao 40 − 45 °C, sinh trưởng của chủng giảm xuống còn khoảng 

1,71±0,44. Vậy GT10 cũng sinh trưởng tốt nhất trong khoảng nhiệt độ trung bình . 

Như vậy, ngoài khả năng cố định nitơ phân tử, cả 2 chủng lựa chọn đều có 

khả năng sinh trưởng khá tốt ở hai ngưỡng nhiệt độ 15 − 17 oC và 40 − 45 oC và 

sinh trưởng tốt nhất ở 25 − 30 oC. Do vậy, 2 chủng VKTQH lựa chọn này có thể sử 

dụng làm phân bón vi sinh mang đặc điểm sinh trưởng và hoạt tính phù hợp với khí 

hậu của nước ta.  

Kết quả phân tích ANOVA cho thấy nhiệt độ có ảnh hưởng đến khả năng 

sinh trưởng của các chủng VKQTH (p < 0,05). 

3.5.6. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến khả năng sinh trưởng, sản sinh chất kích 

thích IAA của VKTQH.  

Chủng GT10 và Y11 được đánh giá sự sinh trưởng và sản sinh IAA trong điều 

tương tự. 

 

 

Hình 3.18. Khả năng sinh trưởng của chủng Y11 và GT10 ở các nhiệt độ khác 

nhau trong điều kiện vi hiếu khí sáng 
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Kết quả thể hiện ở Hình 3.18 cho thấy cả hai chủng VKTQH Y11 và GT10 

đều sinh trưởng trong khoảng nhiệt độ từ 15 − 45 °C trong điều kiện vi hiếu khí 

sáng. Chúng đều sinh trưởng tốt nhất ở khoảng nhiệt độ 25 − 30 °C, khả năng sinh 

trưởng kém hơn ở nhiệt độ thấp hơn hoặc cao hơn. 

Với chủng Y11, ở khoảng nhiệt độ 15 − 17 °C, giá trị ∆OD₈₀₀ khoảng 

1,43±0,24. Khi nhiệt độ tăng lên 25 − 30 °C, giá trị ∆OD₈₀₀  đạt cao nhất khoảng 

2,87±0,24. Khi nhiệt độ tăng lên 40 − 45 °C, sinh trưởng của chủng giảm xuống còn 

khoảng 1,75±0,21.  

Đối với chủng GT10, xu hướng sinh trưởng của vi khuẩn cũng tương tự. Ở 

nhiệt độ 15 – 17 °C, giá trị ∆OD₈₀₀ đạt khoảng 1,64±0,38. Khi nhiệt độ 25 − 30 °C, 

sinh trưởng của chủng tốt nhất với giá trị ∆OD₈₀₀ khoảng 2,50±0,28. Khi nhiệt độ 

tăng lên 40 − 45 °C, sinh trưởng của chủng giảm xuống còn khoảng 1,67±0,22.  

Nhìn chung, cả hai chủng VKTQH được lựa chọn đều có khả năng sinh 

trưởng trong khoảng nhiệt độ khá rộng, tuy nhiên nhiệt độ tối ưu của chúng nằm 

trong khoảng 25 − 30 °C. Khi nhiệt độ thấp hoặc quá cao, tốc độ sinh trưởng của vi 

khuẩn giảm. 

 

 

Hình 3.19. Hàm lượng IAA sản sinh ra trong dịch nuôi (g/mL) ở các nhiệt độ 

khác nhau của chủng Y11 và GT10 trong điều kiện vi hiếu khí sáng 
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Đối với khả năng sản sinh IAA, kết quả ở Hình 3.19 cho thấy cả Y11 và GT10 

đều có thể sinh IAA trong khoảng nhiệt độ thí nghiệm. 

Đối với chủng Y11, khả năng sản sinh IAA ở 15 − 17 °C đạt 108,30±2,64 

µg/mL, tại 40 − 45 °C đạt và 88,75±3,41. Ở 25 − 30 °C, khả năng sản sinh IAA của 

đạt giá trị cao nhất khoảng 190,64±6,54 µg/mL. Kết quả này cho thấy chủng Y11 có 

khả năng sinh IAA cao nhất ở khoảng nhiệt độ tối ưu cho sinh trưởng của vi khuẩn. 

Đối với chủng GT10, xu hướng biến đổi hàm lượng IAA theo nhiệt độ cũng 

tương tự. Ở khoảng nhiệt độ 15 − 17 °C, hàm lượng IAA đạt khoảng 103,84±4,30 

µg/mL. Khi nhiệt độ tăng lên 25 – 30 °C, lượng IAA được tổng hợp tăng lên và đạt 

giá trị cao nhất khoảng 204,90±5,57 µg/mL. Tại 40 − 45 °C, khả năng sản sinh IAA 

của chủng giảm xuống còn khoảng 98,17±5,42 µg/mL. 

Tóm lại, nhiệt độ môi trường không chỉ ảnh hưởng đến khả năng sinh trưởng 

mà còn tác động rõ rệt đến khả năng sản sinh IAA của VKTQH. Cả hai chủng Y11 

và GT10 đều ưa khoảng nhiệt độ 25 − 30 °C, khi nhiệt độ thấp 15 − 17 °C hoặc tăng 

lên 40 − 45 °C thì khả năng sinh trưởng và sản sinh IAA đều giảm.  

Đặc điểm này có ý nghĩa quan trọng trong việc ứng dụng của các chủng 

VKTQH để sản xuất chế phẩm vi sinh phục vụ canh tác lúa, bởi khoảng nhiệt độ 25 

– 30 °C cũng là điều kiện nhiệt độ phổ biến trong môi trường đất và nước ở các 

vùng trồng lúa tại Việt Nam. 

Kết quả phân tích ANOVA cho thấy nhiệt độ có ảnh hưởng đến khả năng 

sinh trưởng, sản sinh IAA của các chủng VKQTH (p < 0,05). 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

1. KẾT LUẬN 

• Đã phân lập được 24 chủng VKTQH không lưu huỳnh từ các mẫu đất và mẫu 

nước được thu thập ngẫu nhiên ở các ruộng lúa nước, ruộng lúa nhiễm phèn, 

nhiễm mặn tại Nam Định. 

• Từ 24 chủng VKTQH phân lập được đã tuyển chọn được hai chủng GT10 và 

Y11 tiềm năng có khả năng cố định nitơ phân tử và sinh chất kích thích sinh 

trưởng IAA. 

• Dựa trên các đặc điểm sinh học và phân tích trình tự gen 16S rDNA của các 

chủng VKTQH tiềm năng đã xác định được chủng GT10 thuộc loài 

Rhodobacter capsulatus và chủng Y11 thuộc loài Rhodopseudomonas 

palustris. 

• Đánh giá ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy cho thấy cả 2 chủng GT10 và Y11 

đều có khả năng cố định nitơ phân tử, sinh trưởng, sản sinh chất kích thích 

IAA ở các điều kiện pH tương đối rộng từ pH 4 − 9, nồng độ muối đến 3%, 

và các điều kiện nhiệt độ 15 − 17 oC, 25 − 30 oC, 40 − 45 oC. Hai chủng này 

cho thấy tiềm năng lớn trong việc phát triển thành chế phẩm phân bón vi sinh 

nhằm nâng cao năng suất cây lúa. 

2. KIẾN NGHỊ 

• Xác định các điều kiện nuôi cấy tối ưu trong phòng thí nghiệm khi VKTQH 

chịu tác động đồng thời của nhiều yếu tố, nhằm tìm ra điều kiện tốt nhất cho 

khả năng sinh trưởng, cố định nitơ và sinh IAA, làm cơ sở sản xuất chế phẩm 

vi sinh ổn định và hiệu quả khi ứng dụng thực tế. 

• Tiến hành thử nghiệm hai chủng VKTQH đã lựa chọn trên đồng ruộng thực 

nghiệm để đánh giá hiệu quả khả năng cố định nitơ và thúc đẩy sinh trưởng 

cây lúa.  

• Mở rộng tuyển chọn chủng từ nhiều cánh đồng thuộc các tỉnh, vùng có đặc 

điểm thổ nhưỡng khác nhau để tìm thêm các chủng VKTQH tiềm năng. 
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I 

 

PHỤ LỤC 

Phụ lục 1: Hàm lượng NH4
+ sinh ra trong dịch nuôi (mg/L) ở các pH khác 

nhau của chủng Y11 và GT10 trong điều kiện vi hiếu khí sáng nhaule 

Chủng 

 

pH 

GT10 Y11 

Hàm lượng NH4
+ trong dịch nuôi (mg/L) 

4 5,17±0,55 5,01±0,50 

5 5,35±0,60 5,15±0,63 

6 4,17±0,66 3,95±0,58 

7 4,15±0,71 3,90±0,47 

8 3,70±0,76 4,58±0,55 

9 2,55±0,45 4,17±0,60 

 

Phụ lục 2: Khả năng sinh trưởng của chủng Y11 và GT10 ở các pH khác nhau 

trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

Chủng 

 

pH 

GT10 Y11 

∆OD800 

4 0,51±0,17 0,57±0,18 

5 1,72±0,20 0,93±0,22 

6 2,33±0,32 1,32±0,19 

7 2,40±0,21 1,95±0,30 

8 2,22±0,30 2,02±0,41 

9 2,10±0,32 0,95±0,23 

 

 

 

 

 



II 

 

Phụ lục 3: Hàm lượng IAA sản sinh ra trong dịch nuôi (g/mL) ở các pH khác 

nhau của chủng Y11 và GT10 trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

Chủng 

 

pH 

GT10 Y11 

Hàm lượng IAA sản sinh ra (g/mL) 

4 68,20±3,60 24,17±1,09 

5 139,11±4,81 109,06±2,45 

6 219,62±3,92 120,23±3,81 

7 208,03±2,93 148,21±3,97 

8 194,51±3,52 159,45±4,16 

9 189,62±3,64 105,10±5,24 

 

Phụ lục 4: Hàm lượng NH4
+ sinh ra trong dịch nuôi (mg/L) ở các nồng độ muối 

khác nhau của chủng Y11 và GT10 trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

Chủng 

 

NaCl (%) 

GT10 Y11 

Hàm lượng NH4
+ trong dịch nuôi (mg/L) 

0 4,08±0,65 4,13±0,50 

0,5 4,15±0,80 4,90±0,61 

1 4,22±0,82 4,89±0,73 

1,5 4,37±0,76 5,50±0,75 

2 4,45±0,77 5,05±0,48 

2,5 4,55±0,88 4,48±0,56 

3 4,63±0,67 4,15±0,61 

 

 

 

 

 

 

 

 



III 

 

Phụ lục 5: Khả năng sinh trưởng của chủng Y11 và GT10 ở các nồng độ muối 

khác nhau trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

Chủng 

 

NaCl (%) 

GT10 Y11 

∆OD800 

0 2,50±0,34 2,57±0,28 

0,5 2,71±0,35 2,53±0,48 

1 2,63±0,39 2,42±0,36 

1,5 2,72±0,60 2,05±0,40 

2 2,45±0,30 2,22±0,42 

2,5 2,24±0,40 1,25±0,32 

3 2,12±0,50 1,15±0,24 

 

Phụ lục 6: Hàm lượng IAA sản sinh ra trong dịch nuôi (g/mL) của chủng Y11 

và GT10 ở các nồng độ muối khác nhau trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

Chủng 

 

NaCl (%) 

GT10 Y11 

Hàm lượng IAA sản sinh ra (g/ml) 

0% 207,80±5,61 195,97±5,09 

0,5% 253,10±6,82 267,66±5,46 

1% 260,23±5,91 156,23±4,80 

1,5% 280,71±7,73 178,21±3,97 

2% 275,00±7,10 155,45±4,16 

2,5% 271,50±5,81 146,10±5,24 

3% 270,66±6,60 147,27±4,35 

 

Phụ lục 7: Hàm lượng NH4
+ sinh ra trong dịch nuôi (mg/L) ở các nhiệt độ khác 

nhau của chủng Y11 và GT10 trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

STT 
Kí hiệu 

chủng 

Hàm lượng NH4
+ được tạo ra (mg/L NH4

+) 

15-17 oC 25-30 oC 40-45 oC 

1 Y11 4,30±0,64 5,04±0,44 3,75±0,41 

2 GT10 3,84±0,38 4,90±0,58 3,17±0,42 

 



IV 

 

Phụ lục 8: Khả năng sinh trưởng của chủng Y11 và GT10 ở các nhiệt độ khác 

nhau trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

STT 
Kí hiệu 

chủng 

∆OD800 

15-17 oC 25-30 oC 40-45 oC 

1 Y11 1,37±0,40 2,3±0,56 1,99±0,27 

2 GT10 1,25±0,55 1,97±0,46 1,71±0,44 

 

Phụ lục 9: Hàm lượng IAA sản sinh ra trong dịch nuôi (g/mL) ở các nhiệt độ 

khác nhau của chủng Y11 và GT10 trong điều kiện vi hiếu khí sáng 

STT 
Kí hiệu 

chủng 

Hàm lượng IAA sản sinh ra (g/ml) 

15-17 oC 25-30 oC 40-45 oC 

1 Y11 108,30±2,64 190,64±6,54 88,75±3,41 

2 GT10 103,84±4,30 204,90±5,57 98,17±5,42 

 

Phụ lục 10: Khả năng sinh trưởng của chủng Y11 và GT10 ở các nhiệt độ khác 

nhau trong điều kiện vi hiếu khí sáng (môi trường GA) 

STT 
Kí hiệu 

chủng 

∆OD800 

15-17 oC 25-30 oC 40-45 oC 

1 Y11 1,43±0,24 2,87±0,24 1,75±0,21 

2 GT10 1,64±0,38 2,50±0,28 1,67±0,22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



V 

 

Phụ lục 11: Trình tự gene 16S rDNA của 2 chủng vi khuẩn tía quang hợp 

tuyển chọn 

Y11- Rhodopseudomonas palustris 1390 bp: 

 GCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGCGTAGCAATACGTCAGTGG

CAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCTTTTGGTTCGGAACAACACAGGGAAA

CTTGTGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGGGGAAAGATTTATCGCCGAAAGATCGGCC

CGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTG

GTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGA

GGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTG

AGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGGGAAGATAATGACGGTACC

GCAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCT

AGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGTTTCTAAGTCAGAGG

TGAAAGCCTGGAGCTCAACTCCAGAACTGCCTTTGATACTGGAAGTCTTGAGTATGGC

AGAGGTGAGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACAC

CAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGGCCATTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGG

AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTT

AGTGGGTTTACTCACTAGTGGCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTAC

GGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT

GTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCAGGACCG

GTCGCAGAGACGTGACCTTCTCTTCGGAGCCTGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCG

TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCCGTCCTT

AGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAA

GGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACA

ATGGCGGTGACAATGGGAAGCTAAGGGGTGACCCTTCGCAAATCTCAAAAAGCCGTC

TCAGTTCGGATTGGGCTCTGCAACTCGAGCCCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGT

GGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC

ATGGGAGTTGGCTTTACCTGAAGACGGTGCGCTAACCCGCAAGGGGGGCAGCCGGCC

ACGGTAGGTCAGCG 

 

GT10-Rhobobacter capsulatus 1362 bp: 

 TGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGAGACCTTCGGGTCTAGCGG

CGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTGCCCTTTGCTACGGAATAGCCCCGGGAAA

CTGGGAGTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGCAAAGGATCGGCC

CGCGTTGGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGCCGACGATCCATAGCTG

GTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA

GGCAGCAGTGGGGAATCTTAGACAATGGGGGAAACCCTGATCTAGCCATGCCGCGTG

AGCGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGGTGGGAAGATAATGACGGTACC

ACCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCT

AGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCAGAAAGTCAGAG

GTGAAATCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCCTTTGAAACTCCTGGTCTTGAGGTCGA

GAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACA

CCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG



VI 

 

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGTCGT

CGGCAGGCATGCCTGTCGGTGACACACCTAACGGATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTA

CGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA

TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAACCCTTGACATCGAGATCGCG

GTTACCAGAGATGGTTTCCTTCAGTTCGGCTGGATCTTAGACAGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCACACTT

TCAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTGGAAGAACTGCCGATGATAAGTCGGAGGA

AGGTGTGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGTTGGGCTACACACGTGCTAC

AATGGTGGTGACAATGGGCCAATCCCAAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGC

AACTCGACCCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTAACAGCATGACGCGGTGA

ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAATTGGGTCTACCCT

AAGATGGTGCGCCAACCAGCAATGGAGGCAGCCAGCCACGTAG 
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ABSTRACT 

This study aimed to select purple photosynthetic bacteria (PPB) isolated from various paddy 
fields, including saline fields in Giao Thuy and paddy fields in Y Yen, based on their biofertilizer 
properties. Among 24 PPB isolates, strains GT10 and Y11 exhibited the highest efficiency in 
indole-3-acetic acid (IAA) production and nitrogen fixation. GT10 colonies were circular and 
convex, with smooth surfaces, reddish brown, diameter: 0.9-1.2 mm. The cell suspension 
appeared reddish-brown. Colonies of strain Y11 were spread out, reddish brown, slimy, diameter: 
1.8-2.2 mm, with a purple-colored cell suspension. GT10 cells were oval-shaped (0.9-1.25 μm 
long, 0.6-0.7 μm wide) and reproduced by binary fission. In contrast, Y11 cells were rod-shaped 
(1.4-1.58 μm long, 0.36-0.441 μm wide) and reproduced by budding. Elemental sulfur globules 
were not observed in either strain. Both were Gram-negative and contained bacteriochlorophyll a 
as their primary photosynthetic pigment. The GT10 strain was able to use carbon sources such as 
acetate, propionate, lactate, succinate, formate, citrate, mannitol, sorbitol, glycerol, glutamate, 
isopropanol, sulfide, but not tartrate, methanol, or ethanol. These characteristics are consistent 
with the genus Rhodobacter. Y11 strain was able to use carbon sources such as acetate, 
propionate, lactate, succinate, formate, citrate, mannitol, sorbitol, glycerol, glutamate, or sulfide, 
but did not utilize tartrate, methanol, ethanol, or isopropanol. These capacities are similar to those 
of the Rhodopseudomonas species. Based on 16S rDNA sequencing, strain Y11 was identified as 
Rhodopseudomonas palustris, while strain GT10 was Rhodobacter capsulatus. The combined 
application of GT10 and Y11 strains may offer a sustainable biofertilizer alternative to chemical 
fertilizers in rice cultivation. 

Keywords: IAA production, fixing molecular nitrogen, Rhodopseudomonas palustris, 
Rhodobacter capsulatus, Purple photosynthetic bacteria. 
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INTRODUCTION 
Crop productivity and production efficiency 

are central goals in modern agriculture. Among 
the contributing factors, fertilizers are vital in 
enhancing crops’ yield and quality. In rice 
cultivation (Oryza sativa), particularly under 
intensive farming systems, productivity cannot 
be sustained without fertilizer inputs (Kantha et 
al., 2015). Consequently, nitrogen-based 
chemical fertilizers have been widely applied to 
increase rice yield. However, prolonged use of 
these fertilizers is associated with several 
environmental concerns, including declining soil 
health and groundwater contamination by nitrate 
(Wang & Yang et al., 2003). 

Increasing demands for organic farming 
products have recently encouraged farmers to 
utilize biofertilizers instead of chemicals. For 
instance, applying cultures of effective 
microorganisms (EM) to certain agricultural 
lands in Asia, including Vietnam, has been 
reported to improve soil quality, promote crop 
growth, and enhance crop yield. Recently, 
sustainable agriculture has been promoted, and 
plant growth-promoting bacteria and 
biofertilizers are among the substitutes for 
chemical fertilizers. Nitrogen is one of the 
major essential elements for plant growth. 
Biological nitrogen fixation by N2-fixing 
microorganisms is an effective mechanism for 
converting N2 into ammonium ions (NH4

+), 
which can be used by plants (Olivares et al., 
2013). Purple photosynthetic bacteria (PPB) are 
among nitrogen-fixing bacteria and are 
candidates for applications in paddy fields due 
to their extraordinary metabolic versatility, i.e. 
photoautotrophic, photoorganotrophic, 
chemoautotrophic and chemoorganotrophic 
(Sakarika et al., 2020). PPB not only fix N2, but 
also produces plant growth-promoting 
substances (PGPSs) such as indole-3-acetic acid 
(IAA). IAA, commonly known as ‘IAA’, 
belongs to the group of auxins. Auxins are 
essential for plant development and have a 
cardinal role in regulating many growth and 
behavioural processes in the plant’s life cycle. 
They are responsible for plant cell division, 
extension and specialization (Tsavkelova et al., 
2006). Specifically, IAA is a phytohormone 

playing a role in the growth activation of plants 
by inducing plant mineral uptake and root cell 
elongation (Sakarika et al., 2020). It also 
increases plant tolerance to salinity and low-
temperature stress (Watanabe et al., 2000). 
Purple photosynthetic bacteria have been 
extensively used to enhance plant growth due to 
their metabolic versatility. PPB can utilize 
various organic compounds as carbon and 
energy sources during photoorganotrophic and 
chemoorganotrophic growth (Kim et al., 2004; 
Kantachote et al., 2005). There are claims that 
PPB can remove environmental contaminants 
such as H2S and develop mechanisms of 
resistance to high concentrations of toxic metals 
such as Hg, As, Cd, Cu, Pb, and Zn (Ercal et al., 
2001; Panwichian et al., 2010b), including Na 
(Panwichian et al., 2010a). Therefore, 
employing PPB in paddy fields could provide 
an attractive method to reduce chemical 
fertilizer use, aid rice plants in withstanding 
harsh conditions, and improve product quality. 
The experiment was set up in two fields, one as 
a control and the other as a PPB-treated field by 
Yen et al. (2022). PPB-treatment significantly 
increased root length (25%), root dry weight 
(57%), productive tillers per plant (26%), 
average grains per plant (38%), grain yield 
(33%), 1000 grain weight (1.6%), and harvest 
index (41%). Hence, from this research, it can 
be concluded that foliar application of PNSB on 
rice crops under field conditions improves crop 
growth and yield (Yen et al., 2022). 

Limited studies have explored the potential 
of PPB as biofertilizers for paddy fields in 
Vietnam. Therefore, this study aimed to isolate 
and select PPB strains that can fix nitrogen 
(NH4

+) and produce indole-3-acetic acid (IAA) 
to promote plant growth. The selected PPB 
strains may offer a practical and eco-friendly 
alternative to chemical fertilizers in rice 
cultivation, especially under challenging 
environmental conditions. 

MATERIALS AND METHODS 
Sampling 

Soil and water samples were collected 
from saline paddy fields in Giao Thuy and 
non-saline fields in Y Yen, Nam Dinh, 
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Vietnam. Soil samples were collected from 0-
0.5 cm below the soil surface, while water 
samples were taken from 0.5 cm below the 
water surface. The pooled soil samples were 
immediately transported to the laboratory 
under ambient conditions. The samples were 
subsequently subjected to enrichment culture 
to isolate purple non-sulfur bacteria. 
Enumeration and isolation of purple 
phototrophic bacteria from sample 
collections 

Purple phototrophic bacteria were enriched 
from the samples using cumulative cultivation 
in cylindrical plastic bottles (diameter = 5 cm, 
height = 35 cm), designed based on a modified 
Winogradsky column. Water and soil samples 
were introduced into the bottles at a ratio of 1:1 
(for water samples) or 9:1 (for field soil 
samples). The bottles were then filled with a 
modified DSMZ-27 liquid medium, sealed, and 
incubated under continuous incandescent light 
at approximately 3000 lux. The composition of 
the DSMZ-27 medium (per 1 L) was as 
follows: K2HPO4, 1 g; KH2PO4, 0.5 g; 
MgSO₄·7H2O, 0.4 g; NaCl, 15 g; NH4Cl, 0.4 g; 
CaCl2·2H2O, 0.05 g; yeast extract, 0.3 g; 
sodium acetate, 1 g; succinic acid, 0.5 g; trace 
element solution, 1 mL; vitamin solution, 1 
mL; agar, 20 g (for solid media); and distilled 
water up to 1000 mL. The initial pH was 
adjusted to 6.8-7.0 before autoclaving. The 
trace element solution (per 1 L) contained: HCl 
(25%), 6.5 mL; FeCl2·4H2O, 1.5 g; H3BO3, 0.3 
g; MnCl2·2H2O, 0.03 g; CoCl2·6H2O, 0.2 g; 
ZnSO4·7H2O, 0.1 g; CuCl2·2H2O, 17 mg; 
NiCl2·6H2O, 24 mg; and Na₂MoO₄·2H₂O, 36 
mg; in distilled water to a final volume of 1 L. 
The vitamin solution (1 L) consisted of: 
thiamine, 500 µg; niacin, 500 µg; and biotin, 
15 µg, dissolved in distilled water. The solution 
was filter-sterilized and added aseptically to the 
medium before use. All media and containers 
were sterilized by autoclaving at 121 oC for 15 
minutes before use. 

Isolation of purple phototrophic bacteria 
After one week of enrichment, pigmented 

biofilms ranging from brown-yellow to purple-
red developed along the inner walls of the 

culture flasks, indicating the presence of purple 
non-sulfur bacteria (PPB). Samples from these 
zones were streaked onto DSMZ-27 agar plates 
and incubated under nitrogen-flushed 
microaerobic conditions with continuous 
illumination (~3,000 lux). After 3–5 days, 
pigmented colonies (brown, pink, or purple) 
appeared. Repeated sub-culturing yielded pure 
isolates. Each pure culture was preserved by 
stabbing into DSMZ-27 agar at 4  oC or 
suspending in 20% glycerol and storing at  
-80  oC. Isolates were identified based on 
morphological, cultural, and physiological 
characteristics. Gram staining was performed, 
and bacteriochlorophyll content was measured 
using a UV-visible spectrophotometer (V-530, 
JASCO, Japan). 

To evaluate carbon source utilization, a 
modified DSMZ-27 medium was prepared by 
replacing acetate and succinate with various 
test carbon sources (e.g., formate, citrate, 
tartrate, glycerol, glucose, methanol, ethanol, 
mannitol, sorbitol, propionate, sulfide, 
glutamate, isopropanol). Yeast extract was 
used as the sole nitrogen source. Each test 
medium was inoculated (1.0 mL culture per 
vial, in triplicate), sealed, and incubated under 
light (~3,000 lux) for 7 days. Growth was 
assessed via OD800 measurement. 
Culturing of purple phototrophic bacteria 

A single colony of purple non-sulfur 
bacteria was inoculated using a sterile platinum 
needle and put into a screw-cap tube under 
aseptic conditions. The tube was filled with 
liquid DSMZ-27 medium, sealed tightly, and 
incubated at room temperature (~25–28  oC) 
under continuous illumination from an 
incandescent lamp. Cells were harvested at the 
end of the exponential growth phase, and 10% 
of the culture volume was used as an inoculum 
for subsequent flask cultures. Flask cultivation 
was performed in 100 mL flasks under 
microaerobic-light conditions to acclimate the 
cells to the experimental environment. 
Growth of purple photosynthetic bacteria 
assessment 

The growth of the purple non-sulfur 
bacterial cultures was monitored by measuring 
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the optical density at 800 nm (OD800) using a 
UV-visible spectrophotometer (UV-160A, 
Shimadzu, Japan). 

Selection of isolated purple phototrophic 
bacteria with N2-fixing ability 

PPB strains previously isolated from saline 
paddy fields were screened for their nitrogen-
fixing capability. A nitrogen-free medium, 
slightly modified from Vatsala et al. (2011), 
was used for this purpose. The medium 
composition per liter was as follows: sodium 
acetate, 1.0 g; K2HPO4, 0.9 g; KH2PO4, 0.6 g; 
MgSO4, 0.2 g; FeSO4, 0.012 g; EDTA, 0.018 g; 
CaCl2, 0.075 g; Na2MoO4·2H2O, 0.01 g; 
MnSO4·4H2O, 2.8 mg; ZnSO4, 0.75 mg; 
CuSO4, 0.24 mg; H3BO3, 0.016 mg; and biotin, 
0.001 mg. The final pH was adjusted to 7.0 
using distilled water. Each isolate was 
inoculated into screw-cap tubes containing 
nitrogen-free medium at a volume ratio of 10% 
(v/v). The tubes were filled to eliminate 
headspace, while the uninoculated medium was 
a negative control. All cultures were incubated 
under microaerobic conditions at room 
temperature (~25–30  oC) and illuminated with 
incandescent light (~3,000 lux) for 48 hours. 
According to Kolev (2007), nitrogen gas 
dissolves in water at concentrations of 
approximately 17–20 mg/L at 20–30  oC and  
1 bar, which is presumed sufficient to support 
N2 fixation in sealed tubes. After incubation, the 
cultures were centrifuged at 8000 rpm for  
15 minutes to collect cell-free supernatants. To 
screen for NH4

+ release, 0.5 mL of each 
supernatant was tested by adding a few drops of 
Nessler’s reagent. The intensity of color 
development was used as a qualitative indicator 
of ammonium production: no color indicated 
absence of NH4

+, pale yellow indicated low 
levels, yellow indicated moderate levels, and 
brown indicated high NH4

+ levels. Supernatants 
showing strong positive reactions were further 
quantified for ammonium concentration using a 
UV-visible spectrophotometer. 
IAA production test 

IAA production by PPB isolates was 
assessed following the method described by 
Ahmad et al. (2005). The isolates were 

cultured in a glutamate-acetate (GA) medium 
in which L-sodium glutamate was replaced by 
1  mM L-tryptophan as the IAA precursor. 
Cultures were incubated under microaerobic-
light conditions for 5 days. After incubation, 
cultures were centrifuged at 8,000  rpm for  
15  minutes, and the supernatants were 
collected for IAA determination. To quantify 
IAA, 1  mL of each culture supernatant was 
mixed with 2  mL of Salkowski’s reagent (2% 
of 0.5  M FeCl3 in 35% HclO4 solution) in a 
test tube. The mixture was incubated at room 
temperature for 25 minutes, and the 
absorbance was measured at 530  nm using a 
spectrophotometer. IAA concentration was 
determined based on a standard curve 
generated with pure IAA. The GA medium 
used for IAA production contained (per 1 L 
distilled water, pH adjusted to 7.0): 3.8  g 
sodium glutamate, 5.44  g sodium acetate 
monohydrate, 2.0  g yeast extract, 0.5  g 
KH2PO4, 0.5  g K2HPO4, 0.8  g (NH4)2HPO4, 
0.2  g MgSO4·7H2O, 53  mg CaCl2·2H2O, 1.2  
mg CoCl2·6H2O, 1.2  mg MnSO4·5H2O, 0.01 
 mg biotin, 2.5  mg ferric citrate, and 1.0  mg 
nicotinic acid. 
Purple phototrophic bacteria identification 

To identify the selected purple non-sulfur 
bacterial (PPB) strains, 16S rDNA sequence 
analysis was performed. The strains were 
cultivated in liquid DSMZ-27 medium, and cells 
were harvested by centrifugation. Genomic 
DNA was extracted from the cell pellets using 
the ADT DNA extraction kit according to the 
manufacturer’s protocol. PCR amplification of 
the 16S rDNA gene was carried out in a 25  μL 
reaction mixture containing: 1  μL each of 
primers 27F (5’-AGA GTT TGA TCC TGG 
CTC AG-3’) and 1492R (5’-GGT TAC CTT 
GTT ACG ACT T-3’); 2.5  μL of 10× PCR 
buffer; 2.5  μL of MgCl₂ (25  mM); 2  μL of 
dNTP mix (2.5  mM); 2  μL of DNA template 
(~100  ng); 0.25  μL of Taq DNA polymerase  
(5  U/μL); and 13.75  μL of nuclease-free water. 
PCR conditions were as follows: initial 
denaturation at 95  oC for 5  min, followed by  
30 cycles of denaturation at 95 oC for 50  s, 
annealing at 55  oC for 30  s, and extension at  
72 oC for 2  min, with a final extension step at  

80 



Characterization of nitrogen-fixing 

72  oC for 10  min. PCR products were 
visualized by electrophoresis on 0.8% agarose 
gel and detected under UV light using a gel 
documentation system (GelDoc/UV 
transilluminator). Target DNA bands were 
excised and purified using the QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen, USA). Purified PCR 
products were sequenced using the Sanger 
method (Sanger et al., 1977) on an ABI Avant 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) at 
the Key Laboratory of Gene Technology, 
Institute of Biology. The obtained sequences 
were analyzed using BLAST (NCBI) and 
DNASTAR software to identify closely related 
sequences. Multiple sequence alignments and 
phylogenetic analyses were performed using 
MEGA, ClustalX, and PHYLIP software 
packages. 

Statistical analysis 
All experiments in this study were 

conducted in three replicates. Mean values 
and the standard deviations are presented. 
Data were analyzed using one-way ANOVA, 
and statistically significant differences were 
considered at p < 0.05. 

RESULTS 

Isolation of purple photosynthetic bacteria 
From water and soil samples collected 1.5 

to 2 months after rice transplantation in Nam 
Dinh, 24 purple photosynthetic bacteria (PPB) 
strains were successfully isolated. These 
isolates exhibited considerable diversity in 
colony morphology, including size, shape, and 
pigmentation variations. Colony colors ranged 
from brown, yellowish-brown, and reddish-
brown to purple-red, dark red, and pink. 
Cellular morphology among the isolates was 
also heterogeneous, comprising short rods, 
oval-shaped cells, and spherical forms. No 
intracellular sulfur granules were observed in 
any of the strains. Most isolates reproduced 
via binary fission or budding. Based on cell 
shape and the absence of sulfur inclusions, all 
24 isolates were preliminarily classified 
within the family Rhodospirillaceae, a group 
of purple non-sulfur bacteria. 

Selection of PPB with the ability to release 
NH4

+ 

Table 1. The concentrations of NH4
+ released 

by the isolated PPB strains under 
microaerobic-light conditions for 48 h 

No. PPB strains NH4 +(mg/L) 
1 GT1 2.63 ± 0.92cd 
2 GT2 3.05 ± 0.60cd 
3 GT21 0.40 ± 0.01a 
4 GT11 3.02 ± 1.04cde 
5 GT3 3.97 ± 1.03def 
6 GT31 3.67 ± 0.99def 
7 GT4 4.19 ± 0.73def 
8 GT5 00 ± 0.00a 
9 GT6 0.33 ± 0.10a 

10 GT7 2.70 ± 1.05cd 
11 GT8 3.07 ± 1.01cde 
12 GT9 3.80 ± 0.90def 
13 GT10 4.34 ± 0.85ef 
14 Y1 0.85 ± 0.18ab 
15 Y11 4.63 ± 0.71f 
16 Y12 2.12 ± 0.78bc 
17 Y2 1.29 ± 0.77ab 
18 Y3 4.15 ± 0.64def 
19 Y4 3.77 ± 0.85cdef 
20 Y5 3.54 ± 0.71def 
21 Y6 3.55 ± 0.95def 
22 Y7 3.72 ± 0.67cdef 
23 Y8 2.40 ± 0.89cd 
24 Y9 3.94 ± 0.94def 
25 Negative control 0,00 

Note: Different lowercase letters (a, b, c, d, e, f) in 
the same column indicate a statistically significant 
difference (one –way ANOVA with Duncan’s post 
hoc, p < 0.05). 
 

Nitrogen fixation by purple non-sulfur 
bacteria (PPB) is generally sufficient under 
strictly anaerobic conditions, as nitrogenase 
activity is vulnerable to oxygen (Masepohl et 
al., 2009). However, paddy fields are not 
completely anaerobic, even under flooded 
conditions, which is a common practice in rice 
cultivation. During the day, photosynthetic 
oxygen production and its subsequent 
transport from leaves to roots can introduce 
oxygen into the rhizosphere and surrounding 
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sediments (Larsen et al., 2015). While some 
of this oxygen is consumed in methane 
oxidation, a portion remains and hinders the 
establishment of strictly anaerobic 
environments (Gutierrez et al., 2014). To 
better reflect in situ field conditions, this study 
investigated the nitrogen-fixing capacity of 
PPB under microaerobic-light conditions. A 
total of 24 PPB strains previously isolated 
from sediment and water samples in rice 
paddies were evaluated for their ability to fix 
atmospheric N₂, as inferred from ammonium 
(NH4

+) release in a nitrogen-free medium 
(Table 1). 

The results demonstrated that 23 of  
24 isolated strains exhibited nitrogen-fixing 
activity, as indicated by the ammonium 
accumulation (NH4

+) in the nitrogen-free culture 
medium. However, the extent of nitrogen 
fixation varied among the isolates. Of the  
24 strains, 20 were classified as medium-level 
NH4

+ producers, and three exhibited low-level 
production, while no NH4

+ was detected in 
strain GT5. The 20 medium-level strains 
released between 1.29  ±  0.77 and 4.63  ±  
 0.71  mg/L of NH4

+. Notably, four strains 
exhibited high nitrogen-fixing capacity, 
producing more than 4.15  ± 0.64  mg/L NH4

+, 
and their performance significantly differed 
from the remaining strains (p ≤ 0.05). 

Despite this, after 48 hours of incubation, 
biomass accumulation in nitrogen-free 
medium remained low across all tested 
strains, suggesting that NH4

+ utilization was 
minimal under these conditions. 

Selection of PPB with the ability to produce 
Indole-3-acetic acid (IAA) 

Following isolation, the 24 PPB strains 
were cultured in liquid form to evaluate their 
indole-3-acetic acid (IAA) production 
capacity. Each strain was inoculated into an 
improved glutamate-acetate (GA) medium 
supplemented with 1 mM L-tryptophan at a 
10% (v/v) inoculum ratio. The initial cell 
density in the experimental flasks reached 
approximately 109  CFU/mL. Flasks were 
sealed with rubber stoppers to maintain 
microaerobic conditions, and control flasks 

containing only sterile medium were included. 
All cultures were incubated under continuous 
illumination at room temperature (25–30  oC) 
for five days. IAA concentrations in the 
culture supernatants were quantified using a 
modified Salkowski colorimetric assay. The 
IAA production levels of each PPB strain 
after five days of incubation under 
microaerobic-light conditions are summarized 
in Table 2. 

The results indicated that all 24 isolated 
strains were able to grow well in the modified 
GA medium supplemented with 1  mM L-
tryptophan. Among them, 21 strains produced 
detectable levels of indole-3-acetic acid (IAA), 
although IAA production varied significantly 
among isolates. IAA concentrations ranged 
from 54.33  ±  3.10 to 205.40  ±  5.85  mg/L, as 
determined using the colorimetric Salkowski 
assay (Table 2). These findings suggest that 
PPB strains isolated from rice fields in Nam 
Dinh possess considerable IAA-producing 
potential under microaerobic-light conditions. 
Three isolates did not produce detectable levels 
of IAA under the tested conditions. Among all 
strains, GT10 and Y11 exhibited the highest 
levels of IAA production and demonstrated 
strong nitrogen-fixing capacity (Tables 1 & 2). 
Consequently, these two strains were selected 
for further taxonomic identification and 
characterization. 
Morphological, physiological and biochemical 
characterization of strains 

For the identification of purple non-sulfur 
bacteria (PPB), several biological, physiological, 
and biochemical characteristics were examined, 
including colony and cellular morphology, 
bacteriochlorophyll absorption spectra, carbon 
source utilization, and 16S rDNA sequence 
analysis. Colonies of strain GT10 were circular, 
convex, smooth-surfaced, and reddish-brown, 
with a diameter ranging from 0.9 to 1.2  mm. 
The corresponding cell suspension also 
appeared reddish-brown. In contrast, colonies of 
strain Y11 were spreading, slimy, and reddish-
brown, with diameters between 1.8 and 2.2  mm; 
the cell suspension appeared purple. Cell 
morphology, size, cell division mode, and 
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flagella presence were observed using scanning 
electron microscopy (SEM; Model S-4800, 
Hitachi, Japan). GT10 cells were oval-shaped, 
unicellular, and measured 0.6–0.7  μm in width 
and 0.9–1.25  μm in length. These cells 
reproduced via binary fission and no 
intracellular sulfur granules were detected  
(Fig. 1). Cells of strain Y11 were rod-shaped, 

measured 1.4–1.58 μm in length and 0.36– 
0.44  μm in width, and were observed either as 
single cells or in short chains. These cells 
reproduce by budding. Like GT10, no 
intracellular sulfur granules were observed in 
Y11 cells. Both strains were determined to be 
Gram-negative. Representative colony and cell 
morphologies are shown in Figure 1. 

 
Table 2. The concentrations of IAA production in GA medium supplemented with tryptophan 

by the isolated PPB strains under microaerobic-light conditions for 5 days 
No. PPB strains ∆OD800 IAA productions (µg/ml) 
1 GT1 1.88 ± 0.19 78.0 ± 4.92def 
2 GT2 2.63 ± 0.60 58.24 ± 5.60b 
3 GT21 1.98 ± 0.19 0.00 ± 0.00a 
4 GT11 2.04 ± 0.27 67.98 ± 5.04c 
5 GT3 2.45 ± 0.23 87.15 ± 7.03fg 
6 GT31 2.23 ± 0.29 118.87 ± 5.90h 
7 GT4 2.48 ± 0.35 188.96 ± 6.73k 
8 GT5 1.65 ± 0.24 73.05 ± 4.05cd 
9 GT6 1.99 ± 0.22 54.33 ± 3.10b 
10 GT7 1.97 ± 0.30 82.70 ± 5.05egh 
11 GT8 2.07 ± 0.30 90.07 ± 6.01g 
12 GT9 2.31 ± 0.25 83.80 ± 4.90egh 
13 GT10 2.53 ± 0.50 205.4 ± 5.85l 
14 Y1 2.81 ± 0.41 59.22 ± 5.88b 
15 Y11 2.73 ± 0.24 191.63 ± 7.41k 
16 Y12 2.81 ± 0.34 81.81 ± 3.78def 
17 Y2 1.95 ± 0.27 58.63 ± 3.77b 
18 Y3 2.93 ± 0.35 146.15 ± 5.64i 
19 Y4 1.85 ± 0.38 79.67 ± 4.85def 
20 Y5 2.71 ± 0.36 76.54 ± 5.71cde 
21 Y6 2.55 ± 0.29 0.00 ± 0.00a 
22 Y7 2.05 ± 0.31 0.00 ± 0.00a 
23 Y8 2.90 ± 0.42 79.48 ± 4.85def 
24 Y9 2.23 ± 0.35 68.18 ± 2.97c 
25 Negative control 0,00 0.00 

Note: Different lowercase letters (a, b, c, d, e, f, I, k, g, h, I, k) in the same column indicate a statistically 
significant difference (one –way ANOVA with Duncan’s post hoc, p < 0.05). 
 

Based on colony morphology, cell 
suspension color, and cellular structure, strain 
GT10 was preliminarily assigned to the genus 
Rhodobacter, while strain Y11 was classified 
within the genus Rhodopseudomonas. A key 
feature distinguishing purple photosynthetic 
bacteria (PPB) from other phototrophic 
microorganisms is their ability to synthesize 

bacteriochlorophylls (BChls) under illuminated 
conditions. Both GT10 and Y11 strains were 
cultivated in DSMZ-27 liquid medium under 
anaerobic conditions with continuous 
illumination from incandescent lamps to 
evaluate this characteristic. After four days of 
incubation, corresponding to the mid-
exponential growth phase, the 
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bacteriochlorophyll content in the cell 
suspensions was analyzed 
spectrophotometrically. Absorption spectra were 
measured in the 400–900  nm range using 
Navaspec II (England) and UV-1650PC 
(Shimadzu, Japan) spectrophotometers. The 
absorption spectrum of strain GT10 showed 

characteristic peaks at 807  and 872  nm, while 
strain Y11 exhibited maximum absorption at 
804  and 862  nm. These absorption maxima 
within the 800–900  nm range are typical of 
bacteriochlorophyll a in the cytoplasmic 
membranes of PPB (Plennig & Trüper, 1992), 
further supporting their taxonomic classification. 

 

 
Figure 1. Colonies of strain (A), The cell morphology (B) of Y1 strains; Colonies of strain (C), 

The cell morphology (D) of GT10 strains 
 

 
Figure 2. The absorption spectrum of GT10 and Y11 strains 
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Ability to use carbon sources 

In addition to their capacity for CO2 
fixation, purple photosynthetic bacteria (PPB) 
can utilize a wide range of organic carbon 
sources for growth. Some of these species-
specific carbon sources can serve as 
taxonomic indicators for bacterial 
classification. To evaluate the carbon source 
utilization profiles of strains GT10 and Y11, 
both isolates were cultured in a modified 

DSMZ-27 medium, replacing sodium acetate 
with various alternative carbon sources. 
Cultivation was carried out under both 
anaerobic-light and aerobic-dark conditions, 
using liquid and solid media. The comparative 
ability of strains GT10 and Y11 to utilize 
different carbon sources was assessed about 
known profiles of Rhodobacter capsulatus 
and Rhodopseudomonas palustris, based on 
the studies by Girija et al. (2010) and Imhoff 
& Trüper (1989) in Table 3. 

 
Table 3. Comparison of carbon source utilization by strains GT10 and Y11 concerning Rhodobacter 

capsulatus and Rhodopseudomonas palustris (Girija et al., 2010; Imhoff & Trüper, 1989) 
Carbon source GT10 Rhodobacter capsulatus Y11 Rhodopseudomonas palustris 
Acetate ++++ + ++++ + 
Succinate ++++ + ++++ + 
Formate + + + + 
Tartate - - - - 
Citrate ++ ± ++ ± 
Glycerol - - +++ + 
Glucose +++ + ++++ + 
Methanol - - - ± 
Ethanol - - - ± 
Manitol +++ ± ++ ± 
Socbitol ++ ± +++ + 
Propionate + + + + 
Sulfide +++ + +++ + 
Glutamate ++++ + ++++ + 
Isopropanol + + - + 

Note: Increased cell density at wavelength of 800 nm after 7 days of culture; (++++), ΔOD > 1.5; (+++), 
ΔOD from 1.0 to 1.5; (++), ΔOD from 0,5 to 1.0; (+), ΔOD from 0.1 to 0.5; and (−), ΔOD < 0.1 (no 
growth). 
 

The results showed that under both 
anaerobic-light and aerobic-dark conditions, 
strain GT10 could utilize a wide range of carbon 
sources, including acetate, propionate, lactate, 
succinate, formate, citrate, mannitol, sorbitol, 
glycerol, glutamate, isopropanol, and sulfide. 
However, it was unable to utilize tartrate, 
methanol, or ethanol. This carbon utilization 
profile closely resembled that of the genus 
Rhodobacter, particularly R. capsulatus, which, 
unlike other members of the genus such as 
Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter 
veldkampii, and Rhodobacter adriaticus, is 
capable of metabolizing both formate and 

isopropanol (Imhoff & Trüper, 1989). Similarly, 
strain Y11 demonstrated the ability to utilize 
acetate, propionate, lactate, succinate, formate, 
citrate, mannitol, sorbitol, glycerol, glutamate, 
and sulfide, but not tartrate, methanol, ethanol, 
or isopropanol. This metabolic profile is 
consistent with the genus Rhodopseudomonas, 
and most closely aligned with R. palustris. 
Based on these physiological characteristics, it is 
likely that strain GT10 belongs to the species  
R. capsulatus, while strain Y11 belongs to  
R. palustris. 16S rDNA gene sequencing was 
subsequently conducted to confirm their precise 
taxonomic positions. 
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Bacterial identification 

All selected strains were analyzed based on 
their 16S rRNA gene sequences to validate these 
taxonomic predictions, and phylogenetic 
relationships were constructed as shown in 
Figure 3. Comparative analysis using the 
GenBank database revealed that strain GT10 
shared the highest sequence similarity with  
R. capsulatus, displaying over 99% homology 
with sequences from strains of this species. 
Specifically, GT10 exhibited 99.12% sequence 
identity with R. capsulatus ATCC 11166 

(GenBank accession no. D16428.1). Similarly, 
strain Y11 showed high sequence homology with 
R. palustris, sharing over 99% identity with 
reference sequences, including R. palustris 
strain D12700 (GenBank accession no. 
D12700). The results of molecular identification 
were consistent with previous phenotypic 
characterization, further supporting the 
classification of GT10 as R. capsulatus and Y11 
as R. palustris. Phylogenetic analysis was 
performed using the neighbor-joining method 
with 1,000 bootstrap replications to assess the 
robustness of the tree topology. 

 

 
Figure 3. Phylogenetic tree constructed using the neighbor-joining method based on 16S rRNA 
gene sequences, illustrating the relationships of strains GT10 and Y11 with reference taxa within 
the domain Bacteria. Bootstrap values (based on 1000 replicates) are shown at the nodes. The 

scale bar indicates the number of nucleotide substitutions per site 
 
DISCUSSION 

Over the past two decades, the trend of 
overusing chemical fertilizers in agriculture 

has increased, with excess nitrogen fertilizer 
becoming standard in rice production; 
however, the fertilization principles have not 
been adhered to, resulting in low fertilizer use 
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efficiency (Bui Ba Bong, 2013). The 
overapplication of chemical fertilizers has 
been linked to increased disease susceptibility, 
greater dependence on pesticides, reduced 
product quality, environmental pollution, and 
higher greenhouse gas emissions (Truong Hop 
Tac, 2009). To mitigate these negative 
impacts, it is essential to investigate integrated 
fertilization strategies that combine inorganic, 
organic, and microbial fertilizers. Organic and 
microbial fertilizers are crucial in crop 
production, providing vital nutrients and 
maintaining long-term soil fertility. Among 
microbial inoculants, the most extensively 
studied nitrogen-fixing groups in rice 
cultivation include free-living cyanobacteria, 
heterotrophic bacteria, and cyanobacteria in 
symbiotic association with aquatic ferns 
(Choudhury et al., 2004). Additionally, purple 
photosynthetic bacteria (PPB) have emerged 
as promising candidates due to their nitrogen-
fixing abilities and production of plant 
growth-promoting substances. Laboratory 
studies have demonstrated their potential to 
enhance cereal growth and increase rice yield 
(Montano et al., 2009; Harada et al., 2005). 
To produce fertilizer for rice, particularly in 
saline rice areas, we have isolated 24 strains 
of photosynthetic purple bacteria with varying 
morphological characteristics. These strains 
were evaluated for their ability to fix 
molecular nitrogen. The results indicated that 
nineteen medium-level NH4

+ releaser strains 
released between 0.33 ± 1.10 and 4.63 ±  
0.71 mg/L. Notably, four strains were capable 
of fixing N₂, achieving over 4.15 ±  
0.64 mg/L, and exhibited a statistically 
significant difference (p ≤ 0.05) compared 
with all other tested bacterial strains. These 
findings align with those by Nookongbut et al. 
(2019), who isolated PPB from peat swamp 
forests in Thailand. In contrast to purple 
photosynthetic bacterial strains previously 
isolated from rice fields by Sakpirom et al. 
(2017) the strains obtained in the present 
study demonstrated a higher nitrogen-fixing 
capacity after 48 hours of incubation under 
light microaerobic conditions. Similarly, 
compared to the survey conducted by Nguyen 
Thi Thu Hang et al. (2015), in which 

Azotobacter strains AZT1 and AZT7 were 
cultured in liquid Ashby medium 
supplemented with 2% glucose (pH 7.0) at  
30  oC for 72 hours, nitrogen fixation 
capacities of 3.36 and 3.32  mg/L were 
reported, respectively. The nitrogen-fixing 
performance of the strains isolated in this 
study surpassed these values under 
comparable experimental conditions. Our six 
selected strains exceeded these figures, with 
NH4

+ production surpassing 3.94 mg/L. 
According to the study of Thai Thanh Duoc & 
Nguyen Huu Hiep (2022), screening 25 
strains on Nfb liquid medium without a 
nitrogen source after 48 hours, the nitrogen-
fixing bacteria strains isolated from corn roots 
all had the ability to synthesize NH4

+ ranging 
from 0.35−4.33 mg NH4

+/L. This synthesis 
ability is equivalent to the photosynthetic 
purple bacteria strains isolated by us. 
According to the research results of Pham Thi 
Ngoc Lan & colleagues (2020), the study had 
two strains with strong growth and nitrogen 
fixation ability in Ashby liquid medium, 
strains N55 and N96. The NH4

+ content was 
21.14 mg/mL and 59.60 mg/mL. The 
molecular nitrogen fixation capacity of these 
two strains was higher than that of the PPB 
strains we isolated. 

The IAA content produced by our PPB 
isolates was also significant. It exceeded the 
IAA levels (63.11–73.87 ppm). Hoang Kim 
Chi et al. (2019) reported in root-zone bacterial 
strains isolated from turmeric. Compared with 
the IAA production ability of the PPB group 
isolated from a field contaminated with Cd and 
Zn in Thailand, published by Sakpirom & 
colleagues (2017), the IAA content produced 
by the isolated strains was 25−60 times higher. 
However, compared with the acid-tolerant PPB 
strains isolated in Thailand by Nookongbut & 
colleagues (2019), the IAA content produced 
by the acid-tolerant strains from (43.5 ± 0.67)–
(302.6 ± 1.77) mg/L was higher than that of the 
isolated PPB strains. Compared with the 
Enterobacteria, Azotobacteria & Pseudomonas 
species isolated from the rice rhizosphere soil 
in Colombia by the research group Torres & 
colleagues (2000), which produced the highest 
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IAA of 32.2 µg/mL, the IAA production ability 
of the 24 screened strains, of which 21 strains 
produced higher IAA. 

This study initially screened 24 PPB 
strains, of which four were identified as 
potential biofertilizers based on NH4

+ release 
(Table 3). Following further screening for 
indole-3-acetic acid (IAA) production (Table 
2), three strains (GT4, GT10, and Y11) were 
identified as the most effective producers. 
Among them, strains GT10 and Y11 
demonstrated high IAA production and strong 
nitrogen-fixing capabilities. These findings 
suggest that identifying strains suitable for 
field application requires broad (extensive) 
and targeted (intensive) screening efforts. 
Nevertheless, such efforts are justified, given 
the multifunctional potential of the selected 
isolates. Subsequent characterization of GT10 
and Y11 included assessments of cell 
morphology, photosynthetic pigment profiles, 
and carbon source utilization. The carbon 
utilization analysis revealed that both strains 
were capable of metabolizing various carbon 
sources, including species-specific substrates. 
Notably, both strains could grow using sulfide 
as an electron donor. These combined 
physiological traits support the high potential 
of strains GT10 and Y11 as biofertilizer 
candidates for enhancing rice growth under 
diverse field conditions. 

Under anaerobic conditions, the 
rhizosphere often supports the growth of 
sulfate-reducing bacteria (SRB), leading to the 
production of hydrogen sulfide (H2S) (Harada 
et al., 2001b). H2S at a concentration of 0.05 
to 1 mg/mL adversely impacted rice cultivars 
by reducing the uptake rate of nutrients. This 
is due to H2S inhibiting respiration and the 
oxidative power of rice roots. GT10 and Y11 
strains can use H2S as an electron donor for 
photosynthesis (Harada et al., 2001a, b). This 
ability may reduce sulfide toxicity in rice 
roots and enhance nutrient assimilation, 
improving grain production. 

Strains GT10 and Y11 were further 
characterized based on biological, 
physiological, and biochemical features, 
including colony and cell morphology, 

bacteriochlorophyll absorption spectra, carbon 
source utilization, and 16S rDNA sequence 
analysis. Based on these analyses, strain Y11 
was identified as R. palustris, while strain GT10 
was most closely related to R. capsulatus. 
CONCLUSION 

In summary, two purple non-sulfur bacterial 
strains, GT10 and Y11, were successfully isolated 
from rice fields in Nam Dinh, Vietnam. Both 
strains demonstrated significant abilities to fix 
atmospheric nitrogen and produce indole-3-
acetic acid (IAA). Based on their biological 
characteristics and 16S rDNA sequence 
analysis, strain Y11 was identified as  
R. palustris, while strain GT10 was identified as 
R. capsulatus. These two strains exhibit 
promising potential for development as 
microbial biofertilizers to enhance rice 
cultivation. Further field-based studies are 
recommended to evaluate their effectiveness 
under real soil and environmental conditions, 
especially in saline-affected rice-growing areas. 
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