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The study aimed to identify beneficial indigenous microorganisms 
to control root-knot nematodes on vegetables. This research isolated, 
selected, and identified three promising indigenous Bacillus strains 
(Bacillus velezensis BHMT 4.1, B. amyloliquefaciens CCCX 2.2, 
and B. subtilis CCCX 2.1) for controlling root-knot nematodes 
(Meloidogyne spp.) and promoting vegetable plant growth. The 
study qualitatively assessed several plant growth-promoting traits 
of Bacillus strains. All of them were capable of producing IAA 
(indole-3-acetic acid), solubilizing phosphate (with solubilization 
halos ranging from 1.57 to 2.0 mm), and producing siderophores 
(with siderophore production indices from 3.33 to 6.33 mm). 
Furthermore, three Bacillus strains exhibited nematicidal activity 
against the second juvenile stage (J2) and inhibited egg hatching of 
Meloidogyne spp. B. velezensis BHMT 4.1 strain demonstrated the 
highest mortality rate of 66.67% against J2 after 48 h and achieved 
a 44% inhibition rate of egg hatching after 7 days. These findings 
suggest that indigenous Bacillus strains have strong potential 
for application in the biological control of root-knot nematodes 
(Meloidogyne spp.) on vegetables. 

Cited as: Tran, V. T., Nguyen, D. T. H., Nguyen, K. T. V., Nguyen, Q. M., Truong, H. P. T., Tran, H. 
T. T., Dao, D. U. T., Vo, H. T. T., & Le, D. D. Selection of native Bacillus strains with the ability plant 
growth promoting and controlling root-knot nematode Meloidogyne spp. The Journal of Agriculture 
and Development 25(2), 64-82.



Trường Đại học Nông Lâm TP. Hồ Chí Minh	 65

Tạp chí Nông nghiệp và Phát triển 25(2)	 www.jad.hcmuaf.edu.vn

Tuyển chọn các chủng vi khuẩn Bacillus bản địa có khả năng kích thích sinh trưởng thực vật và 
kiểm soát tuyến trùng bướu rễ Meloidogyne spp.
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Với mục tiêu tìm kiếm các vi sinh vật bản địa có lợi để sản xuất 
thử nghiệm các chế phẩm sinh học trong phòng trừ tuyến trùng 
gây hại trên các loại rau, nghiên cứu này đã phân lập, tuyển chọn 
và xác định được 3 chủng vi khuẩn Bacillus bản địa có triển 
vọng trong việc kiểm soát tuyến trùng Meloidogyne spp. gây hại 
rễ và kích thích sinh trưởng (KTST) cây rau. Bằng phương pháp 
định danh hình thái, sinh hóa và giải trình tự vùng 16S rRNA đã 
xác định được 3 loài vi khuẩn Bacillus velezensis BHMT 4.1, B. 
amylolifequacien CCCX 2.2 và B. subtilis CCCX 2.1. Nghiên cứu đã 
khảo sát định tính một số đặc điểm KTST của vi khuẩn, kết quả, 3 
chủng vi khuẩn đều có khả năng sinh IAA, hòa tan phosphate (với 
vòng phân giải đạt từ 1,57 - 2,0 mm) và tổng hợp siderophore (với 
hiệu số sinh siderophore đạt 3,33 - 6,33 mm). Hơn nữa, 3 chủng 
đều có khả năng gây chết đối với ấu trùng Meloidogyne spp. J2 và 
kiểm soát sự nở trứng của tuyến trùng Meloidogyne spp. Trong 
đó, chủng B. velezensis BHMT4.1 có khả năng gây chết ấu trùng 
Meloidogyne spp. J2 với tỉ lệ cao nhất 66,67% sau 48 giờ và kiểm 
soát tỉ lệ ức chế nở trứng tuyến trùng đạt 44% sau 7 ngày. Kết 
quả nghiên cứu cho thấy, 3 chủng vi khuẩn Bacillus bản địa đã 
phân lập rất có tiềm năng ứng dụng trong kiểm soát tuyến trùng 
Meloidogyne spp. gây hại trên cây rau. 

1. Đặt Vấn Đề

Tuyến trùng bướu rễ (Meloidogyne spp.; 
root-knot nematodes; RKN) là tuyến trùng ký 
sinh thực vật thường được quan sát thấy và gây 
hại nhiều nhất trong sản xuất rau (Jones & ctv., 
2013). Cây bị nhiễm tuyến trùng bướu rễ có lá 

vàng, còi cọc, các triệu chứng thiếu chất dinh 
dưỡng và nhiễm trùng thứ cấp bởi các mầm 
bệnh khác (Hunt & Handoo, 2009). Năng suất 
cây trồng bị mất do nhiễm tuyến trùng phụ 
thuộc vào loài tuyến trùng hiện có, quần thể 
tuyến trùng ban đầu và các giống cây trồng được 
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Trong tất cả các chi vi khuẩn được xác định là 
PGPR, Bacillus spp. và Pseudomonas spp. là hai 
chi chiếm ưu thế đã được nghiên cứu và ứng 
dụng rộng rãi cho cây trồng (Podile & Kishore, 
2006). Cơ chế hoạt động của vi khuẩn đối kháng 
trong quá trình kiểm soát sinh học tuyến trùng 
bao gồm ký sinh bắt buộc, giảm khả năng xâm 
lấn, ức chế tăng trưởng do cạnh tranh chất dinh 
dưỡng và kháng kháng sinh liên quan đến các 
chất chuyển hóa có hoạt tính sinh học hoặc chất 
chuyển hóa thứ cấp (Mendoza & ctv., 2008). 

Trên thế giới, các sản phẩm đã được thương 
mại hóa để kiểm soát tuyến trùng như BioNem-
WP do AgrGreen phát triển với B. firmus là 
thành phần chính, có hiệu quả chống lại M. 
incognita, M. hapla, Heterodera spp., Tylenchulus 
semipenetrans, Xiphinema index và Ditylenchus 
dipsaci (Keren-Zur & ctv., 2000). BioYield với 
thành phần chính là B. amyloliquefaciens IN937a 
và B. subtilis GB03, được Gustafson phát triển để 
kiểm soát các tác nhân gây bệnh trong đất và ngăn 
chặn quần thể M. incognita ở cà chua (Kloepper & 
ctv., 2004; Burkett-Cadena & ctv., 2008). Bacillus 
firmus GB-126, được Bayer CropScience tiếp thị 
dưới tên thương mại VOTiVO, được sử dụng 
để kiểm soát M. incognita, Ditylenchus dipsaci 
và Rotylenchulus reniformis trong ngô, bông, 
lúa miến, đậu nành và củ cải đường (Castillo & 
ctv., 2013). Pathway consortia, hỗn hợp PGPR 
của B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium, 
B. coagulans, P. fluorescens, Streptomyces spp. và 
Trichoderma spp., là sản phẩm kiểm soát sinh học 
được bào chế dưới dạng lỏng, dạng hạt và dạng 
thixotropic để kiểm soát Meloidogyne spp. và R. 
reniformis (Askary, 2015). Ở Việt Nam bước đầu 
có một số nghiên cứu sử dụng các chế phẩm sinh 
học từ vi khuẩn, giúp giảm việc sử dụng phân 
hóa học, an toàn với môi trường và giảm chi phí 

trồng (Ornat & Sorribas, 2008). Theo Sasser & 
Carter (1985), năng suất mất 22 - 30% đối với 
cây cà chua bị nhiễm M. incognita. Tương tự như 
vậy, Sikora & Fernandez (2005) đã báo cáo rằng, 
năng suất giảm hơn 30% ở ba loại cây rau dễ bị 
nhiễm tuyến trùng (cà tím, cà chua và dưa leo) ở 
nhiều vùng nông nghiệp nhiệt đới và cận nhiệt 
đới. Có 4 loại tuyến trùng chính M. incognita, 
M. javanica, M. arenaria và M. hapla, cũng 
như một số loài mới nổi như M. enterolobii và 
M. chitwoodi, gây ra phần lớn thiệt hại cho mùa 
màng (Moens & ctv., 2009). Chúng tác động vào 
rễ cây gây hư rễ, cây không hút được nước, dinh 
dưỡng, làm cho các tác nhân gây bệnh khác tấn 
công vào rễ (Sasser, 1980; Mai, 1985). Những 
phương pháp phòng trừ tuyến trùng gây bướu rễ 
như phơi đất, ngâm đất, dùng giống cây có kiểu 
gen kháng, và kiểm soát bằng hóa chất được sử 
dụng. Hiện nay, phương pháp phổ biến nhất để 
ngăn ngừa tuyến trùng gây hại là dùng thuốc hoá 
học; tuy nhiên, sử dụng thuốc hoá học về lâu dài 
sẽ gây kháng thuốc, hơn nữa nhiều thuốc hoá 
học trừ tuyến trùng đã bị hạn chế sử dụng bởi dư 
lượng độc tố không đảm bảo sức khỏe con người 
và môi trường tự nhiên. Do đó, việc nghiên cứu 
những biện pháp thay thế trong phòng trừ tuyến 
trùng gây bướu rễ là rất cần thiết. 

Vi khuẩn vùng rễ thúc đẩy sinh trưởng thực 
vật (plant growth-promoting rhizobacteria, 
PGPR) là một nhóm vi khuẩn có lợi chỉ chiếm 2 - 
5% vi khuẩn vùng rễ, giúp tăng hấp thụ chất dinh 
dưỡng, tăng trưởng, tăng năng suất cây trồng, và 
thường thể hiện hoạt động kiểm soát sinh học 
chống lại các tác nhân gây bệnh thực vật (Liu, 
2013). PGPR được tìm thấy gồm vi khuẩn gram 
âm và gram dương. Tuy nhiên, phần lớn là vi 
khuẩn gram âm, chỉ có một số ít vi khuẩn gram 
dương được báo cáo (Kloepper & ctv., 2004). 
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có nguồn gốc từ vi sinh vật trước đó. Thu thập, 
phân lập mẫu vi khuẩn nội sinh rễ theo phương 
pháp nghiên cứu của Wang & Liang (2014), 
trong đó mẫu rễ được lấy từ các cây không bị 
nhiễm bệnh và biểu hiện sức sống khỏe mạnh. 
Các vi khuẩn vùng rễ được phân lập từ mẫu đất 
bao quanh rễ theo phương pháp của Burgess & 
ctv. (2009). 

2.4. Nhân nuôi nguồn tuyến trùng, thu trứng 
và ấu trùng J2

Tuyến trùng Meloidogyne spp. gây bệnh được 
chuẩn bị theo phương pháp của Hooper & ctv. 
(2005), nhân nuôi tuyến trùng trong cây mồng 
tơi sạch bệnh theo phương pháp của Pérez & ctv. 
(2011). Hạt giống cây mồng tơi được khử trùng 
với 70% ethanol trong 5 phút, NaOCl 1% trong 
10 phút và rửa lại bằng nước cất khử trùng 4 
lần. Gieo hạt (3 - 5 hạt/chậu) vào các chậu đất 
đã được khử trùng (duy trì 3 cây/chậu) và thêm 
200 tuyến trùng tuổi 2 (J2) vào trong mỗi chậu 
đất. Bón phân NPK (8-16-8) 1 lần trước khi gieo 
hạt 2 ngày (2 g/chậu). Đặt cây trong nhà lưới ở 
nhiệt độ 30 ± 2oC, chăm sóc cây đến khi xuất 
hiện bướu rễ, nhổ cây và thu tuyến trùng phục 
vụ cho các nội dung nghiên cứu.

Phương pháp thu trứng (Godinez-Vidal và 
ctv., 2024): Rửa sạch rễ cây nhiễm tuyến trùng, 
loại bỏ hết đất bám vào rễ. Cho rễ (1 - 3 cây) 
vào máy xay, xay nhỏ. Cho NaOCl 10% vào rễ 
(thêm nước vừa đủ để phủ kín rễ, khoảng 350 
mL/1 lít). Trộn và lắc rễ trong 3 phút. Đặt các loại 
rây mắt lưới 170, 500 và 500 vào xô nhựa theo 
thứ tự rây 170 lưới ở trên cùng. Đổ rễ đã xay vào 
rây trên cùng và rửa sạch bằng nước máy đến khi 
hết NaOCl (dùng chày đập nhẹ vào thành rây để 
tránh làm tắc lỗ rây). Bỏ phần rễ cây ở rây trên 

sản xuất. Tuy nhiên, việc sử dụng các chế phẩm 
sinh học để phòng trừ tuyến trùng gây bệnh trên 
các cây trồng nói chung và cây rau nói riêng với 
hiệu quả cao, ổn định chưa có nhiều vì chưa tìm 
được nhiều chủng vi khuẩn bản địa có đồng thời 
cả khả năng kích thích sinh trưởng (KTST) và 
kiểm soát tuyến trùng. Do vậy, nghiên cứu này 
được thực hiện nhằm sàng lọc, tuyển chọn các 
chủng vi khuẩn Bacillus bản địa có cả khả năng 
KTST và kiểm soát tuyến trùng gây bệnh bướu 
rễ trên cây rau.

2. Vật Liệu và Phương Pháp 

2.1. Địa điểm thu thập nguồn mẫu 

Mẫu đất và rễ cây rau ăn lá thu thập tại Củ 
Chi và Hóc Môn (TP. Hồ Chí Minh), Cẩm Mỹ và 
Biên Hoà (Đồng Nai), vi khuẩn được phân lập, 
làm thuần, lưu giữ tại Viện Nghiên cứu Công 
nghệ sinh học và Môi trường, Trường Đại học 
Nông Lâm TP.HCM.

2.2. Vật liệu nghiên cứu 

Tuyến trùng Meloidogyne spp. gây bướu rễ 
trên cây rau được thu thập tại vườn trồng rau ăn 
lá (mồng tơi, dền, cải xanh, cải ngọt) ở Củ Chi, 
Hóc Môn (TP. Hồ Chí Minh), lưu giữ và nhân 
nguồn tại nhà lưới Bệnh cây, Viện Nghiên cứu 
Công nghệ sinh học và Môi trường. 

Hạt giống cây mồng tơi của Công ty TNHH 
TM Trang Nông (2E, Lê Quang Sung, Phường 
2, Quận 6, TP.HCM) được sử dụng trồng để giữ 
nguồn tuyến trùng trong nhà lưới. 

2.3. Thu thập và phân lập mẫu 

Những vườn rau được chọn để lấy mẫu là 
vườn chưa từng sử dụng các chế phẩm hay thuốc 
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trong 5 ngày. Ly tâm (200 rpm, 15 phút, 4oC) 
dịch nuôi cấy thu dịch nổi. Chuyển 1 mL dịch 
nổi vào các ống nghiệm và bổ sung thêm thuốc 
thử Salkowski (15 mL FeCl3 0,5M, 300 mL H2SO4 

98%) (Glickmann & Dessaux, 1995;) với tỉ lệ 1:2 
(dịch mẫu:thuốc thử Salkowski) ủ ở nhiệt độ 
phòng 30oC, trong tối, 30 phút. Thí nghiệm được 
lặp lại 3 lần, tương ứng 3 ống nghiệm cho mỗi 
chủng vi khuẩn Bacillus. Theo dõi sự xuất hiện 
màu đỏ đến hồng trong dịch nuôi cấy có bổ sung 
0,1% L-tryptophan cho thấy sự có mặt của IAA. 

Khảo sát khả năng hòa tan phosphate của vi 
khuẩn Bacillus spp.: Khả năng hòa tan phosphate 
được xác định dựa trên kích thước vòng phân 
giải xung quanh khuẩn lạc trên môi trường 
Pikovskaya (Pikovskaya, 1948). Cấy vi khuẩn 
Bacillus lên đĩa môi trường thạch Pikovskaya 
(Glucose 10 g, Ca3(PO4)2 5 g, (NH4)2SO4 0,5 g, 
NaCl 0,2 g, MgSO4.7H2O 0,1 g, KCl 0,2 g, Yeast 
extract 0,5 g, MnSO4.H2O 0,002 g, FeSO4.7H2O 
0,002 g), ủ ở 30°C trong 3 ngày. Thí nghiệm được 
lặp lại 3 lần cho mỗi chủng Bacillus, mỗi lần lặp 
lại là một đĩa petri. Khả năng hòa tan phosphate 
của vi khuẩn được xác định bằng cách đo vùng 
trong suốt xung quanh khuẩn lạc. Chỉ số hòa tan 
phosphate (PSI) được xác định bằng công thức: 
PSI = [đường kính khuẩn lạc (mm) + đường 
kính vùng trong suốt quanh khuẩn lạc (mm)]/
đường kính khuẩn lạc (mm).

Khảo sát khả năng sinh siderophore của 
vi khuẩn Bacillus spp.: Khảo sát khả năng sinh 
siderophore bằng phương pháp nuôi cấy trên 
môi trường CAS agar (Louden & ctv., 2011). 
Cấy vi khuẩn Bacillus spp. lên môi trường 
CAS agar (Chrome Azure S (CAS) 60,5 mg, 
Hexadecyltrimetyl amoni bromua (HDTMA) 
72,9 mg, Piperazin1,4-bis (acid 2-ethanesulfonic) 

cùng, rửa sạch cặn bẩn trong rây mắt lưới 500 
đến khi hết NaOCl, nhẹ nhàng gom trứng tuyến 
trùng ở một bên rây. Dùng bình rửa để thu gom 
trứng cùng với nước máy vào cốc nhựa sạch. 
Nhẹ nhàng rửa sạch các mảnh vụn mịn trong rây 
mắt lưới 500 cuối cùng. Cẩn thận gom lại trứng 
tuyến trùng rễ ở một bên của rây cuối cùng này 
để tránh trứng bị lọt qua lưới. Dùng chai rửa để 
gom trứng vào cốc nhựa.

Phương pháp tách ấu trùng J2: Tách lọc ấu 
trùng J2 di động trong rễ bằng phương pháp 
Baermann cải tiến (Hooper và ctv., 2005). Mẫu 
rễ được cân 5 g, cắt nhuyễn và trải đều lên rây 
lọc tĩnh, cho nước tiệt trùng vào rễ để nước vừa 
đủ chạm đáy rây, sau 24 giờ thu huyền phù tuyến 
trùng dưới rây để quan sát dưới kính hiển vi soi 
nổi ở độ phóng đại 40X. Tách lọc ấu trùng tuổi 2 
di động trong đất bằng phương pháp Baermann 
cải tiến sử dụng khay nông (Bell & Watson, 
2001). Cân 100 g đất trải đều lên rây lọc tĩnh, cho 
nước tiệt trùng vào rễ để nước vừa đủ chạm đáy 
rây, ủ trong tối ở nhiệt độ 30oC trong 24 giờ. Thu 
dịch huyền phù dưới rây và quan sát thu nhận J2 
dưới kính hiển vi soi nổi (40X).

2.5. Chọn lọc các chủng vi khuẩn Bacillus 
spp. có khả năng KTST dựa vào khả năng 
sinh IAA, hoà tan phosphate và sản sinh 
siderophore

Khảo sát khả năng sản xuất IAA của vi khuẩn 
Bacillus spp.: Dựa trên phương pháp của Bric & 
ctv. (1991) cải tiến. Cấy vi khuẩn vào ống nghiệm 
chứa 10 mL môi trường LB lỏng (peptone 10 
g/L, yeast extract 5 g/L, NaCl 5 g/L, nước 1 lít, 
pH 7,0 ± 0,2) bổ sung 0,1% L - tryptophan với 
nồng độ 1000 µg/L, ủ ở 30°C, trên máy lắc ổn 
nhiệt (Cole-Parme, Anh) tốc độ 150 vòng/phút 
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đã chết (Xiang & Lawrence, 2016). Bên cạnh đó, 
lượng ấu trùng Meloidogyne spp. J2 chết được 
đánh giá dựa theo nghiên cứu của Rajasekharan 
& ctv. (2018), khi cho tiếp xúc với đèn LED (450 - 
490 nm) trong vòng 120 giây quan sát sự chuyển 
động, những ấu trùng không cử động trong vòng 
120 giây chiếu đèn LED được xem như đã chết. 
Các thí nghiệm được bố trí theo kiểu hoàn toàn 
ngẫu nhiên đơn yếu tố, mỗi nghiệm thức lặp lại 
3 lần. Nghiệm thức đối chứng là ủ tuyến trùng 
trong nước cất tiệt trùng. 

Tỉ lệ (%) chết ấu trùng J2  được tính bằng 
công thức: D = (T/C) * 100 với D là tỉ lệ ấu trùng 
J2 chết (%); T là số lượng J2 (con) chết sau xử lý, 
C là số lượng J2 (con) ban đầu. 

Tỉ lệ chết của J2 so với đối chứng được tính 
dựa trên công thức của Mahesha & ctv. (2017): 
TLC (%) = [(C - T)/C] x 100, Trong đó: TLC là 
tỉ lệ ấu trùng J2 chết so với đối chứng (%); C là 
số lượng J2 còn sống của nghiệm thức đối chứng 
(%); T là số lượng J2 còn sống của nghiệm thức 
xử lý.

2.7. Đánh giá ảnh hưởng của dịch huyền phù tế 
bào và dịch nổi vi khuẩn Bacillus spp. đến 
tỉ lệ nở trứng tuyến trùng Meloidogyne spp.

Hút 500 µL dịch chứa trứng (khoảng 100 
± 5 trứng) cho vào giếng của bản nhựa Biolog 
12 giếng, thêm 500 µL (tỉ lệ 1:1) huyền phù vi 
khuẩn (108 cfu/mL) hoặc dịch nổi vi khuẩn của 
mỗi chủng vi khuẩn vào mỗi giếng riêng biệt, đặt 
ở nhiệt độ 30oC. Theo dõi tỉ lệ nở trứng ở các 
mốc thời gian. Các thí nghiệm được thực hiện 
hoàn toàn ngẫu nhiên đơn yếu tố, mỗi nghiệm 
thức lặp lại 3 lần, nghiệm thức đối chứng ủ trứng 
trong nước cất tiệt trùng. Theo dõi số lượng 
trứng nở sau 7 ngày và tính toán theo công thức:

(PIPETS) 30,24 g, 1 mM FeCl3.6H2O trong 10 
mM HCl 10 mL, Agar  9 g, pH 6,8 - 7,0). Ủ đĩa ở 
30°C trong 48 giờ. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần 
với mỗi vi khuẩn Bacillus, mỗi lần lặp lại là một 
đĩa petri. Quan sát và đo đường kính vùng màu 
vàng cam xung quanh khuẩn lạc. Khả năng tạo 
siderophore của vi khuẩn Bacillus được đánh giá 
bằng hiệu số sinh siderophore = D - d (mm), với 
D là đường kính vòng màu vàng cam hay vùng 
sản xuất siderophore (mm), d là đường kính 
khuẩn lạc (mm).

2.6. Đánh giá ảnh hưởng của huyền phù và 
dịch nổi vi khuẩn Bacillus spp. lên ấu trùng 
J2 Meloidogyne spp.

Từng khuẩn lạc vi khuẩn Bacillus spp. (1 mL) 
được cấy vào bình Erlenmeyer 250 mL chứa 49 
mL môi trường (10 g/L peptone, 10 g/L glucose, 
1 g/L KH2PO4 và 0,5 g/L MgSO4), lắc ở tốc độ 
200 vòng/phút, ở 30°C trong 24 giờ, cho đến khi 
đạt 108 cfu/ml. Lấy 20 ml của mỗi mẫu sau nuôi 
cấy, ly tâm ở tốc độ 5.590 rpm trong 20 phút, và 
thu thập phần dịch nổi không có tế bào, lọc qua 
xy lanh (0,2 μm). Cặn tế bào của mỗi mẫu nuôi 
cấy được thu thập, rửa sạch và ly tâm ở tốc độ 
5.590 rpm trong 20 phút, huyền phù trong 20 mL 
nước cất vô trùng sử dụng cho thí nghiệm.

Hút 500 µL dịch huyền phù vi khuẩn (108 cfu/
mL) (với dịch nổi vi khuẩn cũng làm tương tự) 
cho vào mỗi giếng của bản nhựa Biolog 12 giếng, 
bổ sung 500 µL (tỉ lệ 1:1) dịch chứa 100 ấu trùng 
Meloidogyne spp. J2 vào mỗi giếng, ủ ở 25°C 
trong 48 giờ, theo dõi ấu trùng J2 chết ở các mốc 
thời gian (24 và 48 giờ với huyền phù vi khuẩn; 
4, 6 và 8 giờ với dịch nổi). Ấu trùng J2 chết được 
đánh giá bằng cách, cho tiếp xúc với NaOH 1M 
trong vòng 2 phút, nếu ấu trùng không cử động 
sau 2 phút tiếp xúc với NaOH 1 M được coi là 
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Neighbor-Joining. Tỉ lệ các cây sao chép trong đó 
các đơn vị phân loại có liên quan được nhóm lại 
với nhau trong thử nghiệm bootstrap (1.000 lần) 
được hiển thị bên cạnh các nhánh.

2.9. Phương pháp xử lý số liệu

Các số liệu thí nghiệm được xử lý bằng Excel 
2007, phần mềm phân tích thống kê Statistical 
Analysis Systems (SAS) và phân tích phương sai 
(ANOVA).

3. Kết Quả 

3.1. Kết quả thu thập, phân lập và xác định các 
đặc tính hình thái sinh hóa của vi khuẩn

Từ 50 mẫu rễ và đất vùng rễ thu thập trên cây 
rau ăn lá ở vùng trồng rau TP. Hồ Chí Minh (Củ 
Chi, Hóc Môn) và Đồng Nai (Biên Hoà, Cẩm 
Mỹ), đã phân lập được 20 mẫu vi khuẩn. Với các 
đặc điểm nhận dạng như trực khuẩn hình que, 
gram dương, sinh nội bào tử, di động, khuẩn lạc 
tròn hoặc hơi méo, có màu trắng trong đến trắng 
đục, rìa tròn đều, lượn sóng hoặc răng cưa. Hai 
mươi chủng vi khuẩn được xác định thuộc chi 
Bacillus dựa theo khóa phân loại vi khuẩn học 
của Begrey (Berkeley & ctv., 1984; Sneath & ctv., 
1987). Tiếp tục thực hiện đánh giá sơ bộ khả 
năng chết của tuyến trùng trong dịch vi khuẩn 
của 20 mẫu đã phân lập, thu được 3 mẫu vi 
khuẩn Bacillus spp. có khả năng giết chết tuyến 
trùng Meloidogyne sp. gây bệnh bướu rễ cao nhất 
với tỉ lệ chết trên 50%. Hình thái của 3 mẫu vi 
khuẩn chọn lọc ra từ các chủng Bacillus spp. cho 
những thí nghiệm tiếp theo được thể hiện trong 
Bảng 1 và Hình 1.

Tỉ lệ nở tương đối (%) = (số trứng đã nở 
thành ấu trùng J2/số trứng ban đầu trong dung 
dịch nước) x 100

Tỉ lệ ức chế nở (%) = 100 - Tỉ lệ nở tương đối 
(%)

Tỉ lệ ức chế nở trứng so với đối chứng (%) 
được tính toán dựa trên công thức của Mahesha 
& ctv. (2017): TLC1 (%) = [(C1 - T1)/C1] x 100), 
Trong đó: TLC1 là tỉ lệ ức chế nở trứng của vi 
khuẩn so với đối chứng (%); C1 là số lượng trứng 
nở thành ấu trùng J2 của nghiệm thức đối chứng 
(%); T1 là số lượng trứng nở thành ấu trùng J2 
của nghiệm thức xử lý.

2.8. Định danh các chủng vi khuẩn bằng phân 
tích trình tự vùng gen 16S rRNA

Các chủng vi khuẩn được nuôi cấy trên các 
đĩa chứa môi trường LB agar, các khuẩn lạc đơn 
được lựa chọn sau 24 giờ ở 37°C. DNA bộ gen vi 
khuẩn được tách chiết sử dụng kít The DNeasy 
blood and tissue kit (Qiagen, Malaysia). Khuếch 
đại gen 16S rRNA thông qua PCR sử dụng cặp 
mồi 27 F (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC 
AG-3') và 1492 R (5'-TAC GGT TAC CTT GTT 
ACG ACT T-3') (DeLong, 1992), đoạn gen được 
nhân lên có kích thước > ~1.300 bp và được giải 
trình tự tại Công ty 1 st Base (Malaysia). Trình 
tự nucleotide được tham chiếu BLAST so với 
cơ sở dữ liệu NCBI GenBank (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov). Các trình tự có độ tương đồng hơn 
99% được sử dụng để căn chỉnh và phân tích 
phát sinh loài bằng chương trình MEGA (phiên 
bản 12) (Tamura & ctv., 2021). Cây phát sinh loài 
được xây dựng bằng phương pháp phân cụm 
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Bảng 1. Đặc điểm hình thái và sinh hoá của 3 chủng vi khuẩn Bacillus spp. đã phân lập  

Đặc điểm sinh hóa BHMT 4.1 CCCX 2.2 CCCX 2.1
Gram + + +

Hình dạng Que Que Que
Màu sắc Trắng vàng nhạt Trắng kem nhạt Trắng nhạt

Nội bào tử có có có
Khả năng di động Di động Di động Di động

MR test + + +
VP test + + +
Indol - - -

Citrate utilization + + +
Thủy phân tinh bột + + +
Thủy phân gelatin + - +

Urease test - - -
Oxidase + + +
Catalase + + +

H2S - + -
Glucose + + +
Lactose - - -
Sucrose + - +

Loài Bacillus B. velezensis Bacillus sp. B. subtilis

VP: Vogues-Proskauer’s; MR: Methyl red; H2S: Hydrogen sulfide; (+): dương tính; (-): âm tính. BHMT 4.1: 
vi khuẩn Bacillus velezensis BHMT 4.1; CCCX 2.2: vi khuẩn B. amylolifequacien CCCX 2.2 và CCCX 2.1: vi 
khuẩn B. subtilis CCCX 2.1.

C3

B1A1 C1

B2A2 C2

B3A3

Hình 1. Hình dạng khuẩn lạc (A1, B1, C1), hình dạng tế bào và kết quả nhuộm Gram  (A2, B2, 
C2), nội bào tử (A3, B3, C3) của các chủng vi khuẩn Bacillus spp. đã phân lập từ rễ và đất cây rau 

ăn lá. Mẫu BHMT 4.1 (A1, A2,A3), mẫu CCCX 2.2 (B1, B2, B3), mẫu CCCX 2.1 (C1, C2, C3). 
Scale bar: 10 μm.
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B. subtilis có khả năng sản xuất IAA. Chủng B. 
amyloliquefaciens FZB42 có các gen dhaS, patB 
có khả năng sinh IAA (He & ctv., 2013). Nhiều vi 
khuẩn Bacillus spp. được xác định có tiềm năng 
sản xuất IAA như B. velezensis, B. megaterium, B. 
thuringiensis, B. pumilus, B. weihenstephanensis, 
B. cereus, B. toyonensis, và B. subtilis (Wagi & 
Ahmed, 2019). Mohite (2013) khẳng định trong 
điều kiện nuôi cấy các nhau, các vi khuẩn Bacillus 
spp. có sự khác biệt về loài thì khả năng sản xuất 
IAA cũng khác nhau. 

3.2. Khảo sát khả năng sản xuất IAA của vi 
khuẩn Bacillus spp.

Kết quả khảo sát định tính khả năng sản xuất 
IAA của 3 chủng vi khuẩn Bacillus cho thấy, 3 
chủng đều có khả năng sản xuất IAA làm thay đổi 
màu môi trường có bổ sung 0,1% L-tryptophan 
khi cho thuốc thử Salkowski, tạo màu hồng nhạt 
(Hình 2). Trong đó, 2 chủng CCCX 2.1 và BHMT 
4.1 có khả năng sản xuất IAA mạnh nhất tạo màu 
hồng nhạt khi phản ứng với thuốc thử Salkowski 
sau 5 ngày nuôi cấy. Theo Swain & ctv. (2007), 

a  b  c  d 
Hình 2. Kết quả định tính khả năng sản xuất IAA của một số chủng vi khuẩn Bacillus spp. sau 5 

ngày nuôi cấy. a) Đối chứng; b) Chủng BHMT 4.1; c) Chủng CCCX 2.1; 
d) Chủng CCCX 2.2.

Trong 3 mẫu Bacillus phân lập, có 2 mẫu 
(CCCX 2.2 và BHMT 4.1) biểu hiện vòng phân 
giải rõ ràng xung quanh khuẩn lạc, cho thấy 
sự hòa tan phosphate trên môi trường thạch 
Pikovaskaya. Mẫu CCCX 2.2 có vòng phân giải 
trung bình 1,57 mm, mẫu BHMT4.1 đạt 2,0 mm. 
Chủng CCCX 2.1 không xuất hiện vòng phân 
giải quanh khuẩn lạc. Kết quả ghi nhận, mẫu vi 
khuẩn CCCX 2.2 có hiệu số phân giải cao nhất 
với giá trị trung bình của 3 lần lặp lại đạt khoảng 
1,67 ± 0,58 mm.

Đã có nhiều nghiên cứu cho thấy, phosphate 
có ảnh hưởng đến tuyến trùng bướu rễ. Nghiên 

cứu của Terefe & ctv. (2009), chỉ ra rằng vi 
khuẩn hòa tan phosphate B. firmus có khả năng 
ức chế quần thể M. incognita trong rễ cà chua. 
Nghiên cứu của El-Hadad & ctv. (2011), cho 
thấy khi tiêm chủng B. megaterium vào đất có 
thể ngăn chặn quần thể RKN trong đất thông 
qua việc điều chỉnh khả năng hòa tan phosphate 
và khoáng hóa. Các thí nghiệm trong điều kiện 
in vitro của Habash & Al-Banna (2011) cho kết 
luận, các vật liệu chứa canxi phosphonate và 
magie phosphonate có hiệu quả trong việc ức chế 
nở trứng và gây ra tỉ lệ tử vong 100% ở J2. 

A  B  C 
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loại siderophore như bacillibactin, pyoverdine, 
pyochelin, schizokinen, petrobactin,... đóng vai 
trò quan trọng trong sự tồn tại của nó (Khan & 
ctv., 2016). Kết quả ghi nhận, sau 48 giờ nuôi 
cấy 3 chủng Bacillus spp. trên môi trường CAS 
agar đều có hiện tượng môi trường nuôi cấy 
chuyển sang màu trắng cam nhạt xung quanh 
khuẩn lạc (Hình 3), cho thấy các chủng có khả 
năng sản xuất siderophore. Tuy nhiên, chỉ có 2 
chủng vi khuẩn CCCX 2.2 và BHMT 4.1 thể hiện 
khả năng sinh siderophore tốt nhất với hiệu số 
sinh siderophore có giá trị trung bình lần lượt là 
khoảng 6,33 và 3,33 mm.

3.4. Khảo sát khả năng sinh siderophore của vi 
khuẩn Bacillus spp.

Vi khuẩn cần sắt để phục vụ cho chức năng 
chuyển hóa và truyền tín hiệu, quan trọng nhất 
là một số đặc điểm độc lực. Siderophore là hợp 
chất do vi khuẩn tiết vào môi trường để thu nhận 
các ion sắt (Fe3+) từ môi trường xung quanh 
(khi sống trong điều kiện thiếu sắt), do đó giúp 
cây trồng chống lại stress do thiếu sắt gây nên. 
Bacillus spp. đã phát triển một cơ chế để thu 
nhận sắt bằng cách sử dụng siderophore. Bacillus 
spp. được biết đến là có khả năng sản xuất nhiều 

A  B  C 
Hình 3. Kết quả khảo sát định tính khả năng sinh siderophore của vi khuẩn Bacillus spp. trên môi 

trường CAS agar. A: CCCX 2.1; B: CCCX 2.2; C: BHMT 4.1. Scale bar  = 1 cm.

3.5. Đánh giá ảnh hưởng của vi khuẩn Bacillus 
spp. lên ấu trùng Meloidogyne spp. J2

Kết quả nghiên cứu cho thấy, tỉ lệ kiểm soát 
ấu trùng Meloidogyne spp. J2 của dịch huyền phù 
tế bào vi khuẩn Bacillus spp. dao động từ 54,67% 
đến 66,67% sau 48 giờ đồng nuôi cấy, trong 
đó, chủng BHMT 4.1 có tỉ lệ gây chết ấu trùng 
Meloidogyne spp. J2 cao nhất đạt 66,67%, tỉ lệ 

chết của ấu trùng J2 so với đối chứng là 64,19%, 
tiếp theo là chủng CCCX 2.1 với tỉ lệ gây chết 
ấu trùng là 61,33% và tỉ lệ chết so với đối chứng 
đạt 58,64 % (Bảng 2). Ấu trùng J2 khi chết duỗi 
thẳng ra, khi cho tiếp xúc với NaOH 1 M trong 
vòng 2 phút ấu trùng J2 hoàn toàn không cử 
động (Hình 4) (Xiang & Lawrence, 2016).
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J2 ở thời gian đầu và bền vững khi đạt ngưỡng. 
Kết quả này phù hợp với một số nghiên cứu đã 
công bố như B. subtilis có thể gây chết 85 - 92% 
ấu trùng J2 sau 8 giờ với dịch nổi. B. velezensis 
tiết surfactin gây chết 93% ấu trùng J2 sau 8 giờ 
(Tian & ctv., 2022).

Bảng 2. Tác động của dịch huyền phù tế bào vi khuẩn Bacillus spp. đến ấu trùng J2 Meloidogyne spp. 
trong 24 giờ và 48 giờ sau khi đồng nuôi cấy trong điều kiện in vitro

Chủng vi khuẩn 24 giờ 48 giờ

Tỉ lệ chết của J2 
(%)

Tỉ lệ chết của J2 
so với ĐC (%)

Tỉ lệ chết của J2 
(%)

Tỉ lệ chết của J2 
so với ĐC (%)

ĐC 2,67b  ± 1,16 0,00c 6,67c  ± 2,31 0,00c

BHMT 4.1 38,00a ± 8,00 36,35a ± 7,60 66,67a ± 4,62 64,19a ± 5,75

CCCX 2.1 43,33a ± 3,06 41,79b ± 2,65 61,33ab ± 6,11 58,64ab ± 5,82

CCCX 2.2 39,33a ± 5,77 37,64a ± 6,32 54,67b ± 2,31 52,05b ± 6,34

Trong cùng một cột, các số liệu có kí tự theo sau khác nhau thì có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,05). 
Số liệu trong bảng thể hiện số liệu trung bình (Mean) ± Độ lệch chuẩn (SD) từ 3 lần lặp lại. ĐC: đối chứng; 
BHMT 4.1: vi khuẩn Bacillus velezensis BHMT 4.1; CCCX 2.2: vi khuẩn B. amylolifequacien CCCX 2.2 và 
CCCX 2.1: vi khuẩn B. subtilis CCCX 2.1.

Dịch nổi từ các chủng Bacillus spp. có khả 
năng gây chết cho ấu trùng J2 với tỉ lệ cao, đặc 
biệt là chủng BHMT4.1 với 90,4% sau 8 giờ 
(Bảng 3). Bacillus spp. gây chết nhanh cho J2 ở 
thời điểm 4 - 6 giờ, nhưng từ 6 - 8 giờ tỉ lệ chết 
của J2 tăng nhẹ. Điều này cho thấy, dịch nổi các 
chủng Bacillus spp. gây chết nhanh cho ấu trùng 

Bảng 3. Tác động của dịch nổi các chủng Bacillus spp. đến ấu trùng J2 Meloidogyne spp. sau khi đồng 
nuôi cấy trong điều kiện in vitro

Chủng vi khuẩn Tỉ lệ chết (%) của J2 với dịch nổi Bacillus spp.

4 giờ 6 giờ 8 giờ

ĐC 3.73c ± 0.7 8,5c ± 1,0 11,6c ± 1,0

BHMT 4.1 83,7a ± 2,3 87,7a ± 3,9 90,4a ± 0.8

CCCX 2.1 65,5b ± 3,0 74,5b ± 1,4 84,2b ± 2,0

CCCX 2.2 73,1a ± 2,5 80,6a ± 1,2 88,7b ± 0,9

Trong cùng một cột, các số liệu có kí tự theo sau khác nhau thì có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,05). 
Số liệu trong bảng thể hiện số liệu trung bình (Mean) ± Độ lệch chuẩn (SD) từ 3 lần lặp lại. ĐC: đối chứng; 
BHMT 4.1: vi khuẩn Bacillus velezensis BHMT 4.1; CCCX 2.2: vi khuẩn B. amylolifequacien CCCX 2.2 và 
CCCX 2.1: vi khuẩn B. subtilis CCCX 2.1.
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Nghiên cứu của nhóm tác giả Xiang & ctv. 
(2014) về ảnh hưởng của 19 chủng vi khuẩn 
Bacillus spp. lên ấu trùng Meloidogyne spp. J2 
sau 48 giờ cho thấy, vi khuẩn gây chết ấu trùng 
J2 đạt từ 52,6 - 88,3%. Hu & ctv. (2022) công bố 
đã phân lập được 12 chủng vi khuẩn nội sinh từ 
mô thực vật và phát hiện ra ba trong số chúng là 
B. cereus BCM2, B. cereus SZ5 và B. altitudinis 

A     B 

chết 
sống 

Hình 4. Ấu trùng J2 Meloidogyne spp. chết ở các nghiệm thức chụp ở vật kính 10X, 
(A): Nghiệm thức chủng vi khuẩn Bacillus spp. (BHMT4.1), (B): Nghiệm thức đối chứng.

3.6. Đánh giá ảnh hưởng của vi khuẩn 
Bacillus spp. đến tỉ lệ nở trứng tuyến trùng 
Meloidogyne spp.

Kết quả nghiên cứu cho thấy, dịch huyền phù 
tế bào của 3 chủng vi khuẩn khảo sát đều có ảnh 
hưởng đến tỉ lệ nở và ức chế nở trứng sau 5 và 7 
ngày (Bảng 4). Trong đó, chủng BHMT 4.1 có tỉ 

lệ ức chế nở trứng cao nhất sau 7 ngày với 44%, 
kế đến là chủng CCCX 2.1 với 42,67% và thấp 
nhất là chủng CCCX 2.2 với 33,33%. Các nghiệm 
thức dịch huyền phù tế bào của 3 chủng vi khuẩn 
Bacillus spp. đều có tỉ lệ nở trứng của tuyến trùng 
rất khác biệt có ý nghĩa so với nghiệm thức đối 
chứng.

CCM7 thể hiện hoạt tính diệt tuyến trùng đối với 
M. incognita, với tỉ lệ gây chết cao hơn 90% trong 
cả ba trường hợp. Các chủng vi khuẩn Bacillus 
spp. bản địa trong nghiên cứu này có tỉ lệ kiểm 
soát ấu trùng J2 Meloidogyne spp. là tương đối 
giống với kết quả đã được Xiang & ctv. (2014) và 
Hu & ctv. (2022) công bố.
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giờ (Bảng 5). Kết quả này khá tương đồng với 
nghiên cứu của Basyony & Abo-Zaid (2018), khi 
sử dụng dịch nổi Bacillus B10 và B8 để kiểm soát 
tuyến trùng M. incognita cho tỉ lệ nở trứng đạt 
44,7 và 46,3%. 

Bảng 4. Ảnh hưởng của dịch huyền phù tế bào vi khuẩn Bacillus spp. đến sự nở trứng tuyến trùng 
Meloidogyne spp. trong điều kiện in vitro

Chủng vi 
khuẩn

5 ngày 7 ngày

Tỉ lệ nở 
trứng (%)

Tỉ lệ ức chế 
nở trứng 

(%)

Tỉ lệ ức chế 
nở so với 
ĐC (%)

Tỉ lệ nở 
trứng (%)

Tỉ lệ ức chế 
nở trứng 

(%)

Tỉ lệ ức chế 
nở so với 
ĐC (%)

ĐC 81,33b  ± 4,62 18,67b ± 4,62 0,00b 96,00b ± 2,00 4,00b ± 2,00 0,00b

BHMT 4.1 47,33a ± 7,02 52,67a ± 7,02 41,98a ± 5,88 56,00a ± 9,17 44,00a ± 9,17 41,69a ± 9,18

CCCX 2.1 50,00a ± 7,21 50,00a ± 7,21 38,64a ± 6,67 57,33a ± 4,16 42,67a ± 4,16 40,20a ± 5,57

CCCX 2.2 49,33a ± 12,22 50,67a ± 12,22 39,77a ± 12,12 66,67a ± 7,57 33,33a ± 7,57 30,52a ± 8,26

Trong cùng một cột, các số liệu có kí tự theo sau khác nhau thì có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,05). 
Số liệu trong bảng thể hiện số liệu trung bình (Mean) ± Độ lệch chuẩn (SD) từ 3 lần lặp lại. ĐC: đối chứng; 
BHMT 4.1: vi khuẩn Bacillus velezensis BHMT 4.1; CCCX 2.2: vi khuẩn B. amylolifequacien CCCX 2.2 và 
CCCX 2.1: vi khuẩn B. subtilis CCCX 2.1.

Kết quả thí nghiệm về sự tác động của dịch 
nổi vi khuẩn Bacillus spp. cho thấy, cả 3 chủng 
vi khuẩn đều ức chế sự nở trứng mạnh (từ 40 - 
70%) sau 72 giờ đồng nuôi cấy. Trong đó, chủng 
BHMT4.1 có tỉ lệ nở trứng từ 32,8 - 54% sau 72 

Bảng 5. Ảnh hưởng của dịch nổi vi khuẩn Bacillus spp. đến sự nở trứng tuyến trùng Meloidogyne spp. 
trong điều kiện in vitro

Chủng vi khuẩn Tỉ lệ nở trứng (%) của J2 với dịch nổi Bacillus spp.

24 giờ 48 giờ 72 giờ

ĐC 66a ± 5,0 83,8a ± 6,0 97,5a ± 1,2

BHMT 4.1 30,6b ± 3,0 36,4b ± 2,9 44,3b ± 7,0

CCCX 2.1 32,8b ± 5.8 42,5b ± 3,5 54,0b ± 2,5

CCCX 2.2 37,5b ± 3,8 41,4b ± 5,8 45,7b ± 3,5

Trong cùng một cột, các số liệu có kí tự theo sau khác nhau thì có sự khác biệt về mặt thống kê (P < 0,05). 
Số liệu trong bảng thể hiện số liệu trung bình (Mean) ± Độ lệch chuẩn (SD) từ 3 lần lặp lại. ĐC: đối chứng; 
BHMT 4.1: vi khuẩn Bacillus velezensis BHMT 4.1; CCCX 2.2: vi khuẩn B. amylolifequacien CCCX 2.2 và 
CCCX 2.1: vi khuẩn B. subtilis CCCX 2.1.
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B. subtilis, B. amyloliquefaciens và B. velezensis 
(Hình 4). Chủng CCCX2.2 tương đồng với 
chủng B. amyloliquefaciens BCRC11601 và 
NBRC15535 với bootstrap 93 và 95%. Chủng 
BHMT4.1 có độ tương đồng cao với chủng B. 
velezensis FZB42 (99,36%) với bootstrap 93% và 
B. velezensis CBMB205 với bootstrap 90%. Dựa 
trên vị trí phân nhánh và mối quan hệ gần giữa 
các chủng, cho thấy mẫu BHMT4.1 thuộc loài B. 
velezensis với độ tương đồng cao trên vùng 16S 
rRNA. Mặt khác, BHMT4.1 nằm cùng nhánh 
với một số chủng B. amyloliquefaciens cho thấy, 
trình tự 16S rRNA giữa 2 loài này rất giống nhau, 
kết quả này phù hợp với các nghiên cứu trước là 
chúng được xem là cùng một loài trong lịch sử 
phân loại (Dunlap & ctv., 2016). Để làm rõ hơn 
sự khác biệt giữ các chủng B. amyloliquefaciens 
và B. velezensis cần giải trình tự thêm vùng 
gen ropB và gyrB. Chủng B. subtilis CCCX2.1 
tương đồng cao với chủng B. subtilis DSM10 và 
IAM12118 với bootstrap 97%. Chủng B. cereus 
ATCC 14579 được sử dụng để làm nhóm ngoài 
cho thấy sự tách biệt với nhóm các chủng Bacillus 
đã phân lập được.

Puttawong và ctv. (2024) cho biết, dịch huyền 
phù và dịch nổi B. subtilis làm tỉ lệ nở trứng M. 
incognita chỉ còn 44 - 57% tùy chủng và nồng độ, 
kết quả trong nghiên cứu này cho thấy chủng 
CCCX2.2 có tỉ lệ nở trứng của tuyến trùng phù 
hợp với nghiên cứu trên. Một nghiên cứu khác 
cho thấy chủng B. velezensis Bv-25 cho tỉ lệ ức 
chế nở trứng lên đến 95 - 98% (Tian và ctv., 
2022). Trong nghiên cứu này chủng BHMT4.1 
cho khả năng kiểm soát nở trứng 44%, thấp hơn 
so với nghiên cứu của Tian & ctv. (2022). Một số 
Bacillus spp. khác từ nho, dưa leo, cà tím cũng 
làm giảm 42 - 84% số lượng J2 và giảm số nốt 
sần/rễ (El-Nagdi & Abd-El-Khair, 2019). Điều 
này cho thấy, mỗi loài vi khuẩn khác nhau sẽ có 
hoạt tính enzyme, có các gen phản ứng phòng vệ 
là khác nhau nên khả năng tác động lên tuyến 
trùng cũng sẽ khác nhau. 

3.7. Định danh các chủng vi khuẩn bằng phân 
tích trình tự vùng gen 16s rRNA

Các chủng vi khuẩn được định danh phân 
tử bằng cách giải trình tự 16S rRNA. Cây phát 
sinh loài cho thấy sự phân tách rõ rệt giữa nhóm 

Hình 4. Cây phát sinh loài của các loài Bacillus dựa trên trình tự gen 16S rRNA được xây dựng 
bằng phương pháp neighbor-joining sử dụng phần mềm MEGA 12.0. Các giá trị bootstrap được 

hiển thị tại các điểm nhánh. Bacillus cereus (ANR 074540.1) được sử dụng làm nhóm ngoài.
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soát sinh học đối với Meloidogyne spp. của các 
chủng Bacillus spp. bản địa như gây hại cho cấu 
trúc bên ngoài của ấu trùng và vỏ trứng. Trong 
nghiên cứu này, 3 chủng vi khuẩn B. velezensis 
BHMT 4.1, B. amyloliquefaciens CCCX 2.2 và 
B. subtilis CCCX 2.1 đã được phân lập từ vùng 
đất và rễ trồng rau ăn lá có khả năng sản xuất 
IAA, hoà tan phosphate và sản xuất siderophore. 
Tuy nhiên, nghiên cứu mới chỉ dừng lại ở khảo 
sát khả năng định tính, nên cần có thêm nghiên 
cứu để định lượng hoạt tính IAA, khả năng hòa 
tan phosphate và hàm lượng siderophore của 
các chủng vi khuẩn Bacillus. Bên cạnh đó, ghi 
nhận về khả năng kiểm soát trứng và ấu trùng 
Meloidogyne spp. J2 trong điều kiện in vitro 
đã cho thấy các chủng vi khuẩn Bacillus spp. 
rất có tiềm năng trong kiểm soát tuyến trùng 
Meloidogyne spp. Việc áp dụng những chủng vi 
khuẩn Bacillus bản địa này lên cây trồng trong 
nhà lưới và ở điều kiện đồng ruộng là điều kiện 
cần thiết cần phải thực hiện trước khi ứng dụng 
chúng trong điều kiện sản xuất thực địa.

5. Kết Luận

Đã phân lập và định danh bằng hình thái, 
sinh hóa và giải trình tự vùng gen 16S RNA được 
3 chủng Bacillus phân lập từ vùng rau ăn lá bao 
gồm B. velezensis BHMT 4.1, B. amyloliquefaciens 
CCCX 2.2 và B. subtilis CCCX 2.1. Cả 3 chủng 
vi khuẩn đều có khả năng sinh IAA, hòa tan 
phosphate và sản sinh siderophore. Hơn nữa, 3 
chủng đều có khả năng gây chết đối với ấu trùng 
J2 và kiểm soát sự nở trứng của tuyến trùng. 
Trong đó, chủng B. velezensis BHMT 4.1 có khả 
năng gây chết ấu trùng J2 Meloidogyne spp. với tỉ 
lệ cao nhất 66,67% sau 48 giờ và kiểm soát tỉ lệ 
ức chế nở trứng tuyến trùng đạt 44% sau 7 ngày. 

4. Thảo Luận 

Bacillus spp. là một trong những chi vi khuẩn 
phổ biến và ứng dụng nhiều nhất trong kiểm 
soát tuyến trùng Meloidogyne spp. (Engelbrecht 
& ctv., 2022). Bacillus spp. gây tử vong ấu trùng 
Meloidogyne spp. nhờ vào khả năng sản xuất các 
hoạt chất sinh học có vai trò quan trọng trong 
sự phát triển của cây trồng cũng như trong quá 
trình kiểm soát tuyến trùng. Các hợp chất có 
hoạt tính sinh học hoặc các chất chuyển hóa thứ 
cấp có thể gây độc cho tuyến trùng và do đó giết 
chết tuyến trùng (Mendoza & ctv., 2008). Bên 
cạnh đó, sự hiện diện của vi khuẩn gây nhiều 
tác động khác nhau lên trứng tuyến trùng như 
hoại tử, kết tụ và hình thành màng sinh học giữ 
trứng và ấu trùng nở ra; ngoài ra, có bằng chứng 
về kích thước trứng nhỏ hơn, chất lượng trứng 
kém và chậm phát triển vì không quan sát thấy 
giai đoạn nào gần với thời điểm nở, do đó trứng 
có thể đang tạo ra trạng thái ngủ đông tùy ý do 
sự hiện diện của vi khuẩn (Jiménez-Aguirre & 
ctv., 2023). Một số vi sinh vật đối kháng như 
Pseudomonas spp., Bacillus spp., Trichoderma 
spp. tạo màng sinh học giải phóng các enzyme 
chitinase, protease… phá vỡ vỏ trứng tuyến 
trùng, màng bọc trứng tuyến trùng ngăn trứng 
nở ra. Do đó, giúp khống chế mật số tuyến trùng 
trong tự nhiên (Basyony & Abo-Zaid, 2018). 
Lipopeptide vòng của surfactin và iturin do B. 
subtilis tạo ra có khả năng ức chế sự nở trứng của 
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