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TÓM TẮT 

Đ                 ọ        ệ   ng   ng       ế           n      n ng ng  ệ  

n ng     n ng  u            ư ng r u       ư ng  n    n     ng       ến   n  

ng   n   u    n         u n  ố   n  n  r g n r ng      r ng r u     n  P     n. 

Kết quả cho th y: số  ư ng vi khu n cố   nh nitrogen trong các mẫu   t  r ng rau 

 ạt từ 6,03x 104- 17,71 x 104CFU/g   t khô. Phân lậ   ư c 66 chủng vi khu n cố 

  nh N, từ    tuy n chọn  ư c hai chủng V17 và V27 có khả n ng  ố   nh nitrogen 

mạnh. Kết quả giải trình tự gen: chủng V17 là Microbacterium testaceumvà chủng 

V27 là Bacillus arbutinivorans. 

Từ khóa: phân lập, tuy n chọn, vi khu n cố   nh nitrogen. 

 

1. MỞ ĐẦU 

H ện n    r u    ng  ạ      không an toàn      n           ế   ư  ư ng    n 

     ọ     uố   rừ   u                   r ng r u ng     ng   ng. Vì  ậ ,   ệ    ự    ện 

 ản xu   r u  ạ       n    n  ẽ g    ngườ   ản xu   n ng           ư ng  ản     . Đ  

    ư    ản         r u  ạ       n    n   ì  ộ  n n n ng ng  ệ   ữu         ự   ự 

 ần    ế . Chính vì  ậ ,   ệ   ử   ng  ệ      n   ậ         n ư  ộ      n  n         

 r  n   ả    ự   ậ   ả   ạ               ệ   n               ộ  g ả            ý  r ng 

xu   ế       r  n  ủ  n n n ng ng  ệ   ữu    b n  ững.P  n b n  ữu         n      ản 

           ộ      n   u   ủng      n   ậ   ống  ư    u  n   ọn      ậ   ộ  ạ     u 

  u n  u    n    ế              ngu n ngu  n   ệu  ữu         n  u  n      ng   ả 

n ng       u     ung            n   ư ng          r ng  g     ần  ả   ạ     . Trong 

  u n   ổ b   b   n      ng         ậ   ến     ng   n   u    n  ậ      u  n   ọn 

      ủng      u n  ố   n  nitrogen       ng  uốn  ì  r   ư         ủng      ạ   ự  

 ố   n  N  ạn    ù          ùng   n        ẹ   ủ        ư ng     ạ    ế        n  

 ọ      ư   r   ạ       r ng r u.  
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2.   ƢƠ     Á     I    ỨU 

2.1. Đối tƣợng nghiên cứu 

Các chủng vi khu n có khả n ng  ố   n  N  ư c phân lập từ mẫu   t vùng rễ 

của các loại rau Cả   Tần             T       Ng  … 

2.2.   ƣơ   p áp  ghiên cứu 

- Đ      m thu mẫu:      r ng r u     ng r u Ngọ  P ư       n    ố Tu  H    

  n  P     n. 

- P ư ng         n  ậ      ếm số  ư ng tế bào: sử d ng   ư ng           

   phân lập vi khu n cố   n  N  r n      rường Ashby. Đếm số  ư ng tế bào vi khu n 

b ng   ư ng       ếm gián tiếp thông qua số  ư ng khu n lạc mọc  r n      rường 

thạ    ĩ  [2]. 

- Sàng lọc vi khu n có khả n ng  ố   nh N: tiến hành nuôi c y trực tiếp vi 

khu n  r n      rường Ashby thạ    ĩ    nhiệ   ộ 300C trong khoảng thời gian 4-7 

ng      u    x     n    n   rư ng phát tri n của khu n lạc trên thạ    ĩ . 

- P ư ng       u  n chọn chủng vi khu n có khả n ng  ố   nh N: nuôi c y 

chủng vi khu n trong 50 mL      rường d ch th  Ashby      u kiện lắc 120 vòng/phút, 

nhiệ   ộ 300C sau 4 ngày. Thu d ch nuôi c    x     n       ư ng N-NH4+tạo thành 

b ng   ư ng           u   i thuốc thử Nessler [1]. Phần cặn  ư c s          xác 

  nh sinh khối vi khu n. 

-       nh một số  ặ     m hình thái, sinh hóa và phân loại chủng vi khu n: 

quan sát khu n lạc vi khu n  r n      rường Ashby thạ    ĩ .Qu n      ìn        ế bào 

b ng   ư ng      n uộm Gram [2]. Phân loại chủng vi khu n b ng giải trình tự 16S 

rRNA và tra c u trên Gen Bank      nh danh loài vi khu n [6,7]. 

- Xử lý số liệu: thí nghiệ   ư c lặp lại ba lần, số liệu  ư c tính giá tr  trung 

bìn        n      ANOVA (Dun  n’  test p<0,05) b ng   ư ng trình SPSS 20.0. 

 

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Phân lập và xá  định số lƣợng vi khuẩn cố định nitrogen 

Tiến hành phân lập các chủng vi khu n có khả n ng  ố   n  N  r n      rường 

Ashby thạ    ĩ   ừ 30 mẫu      r ng r u.  ết quả  ư c trình bày   bảng 1. 
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Bảng 1.Số  ư ng      u n  ố   nh nitrogen trong các mẫu   t tr ng rau t nh Phú Yên 

Theo Phạm Th  Ngọ    n     ộng 

 ự  (2         ng   n   u trên n n     

  u  n   n  r u   u  ố  ư ng vi khu n 

cố   nh N cao nh    ạt 22,95 × 106CFU/g 

và th p nh t là 0,13 × 106 CFU/g        n 

nhi u so v i kết quả nghiên c u của 

chúng tôi [3]. Nguyên nhân số  ư ng vi 

khu n cố   n  N  r n   t tr ng r u     ng 

r u Ngọ  P ư      n  P     n g ảm có 

th  là do sử d ng thuốc bảo vệ thực vật 

quá nhi u, sử d ng nhi u phân bón hóa 

họ  …          ệ vi sinh vật có ích trong 

  t giả    ng   . 

 

Hình 1. Vi khu n cố   nh N phân lập trên môi 

 rường Ashby thạ    ĩ  

Từ các mẫu        ng      ã    n  ậ   ư c 66 chủng vi khu n hiếu khí có khả 

n ng  ố   n  N   ư c ký hiệu là V1, V2, V3,, V66. Khi quan sát các khu n lạc vi 

khu n mọ   r n      rường phân lập, chúng tôi nhận th           ặ         ung:    

số khu n lạc có màu trắng, từ trắng trong t i trắng   c, dạng  r n   é    u hoặc 

   ng   u, b  mặt l i, nhầy nh     ường kính khoảng 6 - 9 mm là chủ yếu. Một số 

khu n lạ      ường kính     mm. Ch  một số ít khu n lạc có màu vàng l c, vàng 

nhạt, h ng, b  mặ       ẹ    r n b ng. C     u n lạ    u không tiết sắc tố ra môi 

 rường. 

 

STT Đ    r ng pHKCl 
CFU/g 

(x104) 

1 Ngò – N 4,74 8,81 

2 Ngò – N 4,96 8,34 

3 Ngò – N 4,25 7,92 

4 Ngò – N 4,87 8,22 

5 Cải ngọt – CN 5,67 7,33 

6 Cải ngọt – CN 5,88 8,83 

7 Cải ngọt – CN 5,01 8,66 

8 Cải cay - CC 5,15 14,69 

9 Cải cay - CC 5,70 12,91 

10 Cải cay - CC 5,5 13,43 

11 É trắng – ET 6,12 15,44 

12 É trắng – ET 5,82 17,72 

13 É trắng – ET 4,97 15,95 

14 Xà lách – XL 6,03 6,94 

15 Xà lách – XL 4,72 8,01 

STT Đ    r ng pHKCl 
CFU/g 

(x104) 

16 Hành lá – HL 5,63 10,07 

17 Hành lá – HL 3,76 9,18 

18 Hành lá – HL 3,98 9,77 

19 Húng quế - HQ 4,37 7,58 

20 Húng quế - HQ 5,29 6,05 

21 Húng quế - HQ 4,95 6,59 

22 Tía tô – TT 5,91 9,51 

23 Tía tô – TT 4,11 8,93 

24 Tía tô – TT 4,86 7,48 

25 Diếp cá – DC 4,11 6,03 

26 Diếp cá – DC 4,73 8,15 

27 Rau muống - RM 4,76 8,65 

28 Rau muống - RM 5,66 7,79 

29 M ng     – MT 4,92 8,49 

30 M ng     – MT 4,56 8,72 
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3.2. Đá     á  ă   lự  s    trƣởng và phát triển của các chủng vi khuẩn cố định N 

Khả n ng   n   rư ng và phát tri n của các chủng vi khu n phân lậ   ư c th  

hiện  r n      rường Ashby thạ    ĩ  không bổ sung ngu n nitrogen. Các chủng vi 

khu n muốn   n   rư ng và phát tri n  ư c thì bắt buộc phải cố   nh N từ không khí, 

 ường kính và b  dày khu n lạc phản  n     bộ khả n ng   n   rư ng và phát tri n 

của vi khu n. Kết quả sàng lọc  ư c trình bày   bảng 2. 

Bảng 2.Khả n ng   n   rư ng và phát tri n của các chủng vi khu n phân lập 

S n   rư ng và phát tri n        ư c khu n lạc (mm) Số chủng Tỷ lệ (%) 

Yếu    12 19,41 

Trung bình 6 – 9 29 43,28 

Mạnh 9 – 12 20 29,85 

R t mạnh  13 5 7,46 

Dự             ư c khu n lạc chúng tối nhận th y khả n ng   n   rư ng phát 

tri n của các chủng vi khu n  r n      rường       ng   u. Số chủng vi khu n có khả 

n ng   n   rư ng phát tri n trung bình và mạnh chiếm tỷ lệ cao (trung bình: 43,28%; 

mạnh: 29,85%), còn các chủng r t mạnh chiếm tỷ lệ khá th p(7,46%). 

T    Đỗ K   N ung    Vũ T  n  C ng (2       r ng  ố 16 chủng vi khu n cố 

  nh N phân lập từ   t tr ng mía ch  có 2 chủng vi khu n có khả n ng  ố   nh N mạnh 

[4]. Ng   n   u  ủ  P ạ  T   Ngọ    n     ộng  ự (2       ừ       u  n   n  r u   

  n  T ừ  T   n Huế  ã    n  ậ   ư         ủng      u n     2   ủng 

Stenotrophomonas maltophiliaN      Paenibacillus mucilaginosusN         ả n ng  ố   n  

n  r g n  ạn [3]. 

3.3. Tuyển chọn chủng vi khuẩn có khả  ă   cố định nitrogen mạnh 

Đ  tuy n chọn chủng vi khu n cố   nh nitrogen mạnh, chúng tôi lựa chọn 5 

chủng     ường kính l n nuôi c y lắ   r ng      rường Ashby d ch th . Sau 4 ngày, 

x     nh sinh khố              ư ng N-NH4+  r ng      rường nuôi c y b ng   ư ng 

pháp so màu v i thuốc thử Nessler   bư c sóng 425 nm. Kết quả  ư c trình bày   

bảng 3. 

Bảng 3.Khả n ng   n   rư ng phát tri n và cố   nh nitrogen của các chủng vi khu n 

Chủng      u n Sinh khối khô (mg/mL) H    ư ng N-NH4(mg/L) 

V14 2,53c 124,84c 

V17 3,98a 233,62a 

V20 2,33c 124,41c 

V22 2,28c 127,83c 

V27 3,22b 201,23b 

 Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trên cùng một cột ch  sự sai khác trung bình mẫu có ý 

ng ĩ  t ống kê với p<0,05 (Duncan’s test) 
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Qua kết quả phân tích cho th y, trong số 5 chủng vi khu n nghiên c u    hai 

chủng     khả n ng   n   rư ng phát tri n     ố   n  N mạnh        rường Ashby 

d ch th  là V17 và V27. H    ư ng N-NH4+ ần  ư      233,62  g/     2  ,23 mg/L. Tuy 

nhiên,   n    ố   ủ  2   ủng V      V2         n     ng   n   u              u n  ố 

  n  n  r g n. T    P ạ  T   Ngọ    n     ộng  ự (2      2   ủng Stenotrophomonas 

maltophiliaN      Paenibacillus mucilaginosusN          ả n ng  ố   n   ạn    ng 

  ờ   ạ    n    ố  khô      ần  ư      2   2  g/             g/mL sau khi  ố  ưu     

   u   ện nu       [3]. 

T    Đỗ     N ung    Vũ T  n  C ng (2       r ng  ố 16 chủng vi khu n cố 

  nh N phân lập từ   t tr ng mía, chủng A1 có khả  n ng  ố   nh N v        ư ng N-

NH4+ là 8,09 mg/L sau 4 ngày nuôi c y [4].C n  ế   uả ng   n   u  ủ  Đỗ Hoành Quân 

(2011)   ì vi khu n Azotobacter từ các mẫu   t l y              m khác nhau (Hà Nội, 

    Đ ng  Đ ng Nai, Long An, Ti n Giang, Bến Tre),      ư ng N-NH4+ cố   nh 

 ư c của chủng Az     r ng    u kiện nuôi c y tố  ưu   n   i 164,27 mg/L [5]. 

3.4. Phân loại 

Hai chủng vi khu n V17 và V27 ư c phân loại b ng giải trình tự gen 16S rRNA 

và tra c u trên Gen Bank      nh danh loài. 

3.4.1. Chủng V17 

Chủng V  V    ư c nuôi c    r n      rường Ashby thạ    ĩ    ìn       

khu n lạ      ặ       n ư   u:   u n lạc màu trắng  r ng  ậ         é    u, không 

tiết sắc tố r       rường. Đường kính khu n lạ   ạt 16 mm sau 4 ngày nuôi c y. Trong 

   u kiện nuôi c y lắ       rường Ashby d ch th , chủng V17 phát tri n làm d ch nuôi 

c y từ dạng lỏng chuy n sang dạng quánh. Quan sát tiêu bản nhuộm Gram chủng V17: 

Gram âm, tế bào có hình que ngắn ( ìn  2). 

 

Hình 2.Chủng V17  r n      rường thạ    ĩ     ảnh ch p tiêu bản (x100) 

Chủng V    ư   g ả   rìn   ự g n   S rRNA    so sánh v i dữ liệu Genebank 

trên trang web NCBI b ng công c  BLAST SEARCH. Trình tự n    ư ng   ng 99% v i 
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trình tự của loài VK Microbacterium testaceum  ã  ư     ng  ý  r ng G n b n       i 

giá tr  E - value b ng 0,0 (hình 3). 

 

 

Hình 3.Kết quả giải trình tự gen 16S rRNA của chủng V17 và tra c utrên Blast search 

3.4.2. Chủng V27 

Chủng V2   ư c nuôi c    r n      rường Ashby thạ    ĩ    ìn         u n 

lạ      ặ       n ư   u:   u n lạc màu trắng  r ng   r n   é    u, dày, không tiế   ắ  

tố r       rường. Đường kính khu n lạ   ạt 14 mm sau 4 ngày nuôi c  . Tr ng    u 

kiện nuôi c y lắ       rường Ashby d ch th , chủng V27 phát tri n làm d ch nuôi c y 

từ dạng lỏng chuy n sang dạng quánh. Quan sát tiêu bản nhuộm chủng V27: Gram 

âm, tế bào có hình que ngắn ( ìn    . 

 

Hình 4.Chủng V27  r n      rường thạ    ĩ     ảnh ch p tiêu bản (x100) 
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Tư ng  ự, chủng V2   ư   g ả   rìn   ự g n   S rRNA    o sánh v i dữ liệu 

Genebank trên trang web NCBI b ng công c  BLAST SEARCH. Trình tự n    ư ng 

  ng 99% v i trình tự của loài VK Bacillus arbutinivorans  ã  ư     ng  ý  r ng 

Genebank và v i giá tr  E - value b ng     ( ìn    . 

 

 

Hình 5. Kết quả giải trình tự gen 16S rRNA của chủng V27 và tra c u trên Blast search 

 

4. KẾT LUẬN 

1. Số  ư ng vi khu n cố   nh N trong các mẫu          ộng trong khoảng 6,02 x 104 

– 17,72 x 104CFU/g   t khô. Từ 30 mẫu   t    ùng   t  r ng r u tạ    ng r u Ngọ  

P ư  , t nh P     n   ã    n  ậ   ư c 66 chủng vi khu n có khả n ng  ố   nh N. 

2. Tuy n chọn  ư c 02 chủng vi khu n cố   nh N mạnh là V17, V27: 

- Chủng V17:  ường kính khu n lạc 16 mm, sinh khối khô 3,98 mg/mL, hàm 

 ư ng N-NH4+       ũ     233,62 mg/L. 

- Chủng V27:  ường kính khu n lạc 14 mm, sinh khối khô 3,22 mg/mL, hàm 

 ư ng N-NH4+       ũ     201,23 mg/L. 

3. Kết quả giải trình tự gen 16S rRNA:Chủng V17 làMicrobacterium testaceum và 

chủng V27 là Bacillus arbutinivorans. 
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ISOLATION AND SELECTION OF NITROGEN FIXING BACTERIA IN SOIL OF 

VEGETABLES FIELDS IN PHU YEN PROVINCE 
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ABSTRACT 

To contribute the scientific foundation for applying the microbial products to 

safely improve the vegetation productivity and quality in agriculture, we carried 

out the research on strains of nitrogen fixing bacteria in soil of vegetable fields in 

Phu Yen province. The results revealed that the number of bacteria in soil samples 

of vegetable fields ranged from 6.02x104 to 17.72x104 CFU/g. 66 strains of nitrogen 

fixing bacteria were isolated, of which two strains V17 and V27 with the strongest 

nitrogen fixation were chosen. The results of DNA sequencing determined that 

strain V17 is Microbacterium testaceum and strain V 27 is Baccillus arbutinivorans.  

Keywords: isolation, nitrogen fixingbacteria,  selection... 
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Đại học Khoa họ   Đại học Huế. N   2004, bà nhận học v  tiến  ĩ   u  n 

ngành Sinh lý thực vật tạ  Đại học Huế. Từ n     8   ến nay, bà là giảng 

viên tạ  Trường Đại học Khoa họ   Đại học Huế.  

Lĩn  vực nghiên c u: Sinh học. 

 

      ị  ả     u sinh ngày 16/01/1987 tạ  Huế. N   2     bà tốt nghiệ  

 ử n  n ng n  S n   ọ   ạ  Trường Đại họ        ọ   Đạ   ọ  Huế. N   

2017, bà tốt nghiệ    ạ   ĩ   u  n ng n  S n   ọ    ự  ng  ệ   ạ  Trường 

Đại họ        ọ   Đạ   ọ  Huế. Từ n   2  2  ến nay, bà    ng   n   u 

viên tại Khoa Sinh  ọ   Trường Đại họ        ọ   Đạ   ọ  Huế. 

 

Tạ Di u Đ    sinh ngày 17/09/1985 tạ  P     n. N   2     bà tốt nghiệp 

cử nhân Sinh họ       rường tại  rường Đại học Sư   ạ  Đ  Nẵng. N   

2018 bà tốt nghiệp Thạ   ĩ   u  n ng n  S n   ọc thực nghiệm tại trường 

Đại học Khoa học  Đại học Huế. Hiện tại, bà giảng dạy tại Trung tâm 

Hư ng nghiệ    ường xuyên huyện Tây Hòa, t nh Phú Yên. 
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