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TÓM TẮT 

Bệnh đốm trắng là một trong những bệnh hại nghiêm trọng gây thiệt hại lớn trên các loài cây 

trồng nói chung và ở cả loài lan nói riêng. Nghiên cứu được thực hiện nhằm phân lập và tuyển chọn các 

dòng vi khuẩn có khả năng đối kháng với nấm Neoscytalidium sp. gây bệnh đốm trắng trên lan Ngọc 

điểm. Từ 7 mẫu đất vườn trồng lan Ngọc điểm được thu tại Bến Tre, Vĩnh Long và Cần Thơ, 26 dòng 

vi khuẩn có khả năng đối kháng nấm Neoscytalidium sp. đã được phân lập. Hiệu lực đối kháng nấm của 

các dòng vi khuẩn dao động từ 62,2 – 79,2%. Kết quả khảo sát các cơ chế đối kháng của các dòng vi 

khuẩn cho thấy có 21/26 dòng có khả năng sản sinh siderophore, 25/26 dòng có khả năng phân giải 

cellulose, 25/26 dòng có khả năng phân giải chitin và 26/26 dòng có khả năng phân giải protein. Dòng 

vi khuẩn SH8 có hiệu lực đối kháng cao nhất được chọn để định danh truyền thống dựa vào hệ thống 

phân loại Bergey. Kết quả cho thấy dòng vi khuẩn SH8 có đặc điểm phù hợp với các loài thuộc chi 

Bacillus. Kết hợp định danh bằng giải trình tự vùng gen 16S rRNA và các thử nghiệm sinh hóa cho thấy 

dòng vi khuẩn SH8 có quan hệ gần nhất với loài Bacillus amyloliquefaciens. 

Từ khóa: Bacillus amyloliquefaciens, định danh, đốm trắng, lan Ngọc điểm, Neoscytalidium sp.. 

Nhận bài: 28/12/2017  Hoàn thành phản biện: 24/01/2018  Chấp nhận bài: 26/01/2018 

   

1. MỞ ĐẦU 

Lan Ngọc điểm (Rhynchostylis gigantea được mô tả đầu tiên bởi Lindley vào năm 

1896) hay còn được gọi là Nghinh xuân là một loại lan quý và có giá trị kinh tế cao với hương 

thơm đặc trưng, màu sắc đa dạng, hình dạng độc đáo (Nguyễn Công Nghiệp, 2006). Bên cạnh 

đó, việc sản xuất và nhân giống loài lan này gặp nhiều khó khăn do ảnh hưởng của các tác 

nhân gây bệnh làm giảm năng suất và chất lượng của cây. Đặc biệt là bệnh đốm trắng do nấm 

Neoscytalidium sp. gây ra (Huang và cs., 2016). Theo Nguyễn Hồng Sơn và cs. (2015), cho 

thấy đây là loại nấm bệnh phát triển nhanh mạnh và lan nhanh trên diện rộng. Các biện pháp 

phòng trừ bệnh chủ yếu hiện nay là sử dụng thuốc bảo vệ thực vật hóa học. Tuy nhiên, biện 

pháp này tác động xấu đến môi trường do dư lượng hóa chất sẽ tồn đọng trong đất, nguồn nước 

và không khí gây nguy hiểm đối với sức khỏe con người và các sinh vật khác. Phòng trừ bệnh 

cho cây bằng việc sử dụng vi khuẩn đối kháng với nấm bệnh là biện pháp sinh học đang rất 

được quan tâm nghiên cứu, nhằm mục đích nâng cao hiệu quả phòng trừ bệnh đốm trắng đồng 

thời tạo điều kiện cho lan Ngọc điểm phát triển tốt nhất mà không phải sử dụng thuốc bảo vệ 

thực vật hóa học. Vì vậy, đề tài: “Phân lập và tuyển chọn vi khuẩn đối kháng nấm 

Neoscytalidium sp. gây bệnh đốm trắng trên lan Ngọc điểm” đã được thực hiện với mục đích 
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tìm ra các dòng vi khuẩn đối kháng nấm, làm cơ sở phát triển các biện pháp phòng trừ nấm 

bệnh bằng biện pháp sinh học. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Mẫu lá lan Ngọc điểm bị bệnh đốm trắng. Mẫu đất vườn trồng lan Ngọc điểm được 

thu tại ba tỉnh Cần Thơ, Vĩnh Long, Bến Tre vào tháng 12/2016. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu  

2.2.1. Phân lập nấm Neoscytalidium sp. gây bệnh đốm trắng trên lan Ngọc điểm 

Mẫu bệnh đốm trắng có triệu chứng đặc trưng trên lá lan Ngọc điểm thu thập về, được 

khử trùng bằng cồn 70% (30 giây) sau đó rửa lại với nước cất vô trùng. Cắt lấy vết bệnh với 

kích thước khoảng 1 × 1 cm đặt vào đĩa petri chứa môi trường PDA (200 g khoai tây, 20 g D-

Glucose, 15 g Agar), ủ ở nhiệt độ 37℃ đến khi khuẩn ty xuất hiện. Tiến hành phân lập nấm 

bệnh cho đến khi đạt độ thuần chủng. Quan sát đặc điểm hình thái của nấm dưới kính hiển vi 

quang học. Tiến hành lây bệnh nhân tạo trên lá lan khỏe theo quy trình Koch để xác định chính 

xác mầm bệnh phân lập được là nấm Neoscytalidium sp.. Sau đó tiến hành phân lập lại nấm 

bệnh từ mẫu lá lan mới bị bệnh, mẫu nấm sau khi phân lập phải giống với mẫu nấm được làm 

thuần ban đầu. 

2.2.2. Phân lập vi khuẩn có khả năng đối kháng nấm Neoscytalidium sp. từ đất vườn trồng lan 

Ngọc điểm 

Phương pháp thu mẫu đất và phân lập vi khuẩn đối kháng dựa theo nghiên cứu của 

Abdulkadir và Waliyu (2012). Mẫu đất được lấy từ bề mặt cho đến độ sâu 2 – 3 cm. Sử dụng 

môi trường NA (10 g/L pepton, 5 g/L beef extract, 5 g/L NaCl, 10 g/L D-Glucose, 20 g/L agar) 

để phân lập vi khuẩn đối kháng. Khi đã đạt độ thuần chủng, các dòng vi khuẩn được cấy truyền 

trên môi trường NA (để quan sát đặc điểm khuẩn lạc và đặc điểm tế bào vi khuẩn). 

2.2.3. Khảo sát khả năng đối kháng nấm của các dòng vi khuẩn đã phân lập được từ đất vườn 

trồng lan Ngọc điểm 

Khảo sát khả năng đối kháng nấm của vi khuẩn được tiến hành bằng phương pháp cấy 

kép. Trong đó, đĩa petri chứa môi trường PDA được chia làm 4 góc, nấm được cấy vào giữa 

đĩa, vi khuẩn được cấy vào 3 góc cách tâm khoảng 3 cm và góc còn lại là đối chứng. Sau 2 

ngày ủ ở nhiệt độ 30℃, tiến hành quan sát sự hình thành vùng kháng nấm và tính hiệu lực ức 

chế sự phát triển của nấm bởi vi khuẩn được tính theo công thức (Han và cs., 2015): 

  I = 
R

rR 100)( 
 %  (1) 

Trong đó, I là hiệu lực đối kháng (ức chế sự phát triển của nấm bởi vi khuẩn), R là 

bán kính hệ sợi nấm đối chứng, r là bán kính hệ sợi nấm có chủng vi khuẩn (cm). 

2.2.4. Khảo sát các cơ chế đối kháng của vi khuẩn 

Các cơ chế đối kháng của vi khuẩn được xác định nhờ vào khả năng phân hủy các cơ 

chất và làm đổi màu môi trường đặc hiệu xung quanh khuẩn lạc vi khuẩn. 
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Khả năng sản sinh siderophore: Thí nghiệm được thực hiện trên môi trường CAS 

((60,5 mg CAS + 50 mL H20), 10 mL Fe(III) (1 mM FeCl3.6H2O, 10 mM HCl), 40 ml HDTMA 

(72,9 mg HDTMA + 40 mL H2O)) (Chrome Azurol S Agar) (Schwyn và Neilands, 1987). Các 

dòng vi khuẩn được nuôi trên môi trường CAS-blue agar, ủ ở 30℃ trong 3 ngày. Sau thời gian 

3 ngày, tiến hành đo đường kính vòng halo màu vàng xung quanh khuẩn lạc để đánh giá khả 

năng sản sinh siderophore của vi khuẩn.  

Xác định khả năng phân giải chitin: Thực hiện trên môi trường YEG (4 g/L Yeast 

extract, 20 g/L Glucose, 20 g/L Agar) bổ sung 1% dịch huyền phù chitin, ủ ở 30℃ trong 3 

ngày (Hsu và Lockwood, 1975). Khả năng phân giải chitin được xác định bằng cách nhuộm 

với dung dịch Lugol 1%. Vi khuẩn phân giải chitin sẽ tạo vòng halo không bắt màu thuốc 

nhuộm xung quanh khuẩn lạc, đo đường kính vòng halo để xác định khả năng phân giải chitin 

trong môi trường. 

Xác định khả năng phân giải cellulose: Thí nghiệm được thực hiện trên môi trường 

CMC (10 g/L CMC, 1 g/L (NH4)2SO4, 1 g/L K2HPO4, 0,5 g/L MgSO4.H2O, 0,001 g/L NaCl, 

15 g/L Agar). Vi khuẩn phân giải CMC sẽ tạo vòng halo không màu xung quanh khuẩn lạc 

sau khi nhuộm với dung dịch Congo Red 0,1% và rửa lại bằng NaCl 1M (Teather và Wood, 

1982).  

Xác định khả năng phân giải protein: Khả năng phân giải protein của các dòng vi 

khuẩn được đánh giá nhờ vào khả năng tạo vòng phân giải trên môi trường SMA (28 g/L SMA, 

5 g/L casein enzyme hydrolysis, 2,5 g/L Yeast Extract, 1 g/L D-Glucose, 15 g/L Agar) 

(Ghorbel và cs., 1993). Sau thời gian 3 ngày, tiến hành đo đường kính vòng halo không màu 

xung quanh khuẩn lạc để đánh giá khả năng phân giải protein của vi khuẩn.  

Công thức tính khả năng phân giải: [Đường kính vòng halo (D) – Đường kính khuẩn 

lạc vi khuẩn (d)]. 

2.2.5. Định danh vi khuẩn đối kháng bằng phương pháp truyền thống – Hệ thống phân loại 

Bergey 

Chọn một dòng vi khuẩn có khả năng đối kháng mạnh với nấm Neoscytalidium sp. để 

định danh bằng phương pháp truyền thống thông qua việc khảo sát các đặc điểm hình thái học 

kết hợp với các thử nghiệm sinh hóa như: nhuộm Gram, nhuộm bào tử, thử nghiệm catalase, 

thử nghiệm oxidase, thử nghiệm tính di động. 

2.2.6. Phương pháp hiện đại – Giải trình tự vùng gen 16S rRNA của vi khuẩn 

Ly trích DNA của vi khuẩn: Dựa theo quy trình chuẩn của Sambrook và cs. (1989) và 

được hiệu chỉnh bởi Nguyễn Thị Liên (2013). 

Vùng gen 16S rRNA được lựa chọn khuếch đại để tiến hành định danh vi khuẩn. Sử 

dụng cặp mồi 27F và 1495R (Weisburg và cs., 1991) với trình tự như sau: Mồi xuôi 27F (5’-

AGA GTT TGA TCC TGG CTC-3’) và mồi ngược 1495R (5’- CTA CGG CTA CCT TGT 

TAC GA-3’) 

Thực hiện phản ứng PCR bằng máy PCR Bio-Rad C1000 để khuếch đại đoạn gen mục 

tiêu theo chu kỳ nhiệt sau: phản ứng PCR được biến tính ở 94℃ trong 5 phút, sau đó lặp lại 35 
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chu kỳ với các bước (Biến tính ở 94℃ trong 1 phút 30 giây, gắn cặp mồi vào khuôn ở nhiệt độ 

53℃ trong 1 phút, kéo dài ở 72℃ trong 1 phút 30 giây), giai đoạn ổn định được duy trì ở 72℃ 

trong 5 phút. Cuối cùng mẫu được trữ ở 4℃. 

Kiểm tra sản phẩm PCR trên gel agarose: Sau khi phản ứng PCR được thực hiện, sản 

phẩm PCR được điện di trên gel agarose 1,5% có bổ sung Safe view. 

Sản phẩm PCR sau đó được gửi giải trình tự bằng máy giải trình tự tự động tại công 

ty TNHH MTV Sinh Hóa Phù Sa. Sử dụng chương trình BLAST để so sánh trình tự vùng gen 

16S rRNA của các dòng vi khuẩn cần định danh với các trình tự có trong ngân hàng dữ liệu 

của NCBI (National Center for Biotechnology Information). 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quả phân lập nấm gây bệnh 

Từ mẫu lá lan Ngọc điểm bị bệnh đốm trắng đã phân lập được nấm Neoscytalidium 

sp. dựa vào đặc điểm sợi nấm, bào tử và khuẩn ty (Hình 1). Sau hai ngày cấy nấm phát triển 

trên hoàn toàn đĩa thạch và nấm có khuẩn lạc màu trắng.  Sau 7 ngày cấy thì khuẩn lạc nấm 

chuyển sang màu đen. Khuẩn ty có màu nâu đến đen, có vách ngăn ngang và phân nhánh. Bào 

tử của nấm có nhiều hình dạng khác nhau như bào tử hình trụ (có kích thước 1,5 – 3 x 6 – 15 

μm), bào tử hình elip, hình cầu (có kích thước 3 – 5 x 10 – 15 μm và có vách ngăn). 

 

Hình 1. Đặc điểm của nấm Neoscytalidium sp.. 

(A: Khuẩn lạc nấm mặt trên, B: Khuẩn lạc nấm mặt dưới. C: Bào tử, D: Khuẩn ty) 

Sau khi phân lập nấm, tiến hành chủng bệnh nhân tạo vào lá lan Ngọc điểm theo quy 

trình Koch. Sau 7 ngày chủng bệnh, lá lan xuất hiện những triệu chứng ban đầu của bệnh đốm 

trắng, hình thành các bệnh màu trắng tại vị trí chủng bệnh. Tiếp tục quan sát lá lan sau 30 ngày 

chủng bệnh thì vết bệnh do nấm gây ra có dấu hiệu đặc trưng của bệnh đốm trắng. Điều đó 

chứng tỏ nấm Neoscytalidium sp. đã phân lập được có khả năng gây bệnh trên lan Ngọc điểm. 

 

Hình 2. Lá lan đã chủng nấm bệnh sau 7 ngày chủng, 14 ngày chủng, 30 ngày chủng. 

 

 

400X 400X 
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3.2. Kết quả phân lập và khảo sát khả năng đối kháng nấm Neoscytalidium sp. của vi 

khuẩn 

Từ 7 mẫu đất khác nhau thu tại Bến Tre, Vĩnh Long và Cần Thơ, chúng tôi đã phân 

lập được 26 dòng vi khuẩn có khả năng đối kháng với nấm Neoscytalidium sp.. Kết quả cho 

thấy 26 dòng vi khuẩn đều phát triển nhanh và tạo thành khuẩn lạc sau 24 giờ.  

 

Hình 3. Hình dạng khuẩn lạc của một số dòng vi khuẩn đối kháng nấm Neoscytalidium sp.. 

Hiệu lực đối kháng của 26 dòng vi khuẩn phân lập được đối kháng với nấm  

Neoscytalidium sp. dao động từ 62,2 – 79,2% sau 4 ngày chủng vi khuẩn. Điều này cho thấy 

các dòng vi khuẩn phân lập được đều có khả năng đối kháng cao trên 60%. Trong đó, dòng vi 

khuẩn SH8 có hiệu lực đối kháng cao nhất là 79,2% và dòng vi khuẩn HL7 có hiệu lực đối 

kháng thấp nhất là 62,2%. Sau 9 ngày cấy, hầu hết các dòng vi khuẩn vẫn duy trì được khả 

năng đối kháng nấm, đặc biệt là dòng vi khuẩn SH8 có khả năng ức chế mạnh sự phát triển 

của nấm Neoscytalidium sp. (Hình 4). 

 

Hình 4. Dòng vi khuẩn SH8 ức chế sự phát triển của nấm trên đĩa thạch. 

(A: Khuẩn lạc mặt trên, B: Khuẩn lạc mặt dưới) 

3.3. Kết quả khảo sát các cơ chế đối kháng  

Trong 26 dòng vi khuẩn đối kháng thì có 21 dòng vi khuẩn có khả năng sản sinh 

siderophore (chiếm 80,8%) (Hình 5A). Khả năng sản sinh siderophore đo được xung quanh 

khuẩn lạc của các dòng  vi khuẩn dao động từ 0,23 – 1,37 cm. Trong đó, dòng vi khuẩn có khả 

năng sản sinh siderophore cao nhất là SH8 (1,37 cm) và dòng vi khuẩn có khả năng sản sinh 

siderophore thấp nhất là BT1 (0,23 cm). Trong nghiên cứu của Hien và cs. (2017) về các dòng 

vi khuẩn được phân lập từ đất vùng rễ trồng thanh long có khả năng đối kháng với nấm 

Neoscytalidium dimidiatum gây bệnh đốm trắng cho kết quả cao hơn với khả năng sản sinh 

siderophore từ 1,83 – 0,06 cm. Điều này cho thấy rằng khả năng sản sinh siderophore của các 

dòng vi khuẩn được phân lập từ các nguồn khác nhau thì khác nhau. Các sinh vật thường cần 

rất nhiều sắt để tăng trưởng nhưng sắt lại khan hiếm trong môi trường, dẫn đến sự cạnh tranh 

sắt của vi sinh vật (Neilands, 1981). Siderophore của vi khuẩn có ái lực mạnh với ion Fe giúp 

vi khuẩn cạnh tranh tốt hơn nguồn dinh dưỡng này, giúp hạn chế sự phát triển của nấm bệnh. 

1 cm 1 cm 

A B 

R 

r 
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Trong 26 dòng vi khuẩn khảo sát trên môi trường YEG bổ sung 1% chitin thì có 25 

dòng vi khuẩn có khả năng phân giải chitin (chiếm khoảng 96%) (Hình 5B). Khả năng phân 

giải chitin của các dòng vi khuẩn đo được từ 0,60 – 2,33 cm. Trong đó, dòng BT3 có khả năng 

phân giải chitin cao nhất là 2,33 cm và dòng B1.8 có khả năng phân giải chitin thấp nhất là 

0,60 cm. Trong nghiên cứu của Hien và cs. (2017) cho kết quả thấp hơn với khả năng phân 

giải chitin từ 0,13 – 1,47 cm. Điều này cho thấy hầu hết các dòng vi khuẩn có khả năng đối 

kháng với nấm bệnh đều tiết enzyme chitinase để phân giải chitin. Vì chitin là một thành phần 

quan trọng cấu tạo vách tế bào nấm bệnh. Khả năng sản sinh enzyme chitinase là một trong 

những yếu tố quan trọng để khảo sát khả năng kháng nấm của các dòng vi khuẩn bằng việc 

phân giải vách tế bào nấm bệnh. 

Trong 26 dòng vi khuẩn có khả năng đối kháng với nấm thì có 25 dòng vi khuẩn có 

khả năng phân giải cellulose (chiếm khoảng 96%) (Hình 5C). Khả năng phân giải cellulose 

của các dòng vi khuẩn dao động từ 0,20 – 1,80 cm. Trong đó, dòng vi khuẩn có khả năng phân 

giải cellulose cao nhất là B1.4 (1,80 cm), dòng vi khuẩn có khả năng phân giải cellulose thấp 

nhất là TV9 (0,2 cm). Trong nghiên cứu của Hien và cs. (2017) cho kết quả thấp hơn với khả 

năng phân giải cellulose từ 0,25 – 1,33 cm. Điều này cho thấy, cellulose là một trong những 

thành phần chính của vách tế bào nấm bệnh. Vi khuẩn sản sinh enzyme cellulase phân giải 

cellulose sẽ góp phần phân hủy vách tế bào và giúp ức chế sự phát triển của nấm bệnh. 

Kết quả khảo sát khả năng phân giải protein thì 26 dòng vi khuẩn có khả năng đối 

kháng nấm đều có khả năng phân giải (chiếm 100%) (Hình 5D). Khả năng phân giải protein 

của các dòng vi khuẩn do được dao động từ 0,10 – 1,17 cm. Trong đó, dòng vi khuẩn có khả 

năng phân giải protein cao nhất là B1.4 (1,17 cm) và thấp nhất là B2.1 (0,10 cm). Kết quả thấp 

hơn so với kết quả nghiên cứu của Hien và cs. (2017) với khả năng phân giải protein từ 0,37 

– 2,10 cm. Từ kết quả cho thấy, các dòng vi khuẩn đối kháng với nấm bệnh đều có khả năng 

phân giải protein. Vì vậy, enzyme protease được tiết ra từ các dòng vi khuẩn đối kháng cũng 

có khả năng phân giải vách tế bào nấm bệnh. 

 

Hình 5. Kết quả khảo sát các cơ chế đối kháng của một số dòng vi khuẩn. 

(A: Khả năng sản sinh siderophore của dòng vi khuẩn SH8, B: Khả năng phân giải chitin của dòng vi khuẩn 

SH15, C: Khả năng phân giải cellulose của dòng vi khuẩn SH3, D: Khả năng phân giải protein của dòng vi 

khuẩn HL7) 

Sau kết quả khảo sát các cơ chế đối kháng của 26 dòng vi khuẩn đã phân lập được cho 

thấy những dòng vi khuẩn có hiệu suất đối kháng cao nhất đều có khả năng phân giải cellulose, 

protein, chitin và sản sinh siderophore. Điều này cho thấy rằng các cơ chế đối kháng trên đóng 

vai trò quan trọng góp phần hình thành nên khả năng đối kháng nấm của vi khuẩn. 
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Trong 26 dòng vi khuẩn đối kháng đã phân lập được thì dòng vi khuẩn SH8 có hiệu 

lực đối kháng cao nhất (Bảng 1) được chọn định danh bằng phương pháp truyền thống – Hệ 

thống phân loại Bergey kết hợp với phương pháp định danh hiện đại giải trình tự vùng gen 

16S rRNA. Do hiệu lực đối kháng là thành phần quan trọng nhất trong việc xác định khả năng 

đối kháng của vi khuẩn. 

Bảng 1. Hiệu lực đối kháng và các cơ chế đối kháng của 6 dòng vi khuẩn triển vọng nhất 

Dòng vi 

khuẩn 

Hiệu lực 

đối kháng 

(%) 

Các đặc tính đối kháng 
Số cơ 

chế 

đối 

kháng 

Khả năng 

sản sinh 

siderophore 

(cm) 

Khả năng 

phân giải 

cellulose 

(cm) 

Khả năng 

phân giải 

chitin (cm) 

Khả năng 

phân giải 

protein 

(cm) 

SH8 79,2a 1,37a 1,10b-e 0,97ghi 0,67de 4 

B2.9 78,5ab 0,67def 0,73hij 1,17fgh 0,33fg 4 

SH3 77,8abc 0,60efg 1,77a 1,30efg 0,57ef 4 

B1.18 77,8abc - 0,47k 1,03ghi 0,33fg 3 

VL10 77,0abc 0,60efg 0,87fgh 1,80bcd 0,27g 4 

BT11 77,0abc 0,80cde 1,00def 2,07ab 0,67de 4 

P 0,00  0,00 0,00 0,00 0,00  

%CV 3,51 12,71 6,42 12,40 12,91  

Chú thích: Số liệu trong bảng là giá trị trung bình của 3 lần lặp lại. Các giá trị theo sau có các mẫu tự giống 

nhau trong cùng một cột biểu biểu thị sự khác biệt không có ý nghĩa về mặt thống kê ở mức 5%. 

3.4. Định danh vi khuẩn đối kháng 

3.4.1. Định danh vi khuẩn đối kháng bằng phương pháp truyền thống – Hệ thống phân loại Bergey 

Kết quả thử nghiệm các đặc điểm sinh lý, sinh hóa của dòng vi khuẩn SH8 được mô 

tả qua bảng sau: 

Bảng 2. Đặc điểm của dòng vi khuẩn SH8 

 
Kích thước 

(µm) 
Hình dạng Gram* 

Khả năng sinh 

nội bào tử 

Khả năng 

di động 

Thử nghiệm 

Catalase 

SH8 0,6 × 1,4 Que +             + + + 

Ghi chú: có: +; không có: -; *: Gram dương (+), Gram âm (-) 

Qua kết quả khảo sát trên (Bảng 2) có thể kết luận rằng: dòng vi khuẩn SH8 có những 

đặc điểm phù hợp với các loài thuộc chi Bacillus. Sau đó tiếp tục định danh đến loài dòng vi 

khuẩn SH8 bằng phương pháp định danh giải trình tự vùng gen 16S rRNA. 

3.4.2. Kết quả định danh bằng phương pháp hiện đại – Giải trình tự vùng gen 16S rRNA  

Kết quả giải trình tự vùng gen 16S rRNA của dòng vi khuẩn SH8 có chiều dài 760 

nucleotide nhưng chỉ sử dụng 638 nucleotide có tính hiệu ổn định để so sánh với các trình tự 

trong cơ sở dữ liệu GenBank của NCBI bằng công cụ BLAST. Kết quả so sánh cho thấy dòng 

vi khuẩn SH8 có độ tương đồng cao nhất là 95% với trình tự của các loài vi khuẩn như sau: 

Bacillus tequilensis, Bacillus subtilis, Bacillus mojavensis, Bacillus axarquiensis, Bacillus 

malacitensis, Bacillus vallismortis, Bacillus atrophaeus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus 

methylotrophicus,  Bacillus siamensis. 
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Theo Gatson và cs. (2006), loài Bacillus tequilensis có kích thước là 0,9 x 4 µm, lớn 

hơn so với dòng vi khuẩn SH8 (0,6 – 0,8 x 1,4 – 1,6) µm, do đó dòng vi khuẩn SH8 cũng 

không thuộc loài này. Theo nghiên cứu của Madhaiyan và cs. (2010), nêu rõ dòng vi khuẩn 

Bacillus methylotrophicus không thể phát triển được trong môi trường có sự hiện diện của 

NaCl lớn hơn 4,0%, tuy nhiên qua khảo sát cho thấy dòng vi khuẩn SH8 có kết quả dương tính 

do phát triển tốt trên môi trường NA bổ sung 6,5% NaCl. Theo Sumpavapol và cs. (2010), vi 

khuẩn Bacillus siamensis âm tính với thử nghiệm oxidase trong khi dòng SH8 thì dương tính, 

làm đổi màu giấy thử sang màu tím xanh. 

Trong nghiên cứu của Ruiz-Garcia và cs. (2005), khi so sánh các đặc tính sinh hóa của  

vài loài thuộc chi Bacillus cho thấy, có 5 loài là B. axarquiensis, B. atrophaeus, B. 

malacitensis, B. mojavensis và B. subtilis  không có khả năng sinh ra acid trong thử nghiệm 

lên men lactose, phản ứng âm tính, trong khi loài Bacillus amyloliquefaciens thì dương tính. 

Bên cạnh đó, theo nghiên cứu của Roberts và cs. (1996) cũng cho thấy loài Bacillus 

vallismortis âm tính với khả năng này. Trong đó, dòng vi khuẩn SH8 cho kết quả dương tính 

khi làm đổi màu môi trường Phenol Red từ đỏ sang vàng sau 24 giờ. Do đó, dòng vi khuẩn 

SH8 không thuộc các loài trên. Điều này cho thấy, dòng vi khuẩn SH8 có quan hệ gần nhất 

với loài Bacillus amyloliquefaciens. 

Bacillus amyloliquefaciens được mô tả đầy đủ là vi khuẩn Gram dương, hình que, kích 

thước tế bào vi khuẩn 0,7 – 0,9 x 1,6 – 3 μm, có khả năng sinh acid từ aesculin, amygdalin, 

arbutin,.. (Wang và cs., 2008). Loài này còn được biết đến như là một tác nhân phòng trừ sinh 

học bệnh cây hiệu quả với khả năng sản sinh tốt kháng sinh, các enzyme phân giải vách tế bào 

nấm bệnh và các hợp chất kích thích sinh trưởng cho cây trồng (McSpadden, 2004). Dòng vi 

khuẩn B. amyloliquefaciens CNU114001 trong nghiên cứu của Ji và cs. (2013) cho thấy khả 

năng đối kháng với tất cả 12 loài nấm gây bệnh trên thực vật được thử nghiệm như 

Colletotrichum acutatum, Pyricularia grisea, Fusarium oxysporum. Đến thời điểm hiện tại, 

chưa có báo cáo nào đề cập đến tác hại của vi khuẩn Bacillus amyloliquefaciens. Cho thấy đây 

là loài vi khuẩn tiềm năng để sản xuất các chế phẩm sinh học. 

4. KẾT LUẬN 

Kết quả phân lập nấm bệnh từ mẫu lá lan Ngọc điểm bị bệnh đốm trắng và thử nghiệm 

theo quy trình Koch đã xác định được chủng nấm phân lập được là nấm Neoscytalidium sp.. 

Phân lập được 26 dòng vi khuẩn có khả năng đối kháng với nấm Neoscytalidium sp. 

gây bệnh đốm trắng từ vùng đất trồng lan Ngọc điểm của 7 mẫu đất được thu tại Cần Thơ, 

Vĩnh Long và Bến Tre. Các dòng vi khuẩn phân lập được có hiệu lực đối kháng với nấm gây 

bệnh dao động từ 62,2 – 79,2% sau 4 ngày chủng vi khuẩn. Dòng vi khuẩn đối kháng cao nhất 

là SH8 với hiệu lực đối kháng là 79,2%. Qua khảo sát các cơ chế đối kháng, kết quả thu được 

có 21/26 dòng vi khuẩn có khả năng sản sinh siderophore, 25/26 dòng vi khuẩn có khả năng 

phân giải cellulose, 25/26 dòng vi khuẩn có khả năng phân giải chitin, 26/26 dòng vi khuẩn có 

khả năng phân giải protein. 

Kết hợp phương pháp định danh truyền thống dựa vào hệ thống phân loại Bergey và 

định danh bằng phương pháp giải trình tự vùng gen 16S rRNA và phân tích một số chỉ tiêu 

sinh hóa cho thấy dòng vi khuẩn đối kháng SH8 có quan hệ gần nhất với loài Bacillus 

amyloliquefaciens. 
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ABSTRACT 

White spot disease is one of the serious diseases causing great damage to fruit trees in general 

and orchids in particular. This study was conducted with the aim to isolate and select antagonistic 

bacteria against Neoscytalidium sp. which cause white spot disease on Rhynchostylis gigantea orchid. 

From 7 soil samples collected from Rhynchostylis gigantea orchid gardens in Ben Tre province, Vinh 

Long province and Can Tho city, 26 bacterial strains showed antagonism to Neoscytalidium sp.. The 

antagonistic efficiency of all isolates ranged from 62.2 to 79.2%. Biochemical characteristics of isolates 

indicated that 21/26 isolates can to produce siderophores, 25/26 can decompose chitin, 25/26 can 

decompose cellulose and 26/26 to decompose protein. The SH8 strain which has the highest antagonistic 

efficiency was selected for identification based on the Bergey classification system. The results showed 

that the SH8 strain was similar characteristics to the Bacillus genus. Combination of sequencing the 16S 

rRNA region and biochemical tests identified that the SH8 strain was close to Bacillus 

amyloliquefaciens. 

Key words: Bacillus amyloliquefaciens, identification, Neocytalidium sp., Rhynchostylis gigantea 

orchid, White spot. 
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