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TOM TAT

Nghién clru nay trinh bay két qua phan 1ap va tuyén chon cac ching vi khudn néi sinh ¢ ich cho sinh truéng
thwe vat tlr ving sinh thai dat phén huyén Kién Thuy, Hai Phong (rng dung trong san xuét néng nghiép va bao vé& mai
trwdng. Cac chling vi khuan néi sinh duoc tuyén chon théng qua danh gia khd ndng sinh IAA, phan giai 1an vé co,
sinh tdng hop cellulase, amylase va kha nang thich &ng véi pH va nhiét d. Tt 120 chling vi sinh vat ndi sinh dwoc
phan Iap tir cac mau cay trdng trén viing sinh thai d&t phén tai Hai Phong, 8 chiing vi khuan noi sinh da dwoc tuyén
chon bao gdm 2 chiing thudc chi Pseudomonas,3 chiing thudc Azospirillum, 2 chiing thudc Burkholderia va 1 chiing
thudc chi Klebsiella cé hoat tinh enzyme ngoai bao va kha nang phan giai 1an manh, kha n&ng sinh chét kich thich
sinh trwdng cho cay trdng (IAA) cao, thich rng v&i pH va nhiét do rong, hira hen tiém nang (rng dung trong cai tao va
st dung dét phén.

Tu khéa: D4t phén, IAA, enzyme thiy phan, phan gidi lan, vi sinh vat ndi sinh.

Selection of Endophytic Microorganism from Thionic Fluvisols in Hai Phong

ABSTRACT

This research describes the result of isolation and selection of endophytic bacteria which is considered useful for
plant growth from the Thionic Fluvisols in Kien Thuy district, Hai Phong for applying in agricultural production and
environmental protection. The endophytic microorganisms were selected by assessment of IAA production, inorganic
phosphorus solubilizing, cellulase and amylase synthesis and pH and temperature adaptability. Of the 120 strains
isolated from plant at Thionic Fluvisols region, 8 endophytic bacteria strains were selected including 2 trains belongs
to Pseudomonas genus, 3 strains of Azospirillum, 2 strains of Burkholderia and 1 strain of Klebsiella with strong
hydrolysis enzymes and phosphorus solubilizing,high ability in plant growth production (IAA), wide pH and
temperature adaption. These microorganisms will be promising solutions for using and reclamation of Thionic
Fluvisols.

Keywords: Endophytic microorganisms, I1AA, hydrolysis enzyme, solubilizing phosphorus, thionic fluvisols soils.

al., 1988). Vi khuéin noi sinh thudng gidp ting

1. DAT VAN DE

Vi sinh vat (VSV) noi sinh 1la VSV séng
trong mé thuc vat dugc tim thay 6 vung ré, ré,
than, 14 va qua cua thuc vat, ching khong gy
hai hay canh tranh dinh dudng véi cay chu; trai
lai chiing xuc tién sy sinh trudng, phat trién caa
cdy trong (Zinniel et al., 2002). Vi khuén noi
sinh con thidc ddy cac qué trinh chuyén hoéa
trong cdy ciing nhu su phat trién long ré mot
cach manh mé va giam su kéo dai r& (Harari et

cudng su sinh trudng cta cdy bang cach téng
hgp kich thich t& auxin (Indol 3 acetic acid -
TAA) (Barbieri et al., 1986).

Trén thé gidi da c6 moét sé ché phdm sinh
hoc dugc san xudt ti vi sinh vat ndi sinh cho
hiéu qua cao trén cay trong nhu dich phan bén
Sumagrowth cta My hay ché phdm Kurojiru
cuia Nhat dang luu thong trén thi truong véi gia
thanh rat cao. O Viét Nam, mot s6 nghién ctiu
da thuc hién phan lap cac dong vi khuén noi
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sinh ti cdy khém, xuyén chi hay c6 chan nuéi
(Nguyén Thi Thu Ha va cs., 2009; Cao Ngoc
Diép va Nguyén Ai Chi, 2009; Cao Ngoc Diép va
Nguyén Thanh Diing, 2010; Luong Thi Héng
Hiép va Cao Ngoc Diép, 2011), tuy nhién hoat
tinh cta cac ching vi sinh vat noi sinh nay chua
thuc su nhu mong muén va cling chua dudgc
danh gia day da. Nghién ctu phan lap va tuyén
chon giéng VSV noi sinh tit viing sinh thai dat
chua min nhim muc dich tuyén chon duge cac
ching VSV noi sinh nguon géc ban dia c6 hoat
tinh sinh hoc cao dé tng dung cho cai tao va st
dung loai dit nay cting nhu phuc vu cho san
xuat néng nghiép va bao vé moi trudng.

2. VAT LIEU VA PHUGNG PHAP

2.1. Vat liéu nghién ctu

Cac loal cidy tu nhién: Rau cai
(Brassicaceae), ¢0 ba 14 (Trifolium), rau lang
(Ipomoea batatas), dau que (Vigna), khoai tay
(Solanum tuberosum), chu6i lun (Musa), xuyén
chi (Bidens pilosa), dau tuong (Glycine max) va
lac (Arachis hypogaea) trén dat phén tai Kién
Thuy, Hai Phong (mang tinh chit phén phat
trién trén nén su vet, tap trung ¢ cac ving gan
ctia song chiu anh hudng ctia thuy triéu, phan
{ing cuia dat kha chua, ham lugng muéi sulfat
nhiéu). Khu vuc dat 14y mau c6é tinh chat nhu
sau: pHg 5,3; Nts 0,16%; OM 3,09%; P,05 0,1%;
P,0, dé tiéu 1,9 mg/100g dat; K,O trao déi 20,8
mg/100g d4t, Ham lugng mudi tong s6 Cl° 0,05
va VSV téng s6 1,76x10".

2.2. Khtt triung mau

MAu (than cay, ré, 1a) dugdc rua sach duéi
vol nude dé loai trit cac VSV c6 kha ning con
bam ¢ bé mat, cit tach roi than va 14, tiép tuc
ria lai bang nudc cit vo trung roi cit ré va than
thanh nhiing doan nhé 1 - 2 cm, lam kho mau
bing gidy hut 4m; sau d6 1an lugt khi tring
mau bang cén 96% trong 3 phut, hypochloride
1% trong 3 phit, hydrogen peroxide 3% trong 3
phit va rta lai v6i nude cit vo trung 4 1an dé
tdy rta cac loai héa chét con thia.

D& kiém tra cac VSV con s6t lai trén bé mét
mau sau khi khii trung, 14y 200 pl nudc cat vo
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trung da rtia mau 6 lan thi 4 (Jan cudi) cay lén
cac dia moi truong Tryptone glucose yeast agar
va 1 ¢ 30°C, néu sau 24 gio U cac dia moi truong
nay khéng c6 su xuét hién cac khuén lac thi cac
mau da khu trung dat yéu cau.

2.3. Phan 1ap chung giong VSV néi sinh

Cac mau kht trung dat yéu ciu dudc cho
vao cic 6ng nghiém chta 10 ml nuéc cat vod
tring va nghién mau bang déia thuy tinh da
kht trung trén dén con. Lay 200 pl dich mau
nghién cho vao cac 6ng nghiém chtia 3 ml méi
truong LGI (Cavacante, Dobereiner, 1988), Nfb
(Krieg, Dobereiner, 1984) va RMR ban dic
(Elbeltagy et al., 2000) rdi dem u & 30°C trong 2
- 3 ngay, mdinghiém thtc dudc 1ap lai 3 1an.

Sau 2 - 3 ngay nudi, quan sat thay cac éng
nghiém chta cac méi truong ban dic v6i nhiéu
dich chiét cia miu xuit hién mot 16p mang
moéng cach mit moi truong khoang 0,5 cm, day
14 chi thi c6 su hién dién cta vi khuén noi sinh.
Lay mdt it mang moéng cta cac moi trudng ban
d#c 1an luot cdy chuyén sang cac dia mdi trudng
dac khac dé tach cac khuén lac riéng ré. Sau vai
lan cdy chuyén trén cac moéi trudng dac, chon
cac khuan lac don dong ndm trén dudng ciy
quan sat duéi kinh hién vi, lam thuan va git
giong & 4°C. Cac moéi truong st dung dé phan
lap VSV néi sinh bao gbm: LB, MPA, Gause 1,
NA, Hansen, LGI, Sabouraud, YMA va MRS.

2.4. Xac dinh kha nang phan giai cellulose
va tinh bot theo phuong phap khuéch tan
phoéng xa trén dia thach (Wiliam, 1983)

Su c6 mét cua cac enzym cellulase, amylase
dugc x4c dinh dua trén kha n#ng tao vong phan
giai dugec nhuém mau bing dung dich lugol trén
dia thach chiia céc co chat tuong tng 1a CMC va
tinh bt v6i néng dd 0,2%. Kha nang phan giai
cd chét duge tinh bing hiéu gitia duong kinh
vong phéan giai va dudng kinh 15 thach.

2.5. Xac dinh kha ning phan giai lan

Kha n#ng phan giai 1an dugc xac dinh dua
trén su hinh thanh vong sang trong xung quanh
khuén lac ciua céac ching cdy chim diém trén



moéi truong Pikovaskya. Kha ning phan giai lan
dugc tinh bang hiéu gitia duong kinh vong sang
va dudng kinh khuén lac VSV.

2.6. Pinh lugng IAA bing phuong phap
Salkowski

Vi khuén duge nubdi trong méi trusng NA bo
sung 0,1% tryptophan lic véi toc do 200
vong/phit 6 nhiét do 30°C trong 48 h. Sau d6
thu dich nuéi cay dem ly tdm véi téc do 5.500
vong/phuat trong 5 phat.Hiat 1 ml dich trong thu
dugc sau ly tAm cho vao 6ng nghiém chtia san 2
ml thuéc thii Salkowski, déi chiing 14 1 ml méi
trudng dich thé da ly tam khong nudi VSV thém
vao 2 ml thudc tht. Lic déu, dé trong ti 20
phut. So mau trén may do quang phé & budc
séng 530 nm. Chi s6 OD dugc ddi chiéu véi do6
thi chuén dé tinh lugng IAA trong dich nubi c4y.
Ham lugng TAA tinh theo don vi pg/ml.

X4y dung do thi duong chuan

Xay dung dudng chuén IAA: gém 10 binh
dinh miic dugc danh s theo thi tu tit 0 dén 10
vé6i binh 0 14 binh d6i ching 4m (khéng c6 IAA),
ham lugng IAA cac binh theo thi tu tang dan 1a
0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60,70, 80, 90 ug/ml.

Léc déu cac binh sau d6 hit tit mdi binh 1ml
dung dich thém vao 2 ml thuéc thi Salkowski
lan lugt vao cac éng nghiém danh s tit 0 dén 10.
Léc déu, dé trong t6i 20 phit. So mau trén may
do quang phd ¢ bude séong 530 nm. Chi s6 OD
duge ding dé xay dung dudng chuén.

Phuong trinh dudng chuén c¢6 dang Y = aX
+ b, trong d6 X 14 néng do cia mau (ug/ml), Y 1a
d6 h4p thu quang (OD 530 nm). Ham lugng TAA
c6 trong mau dugc tinh theo cong thic X = (Y-
b)/a.

2.7. Danh gia kha ning thich tng pH va
nhiét do

Panh gia kha ning thich tng pH: B§ sung
10% dung dich dém pH (pha bang Na,HPO, va
KH,PO,) vao méi trudng chuyén tinh, do va
chinh lai pH, dem hép khi trung va dé vao dia
petri, cady VSV tuong ing va dem nudi & 28°C,
sau d6 d&€m s6 luong khuén lac tao thanh.

Nguyén Thi Minh

Danh gia kha n#ing chiu nhiét cta céac
ching VSV: Cay VSV trén tiing moi trudng
chuyén tinh tuong ting sau d6 dem nudi 6 cac
muc nhiét d6 khac nhau 20°C, 30°C, 35°C, 40°C
va dém s6 lugng khuén lac tao thanh.

2.8. Xac dinh tinh d6i khang cua chung
giong VSV theo phuong phap ciy vach

Cac chung gidng duge danh gia tinh doi
khang theo tling ciip theo phucng phap duong
vudng gbc Cross-Streak. Néu xuat hién su doi
khang nhau thi khéng thé phéi trén ching vao
cung chat mang.

2.9. Phan loai s¢ bd chung vi sinh vat dugce
tuyén chon

Céac chung vi sinh vat tuyén chon duge phan
loai s6 bo bang phuong phéap so sanh dic diém
hinh th&i va céac phan {ng sinh héa dic trung
theo khéa phan loai Campbell (1971), Peter
(1991) va Bergey’s (2009).

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua cac chung giong VSV noi sinh
dudc phan lap tir dat phén

Cac chung giéng VSV noi sinh dién hinh
phan lap tu than, ré, 14 thuc vat trén ving sinh
thai dat phén tai Kién Thuy, Hai Phong dugc
trinh bay trong bang 1.

Két qua da phan lap duge 120 ching VSV
ndi sinh ti 9 loai cdy khac nhau trén viing sinh
thai dat phén Hai Phong. Da s6 cac chiing déu
thudoc nhém VSV moc nhanh trong vong 24 h,
ngoai ra, mot s6 chung c6 thoi gian moc cham
hon (48 h) nhu: 4RRL1, 4TDQ, 8TC, 8LC, 8RC,
YDTgl va YL1 la 36 h; 12RKT1, 12RKT2 va
12LKT.

Cac chiing VSV noi sinh ¢6 hinh thai khuén
lac khiac nhau nhung nhin chung da s6 déu
nhay va c6 dang vét. Mot s6 ching ¢6 khuén lac
dang kho gom: 3R14, 3T11, 3LKT2, 3TKTZ2,
3RKT2, 3RC3, 4LDQ, 4TDQ, 7LDQ1, 7LDQ2,
7TDQ, 7RDQ1, 7RDQ3, 7LKT2, 7TKT1 va
9RDQ4. Mau sic chu yéu la tréng duc, tring
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Bang 1. K&t qua phan lap VSV ndi sinh tit viing sinh thai dat phén (Hai Phong)

T Kg%grizu p':g;’cl’gp Méi truong sm“ytirgi(,f:g Hinh thai khun lac

1 3LbQ2 Pau que LB 24 Trang duc, nhay, dang vét

2 3RDQ1 Pau que LB 24 Trang duc, nhay, dang vét

3 3TKT2 Khoai tay LB 24 Tréng, khd, nhan, dang vét

4 3LC2 Chuéi lin LB 24 Tréng duc, nhay, béng, dang vét
5 3TC2 Chuéi lun LB 24 Trang, nhay, dang vét

6 3RC2 Chuéi lun LB 24 Trang, nhay, nhin, dang vét

7 3RC3 Chuéi lun LB 24 Trang, khd, loang

8 3LXC1 Xuyén Chi LB 24 Tréng duc, nhay, nhin, dang vét
9 3TXC2 Xuyén Chi LB 24 Tréng, nhay, nhan, dang vét

10 3TXC3 Xuyén Chi LB 24 Tréng, nhay, nhan, dang vét

11 3RXC3 Xuyén Chi LB 24 Tréng, nhay, dang vét

12 3RXC4 Xuyén Chi LB 24 Vang nhat, nhay, dang vét

13 4RRL2 Rau lang MPA 24 Trong, nhay, dang vét

14 5RDQ Dau que Hansen 24 Vang nhat, nhay, béng, dang vét
15 5TKT Khoai tay Gause 1 24 Vang, nhay, béng, dang vét

16 5RKT Khoai tay Gause 1 24 Tréng duc, nhay, dang vét

17 6LKT Khoai tay NA 24 Trong, nhay, dang vét

18 6TKT Khoai tay NA 24 Vang, nhay, dang vét

19 6RKT Khoai tay NA 24 Tréng, nhay, nhan, dang vét

20 6TXC1 Xuyén Chi NA 24 Tréng, nhay, dang vét

21 6TXC2 Xuyén Chi NA 24 Tréng duc, nhay, dang vét

22 6RXC1 Xuyén Chi NA 24 Vang nhat, nhay, dang vét

23 7L11 Rau cai Hansen 24 Tréng, nhay, 16i, béng,loang

24 7L12 Rau cai Hansen 24 Tréng, tron, nhay, 16i, tron, bong
25 7R12 Rau cai Hansen 24 Tréng, nhay, 18i, béng,loang

26 7LRL3 Rau lang Hansen 24 Vang, nhay, dang vét

27 7TEQ Pau que Hansen 24 Tréng duc, kho, dang vét

28 7RDQ3 DPau que Hansen 24 Tréng duc, kho, dang vét

29 7LKT1 Khoai tay Hansen 24 Vang, nhay, dang vét

30 7LKT2 Khoai tay Hansen 24 Tréng, khé, dang vét

31 7TTKT2 Khoai tay Hansen 24 Trong, nhay, dang vét

32 7TKT3 Khoai tay Hansen 24 Vang, nhay, 16i, béng, dang vét
33 7LC1 Chuéi lun Hansen 24 Tréng duc, nhay, nhan, dang vét
34 7LC2 Chuéi lun Hansen 24 Tréng, nhay, nhan, dang vét

35 7RC2 Chuéi lun Hansen 24 Vang, nhay, 16i, béng, dang vét
36 7RXC2 Xuyén Chi Hansen 24 Tréng, nhay, dang vét

37 8LC Chuéi lun LGl 36 Trong, nhay, 1i, béng, dang vét
38 8RC Chuéi lun LGl 36 Trong, nhay, 1i, béng, dang vét
39 12RKT2 Khoai tay MRS 48 Tréng, nhay, 1i, bong, dang vét
40 YDTg2 bau twong YMA 24 Trong, nhay, 1i, bong

41 YL1 Lac YMA 36 Tréng, nhay, 1i, bong

42 YLD2 Lac YMA 24 Tréng duc, nhay, 1i, bong
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Hinh 1. Mgt s6 chuing vi sinh vat néi sinh dugc phan lap

trong va vang. Cac mo ta vé dic diém khuén lac
cta cac dong vi khuén tuong tu ciing dude tim
thdy trong nghién ctiu cia Cao Ngoc Diép va
Nguyén Ai Chi (2009).

3.2. Tuyén chon cac chung gidéng vi sinh
vat ndi sinh

3.2.1. Kha ning phan gidi cellulose cua cac
ching VSV néi sinh

Kha ning phan giai cellulose gitip cho VSV
dé xam nhap vao trong cdy sdng noi sinh va
tuong tac véi cay trong. Do d6, danh gia hoat
tinh enzym cellulase 12 mot yéu t6 quan trong
dé tuyén chon cac chiing VSV noi sinh.

S6 liéu bang 2 cho thay: 12 ching cé hoat
tinh cellulase manh nhat gom: 7 chting phan lap
trén méi trucng LB (3TC2, 3RC2, 3RC3, 3TXC2,
3TXC3, 3RXC4, 3TKT2), 1 ching phan 1ap trén
moi truong Gause 1 (5TKT), 3 ching phan lap
trén moi truong NA (6TXC1, 6TXC2, 6RXC1) va
1 ching phan lap trén moéi trudng Hasen
(TLKT2) c6 kich thuéc vong phan gidi cellulose
D > 2,5 cm. Dac biét c6 6 chiung dat kich thuéc
vong phan giai cellulose > 3,8 cm gom: 3TKT2,
3TC2, 3TX(C2, 3TXC3, 3RXC4, 6TXC4 (Hinh 2).

Pay 14 mot trong nhiing chi tiéu quan trong dé
danh gia VSV ndi sinh nhung hau hét cac nghién
cttu veVSV ndi sinh trude day chua quan tAm danh
gia dén kha nang phan giai cellulose nay.

3.2.2. Kha ning phan giii va chuyén héa
lan cua cac chung VSV néi sinh

Két qua danh gia kha ning phan giai lan cta
cic chling vi sinh vat ndi sinh phan lap duge cho
thay: 14 chiing c6 kha nang phan giai lan t6t nhat
gbm 3 chung phan lap trén moi trudng LB
(BLXC1, 3RXC3, 3LDQ2), 1 chiing phan lap trén

moi trusng MPA (4RRL2), 2 ching phén 14p trén
méi truong Gausel (5TKT, 5LKT), 2 ching phan
lap trén moi truong NA (6LKT, 6TKT) va 6 chung
phan lap trén moi truong Hansen (7TKTZ2,
7TKT3, 7L12, 7R12, 7LC1, 7RC2). Cac ching nay
déu c6 kich thuéc vong phan gidi 1an D > 0,3 cm
(Bang 3), trong d6 6 chung c6 kich thuéc vong
phan gidi 1an > 0,4 cm (3RXC3, 6TKT, 6LKT,
4RRL, 3LDQ2, YDTg2), dic biét c6 2 ching cb
kich thuéc vong phan gidi 16n nhat dat 0,9 cm 1a
3RXC3 va YDTg2 (Bang 2). Két qua dat duge vé
kha n#ng phan giai 1an cta cac ching VSV noi
sinh trong nghién ctu nay cé su tuong dong véi
nghién ctu cia D6 Ngoc Huyén va cs. (1998);
Pham Quang Thu, Lé Khanh Van (2005). Nhu
vay, cac chung c6 kha ning phan giai lan t6t, c6
tiém ning ting dung trong thuc té.

3.2.3. Kha ning sinh chat kich thich sinh
truong (IAA) cua cac ching VSV néi sinh

S6 liéu bang2 cho thay cac dong VSV néi
sinh phan l4p dudc c6 kha ning téng hop IAA
trong khoang tit 7,18 - 89,74 pg/ml. Trong d6 c6
45/120 chting dat > 45 pg/ml, chiém 37,5% tong
s6 chiing phén lap dude. Kha ning téng hop IAA
cua ching 3LC2 cao nhat dat 89,74 pg/ml (Bang
2). Nhu vay, tat ca cac chiing VSV noéi sinh phan
lap dudc trong nghién cttu nay déu c6 kha ning
tong hop TAA cao va két qua nay tuong déng véi
nghién ctu ctia Tran Thanh Phong (2012), cao
hon so véi nghién ctiu cua Luong Thi Hong Hiép
va Cao Ngoc Diép (2009) va Nguyén Thi Huynh
Nhu va cs. (2013).

Trén co s danh gia cac chi tiéu vé kha ning
phan giai cellulose, kha ning phan giai va chuyén
héa 1an va kha ning sinh IAA, 42 chiingVSV noi
sinh thé hién cac hoat tinh khao sat t6t nhét cho
cac nghién ciiu tiép theo (Bang 3).
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Bang 2. Kha niang phan giai cellulose, 1an va sinh chat kich thich sinh truéng

cua cac chung vi sinh vat ndi sinh

Buwdng kinh vong

Puwong kinh vong phan giai

T '2{13:%” phan giai (cm) (u';/:‘nl) T 'imr'%“ (cm) (uls/;/:\n )
Cellulose lan Cellulose Lan

1 3LbQ2 - 0,5 77,92 22 B6RXC1 2,6 - 20,39
2 3RDQ1 - 0,1 76,217 23 7L11 1,2 - 20,81
3 3TKT2 3,8 0,2 14,87 24 7L12 - 0,3 72,73
4 3LC2 - 0,2 89,74 25 7R12 2,0 0,3 55,27
5 3TC2 3,8 - 19,57 26 7LRL3 - - 56,73
6 3RC2 2,8 - 27,76 27 7TBQ 1,2 0,2 46,09
7 3RC3 2,8 - 35,18 28 7RDQ3 1,5 - 56,00
8 3LXC1 - 0,3 17,53 29 7LKT1 0,9 0,3 79,00
9 3TXC2 3,8 - 18,87 30 7LKT2 2,8 0,2 17,36
10 3TXC3 3,8 - 35,63 31 7TKT2 1,3 0,3 47,88
11 3RXC3 - 0,9 31,45 32 7TKT3 - 0,3 80,28
12 3RXC4 3,8 - 20,58 33 7LC1 1,3 0,3 24,67
13 4RRL2 - 0,4 88,105 34 7LC2 1,3 - 66,64
14 5RDQ 2,0 - 47,73 35 7RC2 2,3 0,3 19,45
15 5TKT 2,8 0,3 22,96 36 7RXC2 - 0,2 70,81
16 5RKT 2,0 0,3 15,43 37 8LC - 0,3 77,32
17 6LKT - 0,8 12,88 38 8RC - 0,1 58,53
18 6TKT - 0,4 22,96 39 12RKT2 1,5 - 62,24
19 6RKT - - 15,44 40 YDTg2 1,0 0,9 57,58
20 6TXC1 2,6 - 17,34 41 YL1 - - 47,85
21 6TXC2 3,8 - 18,01 42 YLD2 - - 75,09

Ghi chii:( -): khéng thé hién hoat tinh enzyme

Mot s6 chung tuy khéng c6 da hoat tinh cao
G ca 3 chi tiéu danh gia nhung mot hosc hai chi
tiéu con lai cta ching thudc miic cao nhit nén
van duge lua chon dé phuc vu nghién ctu, trong
d6: cac chung 3TKT2, 3TC2, 3TXC2, 3TXCS3,
3RXC4, 6TXC2 c6 kha niang phan giai cellulose
rat manh (vong phan giai = 3,8 cm); cic chliing
3RXC3, 6LKT, YDTg2 c6 kha niéng phan giai

lan cao nhat (0,8 - 0,9 cm). Mot s6 chiing c6 hoat
tinh cao 6 cd kha ning phan giai lan va kha
néng sinh TAA bao gom: 3LDQ2, 3LC2, 4RRL2,
7L12, 7TKT3, 7TRXC2 va S8LC (kha nang phan
giai lan ti 0,2 - 0,5 cm va kha ning sinh TAA tu
70,81 - 89,74 pg/ml).Cac ching thé hién ca 3
hoat tinh kha cao gém c6: 3TKT1, 3TKT2,
5TKT, 7TR12, 7LKT1, 7"TKT2 va YDTg2.

Hinh 2. Vong phan giai cellulose (trai) va phan giai lan (phai) cia mot s6 chung VSV
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3.2.4. Kha nang phan giai tinh bot

Viéc ting dung nhiing dong vi khuén c6 kha
ning chuyén biét dé hoan thién cong nghé san
xuét ché pham sinh hoc dang chiém mot vai tro vo
cung quan trong. Vi vy, viéc nghién ctu, phan
lap cac vi khudn c6 kha ning tiét ra amylase 1a
mot viée lam rat thiét thuc va mang tinh Gng
dung cao (Nguyén Hiiu Hiép va cs., 2012).

Két qua khao sat kha nang phan giai tinh bot
chi rd 10 chiing VSV néi sinh thé hién hoat tinh
amylase manh nhit gém c6: 3TXC3, 3RXC3,
3TKT2, 3LC2, 3TC2, 3RC2, 3LDQ2,4RRL2, 7TR12,
8LC va YLD2. Cac chiung nay cé kich thuéc vong
phén giai tinh bot D > 2,0 cm (Bang 3). So véi cac
chiing vi sinh vat ¢6 kha ning phan hiy tinh bot
dugc phan 1ap bdi Nguyén Hitu Hiép va cs. (2012),
hoat tinh enzym phéan giai tinh b6t ctia cic chiing
nay cb su tuong dong ro rét.

Nguyén Thi Minh

8.2.5. Kha nédng thich itng pH

Nhiéu nghién ctiu da khéng dinh chung vi
sinh vat nao c6 kha ning thich tng pH rong thi
chling dé sé sinh trudng va phat huy tac dung
tot 0 nhiéu vung sinh thai khac nhau. Day la
mét trong nhiing chi tiéu quan trong dé danh
gi4 va tuyén chon cac ching giéng VSV c¢6 hoat
tinh cao dap Gng muc dich nghién ctu.

S6 litu bang 4 cho thay cac ching VSV
nghién ctu ¢6 kha ning thich tng § cac mtc pH
khac nhau. Hau hét cac chung VSV déu phat
trién t6t trén moi truong pH trung tinh (pH = 6
- 7), kém phat trién trén moéi trudng axit yéu
hoic kiém yé&u va phat trién kém nh4t trén moi
truong kiém (pH = 9). Cac ching 3TXC2,
3RXC4, 3RC2, 4RRL2, 6TKT va 6RKT phat
trién t6t trén moi trudng trung tinh va moi
truong kiém nhe, d moéi truong axit kém phat

Bang 3. Kha nang phan giai tinh bt ciia cac chung VSV ndi sinh

TT Ky hiéu chiing Vong PG tinh b6t (cm) TT Ky hiéu chiing Vong PG tinh b6t (cm)
1 3LXC1 - 22 6LKT 0,2
2 3TXC2 - 23 7LRL3 -
3 3TXC3 2,0 24 7TRXC2 1,0
4 3RXC3 2,5 25 7TDQ -
5 3RXC4 - 26 7RDQ3 -
6 3LDQ2 25 27 TTKT2 -
7 3RDQ1 - 28 TTKT3 -
8 3TKT2 2,0 29 7LKT1 0,2
9 3LC2 24 30 7LKT2 0,5
10 3TC2 2,5 31 7L11 -
11 3RC2 3,0 32 7L12 0,2
12 3RC3 - 33 7R12 2,0
13 4RRL2 2,5 34 7LC1 -
14 5RDQ - 35 7LC2 -
15 5TKT 1,5 36 7RC2 -
16 5RKT - 37 8LC 2,0
17 6TXC1 0,2 38 8RC -
18 6TXC2 - 39 12RKT2 -
19 6RXC1 - 40 YDTg2 04

20 6TKT - 41 YL1

21 6RKT - 42 YLD2 2,8

Ghi chii: ( -): khong thé hién hoat tinh enzyme
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Bang 4. Kha nang thich @ng pH cta cac chung VSV ndi sinh

Sé lwgng khuan lac (x 10" CFU/m)

TT Ky hiéu chiing
pH=15 pH=6 pH=7 pH=8 pH=9

1 3LXC1 - 0,01 0,02 - -

2 3TXC2 0,01 1,07 31,10 10,06 -

3 3TXC3 10,17 30,05 76,03 59,26 47,88
4 3RXC3 106,56 112,20 137,12 51,52 29,34
5 3RXC4 0,01 0,07 31,84 17,71 -

6 3LDQ2 46,41 47,65 66,85 47,29 45,2
7 3RDQ1 0,02 26,61 43,66 - -

8 3TKT2 34,42 98,45 99,21 90,62 88,26
9 3LC2 56,45 78,87 99,80 83,86 82,41
10 3TC2 44,67 56,43 96,07 83,88 82,49
11 3RC2 1,71 9,69 66,14 65,89 52,36
12 3RC3 0,01 0,05 25,07 20,96 -
13 4RRL2 - 4,02 6,20 4,10 0,01
14 5RDQ 0,01 0,80 1,09 0,08 0,01
15 5TKT 0,01 0,07 0,10 - -
16 5RKT 0,01 0,01 0,02 0,01 -
17 6TXC1 0,03 0,03 1,69 1,09 -
18 6TXC2 - 0,01 0,51 0,40 0,10
19 6RXC1 0,02 0,05 0,09 0,01 -
20 6TKT 0,02 4,95 51,94 41,70 10,01
21 6RKT 0,02 0,09 6,93 3,73 0,59
22 6LKT - 0,01 0,05 - -
23 7LRL3 0,03 1,29 0,98 0,09 -
24 7TRXC2 - 0,21 0,14 - -
25 7TDQ 0,13 1,78 0,09 0,01 -
26 7RDQ3 3,66 5,37 10,15 - -
27 TTKT2 0,01 0,03 0,02 0,01 -
28 TTKT3 9,21 79,24 59,30 20,10 10,20
29 7LKT1 0,03 0,35 0,21 0,20 0,04
30 7LKT2 1,98 9,45 8,90 0,05 0,02
31 7L11 10,47 60,98 40,10 - -
32 7L12 2,09 4,98 3,29 1,40 0,09
33 7R12 - 1,05 0,86 - -
34 7LC1 20,38 54,67 45,90 2,95 -
35 7LC2 0,01 0,04 0,10 0,01 -
36 7RC2 1,65 11,09 10,10 5,14 0,01
37 8LC 0,09 2,91 1,57 0,39 0,21
38 8RC 1,43 5,32 3,98 0,98 -
39 12RKT2 15,99 52,09 91,93 80,39 45,63
40 YDTg2 0,01 1,90 1,67 0,06 -
41 YL1 0,02 0,03 0,05 0,01 -
42 YLD2 38,79 50,07 79,98 60,43 30,17

Ghi chi: ( -): khéng thé hién kh& ning thich ing pH
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Hinh 4. Kha nang thich ting pH cta chiing 3RC3

trién hon. 10 chung 3TXC3, 3LDQ2, 3RXCS3,
3TKT2, 3TC2, 3LC2, 3LDQ2, YLD2, 7TKT3 va
12RKT2 c¢6 kha nang phat trién manh & tit ca
cac muc pH khac nhau.

Nhu vay, kha néng thich @ing ctia cac chiung
VSV noi sinh trong nghién ctiu nay la tuong dsi
rong trong khoang pH tit 5 - 8. Két qua thi
nghiém nay cling phu hop véi nghién ctiu cta
Nguyén Vian Giang, Tran Thi Dao, Trinh Thi
Thiy An (2016) d3 nghién ctiu va nhan thay
VSV néi sinh hoat déng trong mét pham vi pH
kha rong.

3.2.6. Danh gia kha néng thich ting nhiét dé

S6 lidu khao sat cho thay: Cac chung VSV
khac nhau c6 khoang nhiét dd thich hgp khac
nhau. HAau hét cac ching sinh trudng va phat
trién tét trong khoang nhiét do tit 30 - 40°C,
trong d6 nhiét d6 t6i vu 1a 30°C. Cac ching cé
tinh chiu nhiét cao gbm: 3RXC3, 3RC2, 3TKT2,
3TC2, 3LC2, 3TXC3, 3LDQ2, 6TXC1 va YLD2.
Trong d6, chung 3LC2 dugc danh gia cé tinh
chiu nhiét cao nhat, dat 3,69 - 9,86.10° CFU/ml
(Bang 5).

3.2.7. Tinh déi khang cua ciac ching giéng
tuyén chon

Téng hop cac két qua danh gia cac hoat tinh
sinh hoc ctia cac chung VSV noi sinh da phan lap
dugc, nghién ctiu nay chon duge 8 chting 3RXC3,
3RC2, 3TKT2, 3TC2, 3LC2, 3TXC3, 3LDQ2 va
YLD2 (Hinh 5) vta ¢6 hoat tinh enzyme ngoai
bao manh, kha ning phan giai 1an va kha ning
sinh TAA cao, thich ting pH va nhiét doréng phuc
vu cho san xudt ché& pham dinh dudng vi sinh da
chiic nang bén cho cay trong.

Cac chung VSV tuyén chon dé lam ché
pham dinh dudng vi sinh phai c¢6 tinh déc lap vé
sinh truéng, khong doi khang hay tc ché& nhau.
Két qua khao sat tinh d6i khang gitia cac ching
VSV tuyén chon cho thdy khéng xuét hién vong
d6i khang, do d6cé thé phdi tron ching trong
cung mot loai ch4t mang.

3.2.8. Dinh danh so b6 cac chiing giéng da
tuyén chon

Phan loai cdc chung vi sinh vat bang
phuong phép so sanh dic diém hinh thai va cac
phan {ing sinh héa d#c trung theo khéa phan
loai Bergay’s (2009) gébm c6 2 chung thudc chi
Pseudomonas, 3 ching thudc Azospirillum, 2
chiing thudc Burkholderia va 1 chiing thudc chi
Klebsiella. Nhin chung, cac ching tuyén chon
déu c6 hoat tinh enzyme ngoai bao manh, kha
ning phéan giai lan va sinh chat kich thich sinh
trudng cao, thich ting pH va nhiét d6 rong nén
¢6 tiém ning tng dung dé san xuit ché phim
sinh hoc (Bang 6).

4. KET LUAN VA KIEN NGHI
4.1. Két luan

Trén cd s6 120 chung vi sinh vat noi sinh
dugce phan 1ap tit cac mau cay tréng trén ving
sinh théi d4t phén tai Hai Phong d& tuyén chon
dugc 8 chung bao gém 2 chung thudc chi
Pseudomonas, 3 chiing thudc Azospirillum, 2
chiing thuoc Burkholderia va 1 chiing thudc chi
Klebsiella c6 hoat tinh enzyme ngoai bao (vong
phan giai cellulose > 3,0 cm, phan gii tinh bdt
> 2 ¢cm) va kha n#ng phan gidi 14n manh (vong
phan giai dat 0,2 - 0,9 cm), kha ning sinh chéit
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Bang 5. Kha nang thich @ng nhiét do ctia cac chung VSV ndi sinh

Sé lwong khuan lac (x10” CFU/ml)

TT Ky hiéu chiing
20°C 30°C 35°C 40°C

1 3LXC1 0,01 0,02 0,04 -

2 3TXC2 10,69 31,10 - -

3 3TXC3 32,21 76,03 49,13 38,25
4 3RXC3 48,45 137,12 100,89 58,36
5 3RXC4 - 31,84 1,22 1,87
6 3LDQ2 39,12 66,85 59,01 48,92
7 3RDQ1 10,01 43,66 0,57 0,02
8 3TKT2 52,64 99,21 30,69 28,83
9 3LC2 36,88 99,80 98,61 83,69
10 3TC2 55,34 96,07 87,83 67,20
11 3RC2 62,36 66,14 12,48 91,20
12 3RC3 0,02 0,07 0,01 -
13 4RRL2 0,90 7,27 0,19 -
14 5RDQ 0,01 0,04 0,03 0,01
15 5TKT 0,05 0,17 0,10 -
16 5RKT 0,01 0,30 0,03 0,05
17 6TXC1 20,12 51,69 31,89 13,06
18 B6TXC2 0,02 0,51 0,03 0,01
19 B6RXC1 0,01 0,09 - -
20 6TKT 13,41 51,94 3,94 0,01
21 6RKT 1,04 6,93 3,84 0,17
22 6LKT 0,01 0,05 - -
23 7LRL3 1,01 1,29 - -
24 7RXC2 0,13 0,21 0,09 0,07
25 7TDQ 1,56 1,78 0,03 -
26 7RDQ3 0,01 5,37 - -
27 7TKT2 - 0,03 0,01 -
28 7TKT3 30,57 79,24 34,01 0,08
29 7LKT1 0,21 0,35 0,11 -
30 7LKT2 3,42 9,45 7,66 0,74
31 7L11 10,67 60,98 27,91 1,62
32 7L12 1,95 4,98 0,04 -
33 7R12 0,09 1,05 0,02 0,01
34 7LCA1 29,81 54,67 7,31 0,67
35 7LC2 0,01 0,04 0,04 0,03
36 7RC2 1,03 11,09 3,19 0,01
37 8LC 0,07 2,91 1,40 1,14
38 8RC 1,02 5,32 0,90 0,03
39 12RKT2 10,20 52,09 0,04 -
40 YDTg2 0,01 1,67 - -
41 YL1 - 0,05 0,03 -
42 YLD2 20,90 79,98 69,94 45,52

Ghi chii: ( -): khong hinh thanh khudn lac
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A 4 .4

Hinh 5. Tinh d6i khang (trai) va cac chiing tuyén chon (phai)

Bang 6. Dic diém sinh hoc ctia cac chiing VSV noi sinh dugc tuyén chon

Vong phan giai (cm) IAA Thich trng . .
flia . Phan loai
Ki hiéu Dac diém sinh hoc .
N Tinh o so bd
Cellulose  Lan bot (pg/ml) pH t("C)
3RXC3 - 0,9 2,5 31,45 5-9 20-40 KL mau trdng, Gram am, hinh que, cé Pseudomona
tién mao & cuyc. s 3RXC3
3RC2 3,0 - 3,0 35,18 5-9 20-40 KL mau trdng, Gram am, c6 kha nang Azospirillum
chuyén dong va c6 dang hinh que ngdn ~ 3RC2
3TKT2 3,8 0,2 2,0 14,87 5-9 20-40 KL mau trdng, Gram am, hinh que, c6 Pseudomona
tién mao & cuyc s 3TKT2
3TC2 3,8 - 2,5 19,57 5-9 20-40 KL mau trdng, Gram am, cé kha nang Azospirillum
chuyén dong va cé dang hinh que ngdn ~ 3TC2
3LC2 - 02 25 8974 5-9 20-40 KL mau trdng, duc, Gram am, té bao Klebsiella3L
hinh que, c6 kha nang di chuyén C2
3TXC3 3,8 - 20 3563 5-9 20-40 KL mautring, Gram &m, dang que ngén, c6  Burkholderia
thé di chuyén nho tién mao & dau. 3TXC3
3LDQ2 - 0,5 2,5 77,92 5-9 20-40 KL mau duc, Gram am, dang que ngan, c6 Burkholderia
thé di chuyén nher tién mao & dau. 3LDQ2
YLD2 - - 28 4509 5-9 20-40  KLtréng duc, KL mau trdng, Gram am, Azospirillum
c6 kha nang chuyén déng va c6 dang YLD2

hinh que ngan

Ghi chii: ( -): khong thé hién hoat tinh enzyme,KL: khuan lac.

kich thich sinh trudng cho cdy tréng cao (IAA >
14,87 ug/ml), thich tng véi pH va nhiét d6 rong
(H 5 - 9, 28 - 40°C), c6 trién vong tng dung
trong cai tao va st dung dat pheén.

4.2. Kién nghi

Nghién ctiu sau hon cac chung vi sinh vat
noi sinh da duge tuyén chon dé san xu#t ché
pham sinh hoc phuc vu cho cai tao va st dung
dat phén.
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