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MỞ ĐẦU 

1. TÍNH CẤP THIẾT CỦA ĐỀ TÀI 

Bệnh héo vàng lá chuối còn được gọi là bệnh héo Fusarium hoặc bệnh héo 

Panama là một bệnh phổ biến trên cây chuối, gây ra bởi một loại nấm bệnh có tên là 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). Bệnh héo vàng lá chuối là một trong 

những bệnh gây hại nghiêm trọng tại các vùng trồng chuối ở Việt Nam nói riêng và 

trên thế giới nói chung. Uớc tính khoảng 80% diện tích trồng chuối trên toàn cầu 

trong đó có Việt Nam, Đài Loan, Malaysia, Bắc Úc đang bị đe dọa bởi nấm Fusarium 

oxysporum  f. sp. cubense Tropical Race 4 (Foc TR4) và gây thiệt hại nghiêm trọng 

ước tính hàng tỷ USD mỗi năm . Mặc dù chưa có số liệu ước tính cụ thể trên thế giới, 

nhưng thống kê từ một số quốc gia cho thấy vấn đề này đã ảnh hưởng đến khoảng 

15.700/440.000 ha trồng chuối tại Philipin, khoảng 70% diện tích trồng chuối tại 

Quảng Đông và Hải Nam (Trung Quốc). Tổn thất kinh tế hàng năm do nấm Foc TR4 

gây ra cho Philipin 400 triệu USD, Malaysia 14 triệu USD, Đài Loan (Trung Quốc): 

253 triệu USD và Indonesia 121 triệu USD. Bệnh này không chỉ gây thiệt hại về kinh 

tế mà còn ảnh hưởng đến sinh kế của hơn 400 triệu người phụ thuộc vào chuối làm 

nguồn lương thực và thu nhập. 

Hiện nay để phòng trừ bệnh, các biện pháp tập trung chủ yếu vào tác nhân gây 

bệnh là nấm Foc. Tuy nhiên Foc là loài nấm đặc biệt khó kiểm soát vì nhiều lý do như: 

chúng tấn công vào hệ thống mạch dẫn trong cây nên rất khó để tiêu diệt; bào tử nấm 

phát tán dễ dàng thông qua quá trình sinh trưởng của cây chuối, qua đất bị nhiễm nấm, 

nước tưới…Đặc biệt các vùng trồng chuối thường là vùng chuyên canh, nấm bệnh tồn 

tại lâu dài trong đất nên rất dễ lan truyền qua các vụ dẫn đến vùng nhiễm bệnh ngày 

càng mở rộng và khó kiểm soát. 

Một số phương pháp phòng trừ, quản lý dịch bệnh do nấm Foc đã được 

nghiên cứu và ứng dụng. Các biện pháp vật lý, hoá học chính vẫn là sử dụng các 

thuốc diệt nấm hoặc khử trùng đất bằng hoá chất. Mặc dù các biện pháp này cho 

hiệu quả nhanh chóng nhưng không loại được bào tử nấm trong đất dẫn đến việc tái 

nhiễm bệnh ở các vụ mùa kế tiếp, sự tồn dư của các chất hoá học gây ô nhiễm thứ 
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cấp… Biện pháp kiểm soát sinh học trong phòng trừ các bệnh do nấm đang được 

quan tâm do tính an toàn và hiệu quả phòng bệnh lâu dài. Trong số các nhóm vi sinh 

vật có khả năng kháng nấm Foc, xạ khuẩn là nhóm đang được quan tâm do có khả 

năng sản xuất nhiều loại kháng sinh và các hợp chất thứ cấp có hoạt tính kháng 

nấm. Các nghiên cứu gần đây đã cho thấy tiềm năng kháng nấm gây bệnh trên thực 

vật từ xạ khuẩn là rất cao, phòng trừ nhiều bệnh khác nhau như bệnh thán thư, bệnh 

nấm trắng, bệnh héo rũ…trong đó có bệnh héo vàng do nấm Foc.  

Việt Nam là nước có mức độ đa dạng sinh học rất cao, với nhiều tiềm năng 

để phát hiện những hợp chất mới có nguồn gốc từ vi sinh vật trong đó có xạ khuẩn. 

Hiện nay, nhiều gen sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp của xạ khuẩn vẫn đang 

được nghiên cứu và là một nguồn gen tiềm năng vô giá để khám phá ra các loại 

thuốc trong phòng trừ nấm Foc trên cây chuối. Việc nghiên cứu đặc tính sinh học, 

phân tích hệ gen và nhận diện các gen chức năng của các chủng xạ khuẩn nguồn 

gốc bản địa có hoạt tính kháng nấm Foc sẽ có ý nghĩa quan trọng trong kiểm soát 

nấm Foc tại Việt Nam. Bên cạnh đó, việc nghiên cứu, xác định các cơ chế tác động 

của xạ khuẩn đối với nấm Foc sẽ tìm được chủng xạ khuẩn có tiềm năng ứng dụng 

trong phát triển các chế phẩm sinh học an toàn, hiệu quả để bảo vệ cây chuối khỏi 

bệnh héo vàng. Đề tài: “Nghiên cứu đặc điểm sinh học, di truyền của một số 

chủng xạ khuẩn có hoạt tính đối kháng nấm Fusarium oxysporum f. sp cubense 

gây bệnh héo vàng trên cây chuối tại Việt Nam” được thực hiện nhằm mục đích 

nghiên cứu, tìm kiếm các chủng xạ khuẩn bản địa có khả năng đối kháng với nấm 

gây bệnh héo vàng trên chuối tại Việt Nam đồng thời dự đoán cơ chế kháng nấm 

dựa trên phân tích hệ gen xạ khuẩn từ đó làm tiền đề cho ứng dụng sản xuất các chế 

phẩm sinh học từ xạ khuẩn dùng trong phòng trừ bệnh héo vàng lá chuối do nấm 

Foc gây ra. 

2. MỤC TIÊU NGHIÊN CỨU 

- Phân lập, lựa chọn được chủng nấm Foc TR4 gây bệnh héo vàng điển hình 

trên cây chuối tại một số vùng trồng chuối của Việt Nam. 
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- Tuyển chọn được chủng xạ khuẩn trong bộ sưu tập giống có khả năng 

kháng nấm Foc TR4 mạnh nhất. 

- Phân tích, xây dựng cơ sở dữ liệu hệ gen của chủng xạ khuẩn tuyển chọn 

đồng thời phân lập, xác định được một số chất có khả năng kháng nấm Foc TR4 từ 

dịch lên men chủng xạ khuẩn tạo tiền đề cho việc phát triển các sản phẩm kháng 

nấm từ các chủng xạ khuẩn này. 

3. NỘI DUNG NGHIÊN CỨU  

Nội dung 1: Phân lập, tuyển chọn nấm Foc TR4 gây bệnh héo vàng trên cây chuối 

tại Việt Nam. 

Nội dung 2: Tuyển chọn và nghiên cứu đặc điểm sinh học của xạ khuẩn có khả 

năng đối kháng nấm Foc TR4 gây bệnh héo vàng trên cây chuối. 

Nội dung 3: Xác định và thu nhận hoạt chất kháng nấm Foc TR4 từ xạ khuẩn được 

tuyển chọn 

Nội dung 4: Phân tích hệ gen, nhận dạng các gen liên quan đến khả năng sinh tổng 

hợp hoạt chất kháng nấm của chủng xạ khuẩn tuyển chọn. 

4. Ý NGHĨA KHOA HỌC VÀ Ý NGHĨA THỰC TIỄN CỦA LUẬN ÁN 

Kết quả nghiên cứu của luận án là nguồn tài liệu tham khảo có ý nghĩa khoa 

học, đáng tin cậy có thể dùng trong giảng dạy, nghiên cứu khoa học trong các lĩnh 

vực như: vi sinh vật nông nghiệp, công nghệ sinh học và sinh học.  

Luận án cũng đã tuyển chọn được các chủng nấm Foc TR4 gây bệnh héo 

vàng trên cây chuối tại một số tỉnh trồng chuối của Việt Nam. Đây sẽ là các dữ liệu 

quan trọng cho các nhà quản lý, các nhà nghiên cứu trong công tác kiểm soát, 

phòng trừ các bệnh trên cây trồng, đặc biệt là trên cây chuối – một loại cây trồng có 

giá trị xuất khẩu cao. 

Các kết quả nghiên cứu trong luận án này cũng phân lập và lựa chọn được 

chủng xạ khuẩn Streptomyces lilacinus VNUA116 từ đất trồng chuối có khả năng 

kháng nấm Foc TR4 với hoạt lực diệt nấm cao (trên 70%). Việc sử dụng các công 

cụ tin sinh học trong phân tích hệ gen đã giúp phân tích và giải mã các dữ liệu gen 

của chủng xạ khuẩn VNUA116, từ đó đã làm rõ được cơ chế di truyền, cấu trúc gen, 
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dự đoán các gen liên quan đến khả năng kháng nấm Foc TR4 của chủng xạ khuẩn 

này. Đây sẽ là nguồn dữ liệu về hệ gen cần thiết và có giá trị khoa học cho các 

nghiên cứu về xạ khuẩn, là nguồn tham khảo có ý nghĩa cho các hướng nghiên cứu 

về xạ khuẩn tại Việt Nam cũng như trên thế giới. Các kết quả về phân lập, xác định 

một số hoạt chất kháng nấm trong cao chiết từ dịch lên men chủng xạ khuẩn 

VNUA116 đồng thời đánh giá khả năng ức chế sự nảy mầm bào tử và sự phát triển 

hệ sợi cũng sẽ chứng minh đánh giá hiệu quả kháng nấm của xạ khuẩn này và xác 

định được cơ chế kháng nấm của chúng. Đây sẽ là tiền đề quan trọng để ứng dụng 

chủng xạ khuẩn VNUA116 trong sản xuất chế phẩm phòng và điều trị bệnh héo 

vàng trên cây chuối do nấm Foc Tr4 gây ra. Những kết quả thu được từ luận án 

không chỉ chứng minh được vai trò, cơ chế kháng nấm của chủng xạ khuẩn nghiên 

cứu mà còn có giá trị ứng dụng thực tiễn lớn trong sản xuất chế phẩm sinh học 

phòng và điều trị bệnh héo vàng trên cây chuối, từ đó giúp giảm thiểu sự phụ thuộc 

vào thuốc bảo vệ thực vật hoá học và góp phần vào sự phát triển của nền nông 

nghiệp an toàn, bền vững. 

5. NHỮNG ĐÓNG GÓP MỚI CỦA LUẬN ÁN 

- Đây là nghiên cứu mới có tính toàn diện và có hệ thống về các chủng nấm Foc 

gây bệnh héo vàng trên cây chuối tại một số địa phương trồng chuối tại Việt Nam. 

- Tuyển chọn và sử dụng vi sinh vật bản địa (tính mới về tiếp cận nguồn vi sinh 

vật phù hợp với điều kiện Việt Nam). 

- Lần đầu tiên công bố trình tự toàn bộ hệ gen, kết quả phân tích hệ gen, nhận 

biết các gen liên quan đến khả năng sinh tổng hợp hoạt chất kháng nấm Foc TR4 

của chủng xạ khuẩn bản địa Streptomyces lilacinus VNUA116 phân lập tại các vùng 

trồng chuối của Việt Nam. Toàn bộ hệ gen và các dữ liệu liên quan của chủng xạ 

khuẩn này đã được công bố trên Ngân hàng gen với mã số CP130487.  

- Đã phân lập, thu nhận, tinh sạch và xác định cấu trúc 3 chất p-

hydroxybenzadehyde, 4-hydroxysattabacin và oxindole được dự đoán có tiềm năng 

kháng nấm Foc TR4 từ dịch lên men của chủng xạ khuẩn Streptomyces lilacinus 

VNUA116.  
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Chương 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. TỔNG QUAN VỀ BỆNH HÉO VÀNG TRÊN CÂY CHUỐI 

1.1.1. Tình hình bệnh héo vàng trên cây chuối 

Bệnh héo vàng hay còn gọi là bệnh héo Fusarium, bệnh héo rũ trên cây chuối 

đang ngày càng trở nên nguy hiểm đối với ngành sản xuất chuối toàn cầu [119, 

162].  Bệnh héo vàng là một bệnh phổ biến trên cây chuối và đã được rất nhiều công 

bố khẳng định nguyên nhân do nấm bệnh Fusarium oxysporum  f. sp. cubense (Foc) 

gây ra. Tác nhân gây bệnh chính là nấm Foc truyền qua đất và gây bệnh cho cây chuối. 

Người ta ước tính rằng 80% sản lượng chuối trên toàn cầu trong đó có Việt Nam, 

Đài Loan, Malaysia, Bắc Úc đang bị đe dọa bởi nấm F. oxysporum  f. sp. cubense 

Tropical Race 4 (Foc TR4) - đây là một trong những chủng nấm có sức tàn phá và 

có thể gây thiệt hại đáng kể về kinh tế.  

Chuối là một trong những loại trái cây quan trọng nhất thế giới, cung cấp 

nguồn thực phẩm chính cho hàng trăm triệu người, đặc biệt tại các nước đang phát 

triển. Theo Tổ chức Lương thực và Nông nghiệp Liên Hợp Quốc (FAO), xuất khẩu 

chuối toàn cầu đạt 19,3 triệu tấn vào năm 2023, giảm 1,2 triệu tấn so với năm 2021 

do nhiều nguyên nhân trong đó có nguyên nhân do nấm Foc TR4. Bệnh héo vàng 

do nấm Foc TR4 gây ra đang đe dọa sinh kế của nông dân và sự ổn định của chuỗi 

cung ứng toàn cầu. Điển hình, tại Philipin – một trong những nước xuất khẩu chuối 

lớn nhất thế giới- bệnh này đã làm giảm sản lượng xuất khẩu chuối xuống còn 2,3 

triệu tấn vào năm 2022, giảm 8,2% so với năm 2021. Ở Colombia, năm 2019, chính 

phủ đã phải ban bố tình trạng khẩn cấp khi Foc TR4 được phát hiện, đồng thời tiêu 

hủy hàng loạt diện tích canh tác để ngăn dịch lan rộng. Nếu không có biện pháp 

kiểm soát hiệu quả, bệnh này có thể dẫn đến sự sụp đổ của ngành trồng chuối 

thương mại, đặc biệt là giống chuối Cavendish - chiếm hơn 50% sản lượng chuối 

xuất khẩu toàn cầu. Trong vài thập kỷ tới, các chuyên gia cảnh báo rằng, nếu Foc 

TR4 tiếp tục lây lan mà không có giống chuối kháng bệnh thay thế thì thị trường 

chuối toàn cầu có thể đối mặt với cuộc khủng hoảng nghiêm trọng [223]. 
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1.1.1.1. Trên thế giới 

Bệnh héo vàng trên cây chuối phân bố ở các vùng sản xuất chuối trên toàn 

cầu cả vùng nhiệt đới và cận nhiệt đới. Tổ chức BAPNET (Hiệp hội chuối Châu Á 

Thái Bình Dương) đã điều tra bệnh héo vàng trên chuối trong giai đoạn 2006-2009 

tại 12 nước châu Á cho thấy rằng bệnh này xuất hiện phổ biến ở Trung Quốc, Đài 

Loan, Philippine, Indonesia, Malaysia nhưng chưa xuất hiện ở Việt Nam [95]. 

Tại Úc nấm Foc TR4 được phát hiện tại Queensland vào năm 2015 và gây 

thiệt hại đáng kể cho các đồn điền trồng chuối tại địa phương này. Ước tính có hơn 

9.000 ha trồng chuối bị nhiễm bệnh [162]. 

 Tại Trung Quốc, Yi và cs (2007) đã báo cáo rằng khoảng 6.700 ha chuối 

tại các đồn điền trồng chuối lớn tại Quảng Đông bị nhiễm mầm bệnh Fusarium. 

Hơn 10 năm sau, bệnh héo Fusarium đã xuất hiện khắp các vùng trồng chuối của 

Trung Quốc và gây ra tổn thất về sản lượng thu hoạch của hơn 40.000 ha diện tích 

trồng chuối tại Quảng Tây và đảo Hải Nam [124]. Sự lây lan dễ dàng và nhanh 

chóng của loại nấm có nguồn gốc từ đất này đang là mối đe dọa nghiêm trọng tới 

ngành sản xuất chuối trên toàn cầu [219] 

 Tại Malaysia và Indonesia là các nước nhiệt đới- bệnh héo vàng phát hiện 

vào đầu những năm 1990 [133] và lan rộng khắp Đông Nam Á và Úc trong vòng 

chưa đầy một thập kỷ, gây thiệt hại đáng kể và ảnh hưởng đến thu nhập của nhiều 

nông dân trong các nước này.  

 Tại Philipin, nấm Foc đã được phát hiện từ năm 1970, nhưng đến năm 

2006 mới phát hiện ra nấm Foc TR4. Sau đó, hàng ngàn ha diện tích trồng chuối bị 

nông dân bỏ hoang vì nhiễm nấm Foc TR4 khiến mỗi năm lỗ 3 tỷ đô la và khoảng 

66.000 hộ gia đình mất sinh kế [142]. 

 Tại Campuchia, năm 2023 khu liên hợp nông nghiệp Snuol đã có 3,25% 

diện tích trồng chuối bị nhiễm nấm Foc và gây mất trắng trên diện tích 85ha/2.557 

ha trồng chuối. 

1.1.1.2.  

1.1.1.3.  
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1.1.1.4. Tại Việt Nam 

Vào những năm 1967 - 1968 lần đầu tiên bệnh héo vàng được nghiên cứu 

bởi nhà khoa học Vakili và cs [17] và lần thứ hai vào năm 1995 ở miền Bắc và miền 

Trung. Kết quả điều tra cho thấy tại miền Nam có tới 70% diện tích trồng chuối bị 

nhiễm bệnh héo vàng trong đó nhiều vùng thiệt hại nhiều nhất lên tới hơn 85% năng 

suất, đồng thời cũng cho thấy bệnh vàng lá xuất hiện trên phạm vi cả nước. Bentley 

và cs (1998), công bố kết quả thu thập mẫu bệnh ở cả miền Bắc, miền Trung và 

miền Nam Việt nam trên chuối Tây và chuối Ngốp cũng bị nhiễm bệnh, các mẫu 

nấm này cũng thuộc chủng 1 [35]. Nguyễn Văn Khiêm (2000) nghiên cứu 60 mẫu 

nấm Foc tại 7 tỉnh bao gồm Hà Nội, Hà Tây, Hưng Yên, Phú Thọ, Vĩnh Phúc, Bắc 

Ninh, và Thừa Thiên Huế đã xác định là nấm gây bệnh héo vàng lá chuối ở Việt 

Nam thuộc Foc 1, chưa phát hiện ra bệnh này trên chuối tiêu [13]. Năm 2018, Trần 

Ngọc Hùng và cs đã lần đầu tiên phát hiện ra nấm Foc TR4 và công bố bệnh héo 

vàng gây hại trên chuối tiêu do Foc-TR4 gây ra tại Hà Nội (2014), Hưng Yên 

(2015) và Lào Cai (2017). Hay gần đây nhất công bố của Lê Thị Loan (2024) bệnh 

héo vàng lá chuối xuất hiện ở tất cả 10 tỉnh trồng chuối được điều tra tại miền Bắc 

trong đó Vĩnh Phúc, Hưng Yên có tỷ lệ bệnh gây hại từ 15 – 30% (Vĩnh Phúc), 

thậm chí lên tới 90% (Khoái Châu, Hưng Yên) [11].  

1.1.2. Đặc điểm, cơ chế và tác nhân gây bệnh héo vàng trên cây chuối. 

1.1.2.1. Đặc điểm của bệnh héo vàng trên cây chuối 

Triệu chứng bệnh héo vàng bên ngoài có thể quan sát thấy trên lá, thân giả và 

củ. Đặc điểm gây hại đặc trưng trên các cây bị bệnh là mạch dẫn chuyển màu nâu 

đỏ ở thân củ, thân giả và ở cả bẹ lá. Hội chứng điển hình trên lá là hội chứng vàng 

lá và hội chứng xanh lá [192]. Hội chứng vàng lá là triệu chứng cổ điển của bệnh 

héo Fusarium trên chuối. Những lá già nhất chuyển từ màu xanh nhạt sang vàng 

nhạt bắt đầu với những mảng hoặc vệt ở gốc cuống lá, gần với gân giữa và rủ 

xuống, lá chết xung quanh thân giả. Hội chứng xanh lá trái ngược với hội chứng 

vàng lá. Lá vẫn xanh cho đến khi cuống lá uốn cong và xẹp xuống. Các triệu chứng 

khác bao gồm mép không đều, nhợt nhạt trên các lá mới và các phiến lá bị nhăn và 
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biến dạng, các lóng cũng có thể ngắn lại. Triệu chứng bên trong đặc trưng của bệnh 

héo vàng là sự đổi màu mạch dẫn. Sự đổi màu thay đổi từ vàng nhạt trong giai đoạn 

đầu sang đỏ sẫm hoặc gần như đen trong giai đoạn sau. Ở giai đoạn đầu, các bẹ lá 

phía ngoài cùng và lá già nhất bị bệnh, sau đó biến đổi màu trên toàn bộ thân giả và 

cuống quả ở giai đoạn bệnh sau và kèm theo đó là sự hoại tử các mạch xylem ở thân 

ngầm và thân giả. Nấm bệnh xâm nhập chủ yếu qua chóp rễ hoặc qua vết thương ở 

rễ, rồi vào bó mạch, phát triển trong mạch dẫn làm cản trở quá trình vận chuyển 

nước trong cây từ đó gây ra triệu chứng héo vàng trên lá và thậm chí bệnh nặng gây 

chết cây [1]. Bệnh héo vàng thường xảy ra ở tất cả các giai đoạn sinh trưởng của 

cây chuối nhưng tấn công mạnh nhất ở giai đoạn cây trưởng thành và giai đoạn ra 

hoa tạo quả làm cho cây bị héo vàng rồi chết [160]. 

Các triệu chứng trên lá của bệnh héo vàng có thể bị nhầm lẫn với bệnh héo do 

vi khuẩn. Các triệu chứng bệnh bị ảnh hưởng bởi nấm Fusarium tiến triển từ lá già 

đến lá non. Ở những cây bị ảnh hưởng bởi vi khuẩn, quá trình héo có thể bắt đầu từ 

bất kỳ lá nào và dịch rỉ vi khuẩn có thể được quan sát thấy trên bề mặt cắt tiếp xúc. 
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Hình 1.1. Các triệu chứng bệnh héo vàng trên chuối gây ra do nấm Foc [224] 

(A, B)- Cây chuối bị bệnh héo Fusarium, (C) Thân chuối nhiễm nấm Fusarium cắt 

dọc, (D) Thân chuối nhiễm nấm Fusarium cắt ngang, (E) Phần gốc của thân giả bị 

tách ra do nhiễm nấm Fusarium, (F) Mô mạch thân rễ nhiễm nấm Fusarium 

1.1.2.2. Cơ chế gây bệnh héo vàng trên cây chuối 

 Chu kỳ bệnh héo vàng trên cây chuối bắt đầu khi tác nhân gây bệnh - chính 

là nấm Foc - xâm nhập vào vật chủ tiềm năng thông qua phần chóp rễ. Khi xâm 

nhập vào rễ, nhờ chất dinh dưỡng của cây chủ, bào tử nấm nảy mầm tạo hệ sợi phát 

triển. Sợi nấm sau đó lây nhiễm sang các rễ bên và tiến tới xâm lấn vào các mạch 

xylem trong cây [161]. Khi vào bên trong mạch xylem, nấm Foc cư trú trong thân 

rễ và đi lên mô phân sinh, chặn các mạch xylem dẫn nước và do đó ngăn cản sự vận 

chuyển nước, chất dinh dưỡng từ rễ đến các bộ phận phía trên của cây [160]. Bào tử 

nhỏ (Microconidia) được hình thành từ các sợi nấm tại các mạch gỗ và được lan 

truyền qua hệ thống mạch đến các mạch gỗ mới – là nơi chúng có thể nảy mầm. Sau 

đó các sợi nấm được tạo ra ở vị trí mới và lặp lại chu kỳ mới [59]. Bên trong cây, 

các triệu chứng đầu tiên trở nên rõ ràng trong các mạch xylem (dẫn nước) của rễ và 

thân rễ chuyển từ màu nâu đỏ thành màu hạt dẻ khi nấm mọc qua các mô (Hình 

1.2). Khi cắt ngang thân cây bệnh, sự đổi màu xuất hiện theo hình tròn xung quanh 

tâm của thân, vùng bị bệnh tập trung do sự sắp xếp của các mạch. Khi triệu chứng 

lan sang thân giả, các đường liên tục đổi màu có thể quan sát được khi cây bị cắt 

theo chiều dọc. Nấm có thể di chuyển đến tận đỉnh của thân giả. Trong trường hợp 

nghiêm trọng, nó thậm chí có thể xâm nhập vào bẹ lá và cuống lá (bó cuống) của 
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cây. Tuy nhiên, chưa có phát hiện nào cho thấy nấm có thể xâm nhập vào quả 

chuối. 

 

Hình 1.2. Chu kỳ gây bệnh của nấm Foc trên cây chuối [222] 

 Nấm Foc khó bị loại bỏ trong đất do tồn tại ở trạng thái bào tử nghỉ, gây 

ảnh hưởng nghiêm trọng đến việc trồng và thu hoạch vụ tiếp theo. Bệnh xuất hiện 

hầu hết ở các vùng trồng chuối, gây hại ở tất cả các giai đoạn sinh trưởng của cây 

chuối. Ở những vùng bị nhiễm bệnh nặng tỷ lệ mắc bệnh thay đổi từ 10% đến 30%, 

thậm chí lên tới 90% [94]. Vì vậy, nấm Fusarium không chỉ có tác động đến năng 

suất trong thời gian cây trồng bị nhiễm bệnh mà còn tồn tại trong đất trồng trong 20 

năm sau mặc dù đã loại bỏ hoàn toàn tất cả các cây bị nhiễm bệnh. 

1.1.2.3. Tác nhân gây bệnh héo vàng trên cây chuối 

Đã có rất nhiều nghiên cứu công bố, bệnh héo vàng trên chuối do nấm Foc 

gây ra. Các nghiên cứu về bệnh héo vàng đã cho thấy quan hệ giữa các tác nhân gây 
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bệnh với các giống chuối khác nhau do quần thể nấm gây bệnh được chia thành 4 

chủng (Race) chính mặc dù có thể còn nhiều chủng khác tồn tại: 

Chủng 1 tấn công giống cây chuối (nhóm AAA) 'Gros Michel' và gây ra đại 

dịch thế kỷ 20. Nó cũng tấn công chuối Musa (nhóm AAB) 'Pome' và các nhóm con 

của nó, Musa (nhóm AAB) 'Silk' và Musa (nhóm ABB) 'Pisang Awak' [160]. 

Chủng 2 tấn công vào nhóm Musa (nhóm ABB) 'Bluggoe' và những giống 

có liên quan. 

Chủng 3 tấn công giống chuối cảnh (Heliconia spp) và hiện nay chủng 3 

không còn được coi là mầm bệnh gây bệnh trên chuối [162] 

Chủng 4 tấn công giống chuối Musa (nhóm AAA) và các giống chuối mẫn 

cảm với chủng 1 và chủng 2. Chủng 4 được chia thành chủng Foc SR4- chủng cận 

nhiệt đới, lây nhiễm các giống cây trồng thuộc phân nhóm ‘Cavendish’ và các giống 

mẫn cảm với chủng Foc 1 và chủng Foc 2 ở vùng cận nhiệt đới mà ở đó thực vật 

phải đối mặt với các điều kiện khắc nghiệt như nhiệt độ thấp và hạn hán và chủng 

Foc TR4- chủng nhiệt đới, lây nhiễm bệnh ở nhiều giống chuối khác nhau tương tự 

như chủng Foc SR4 nhưng trong cả điều kiện nhiệt đới và cận nhiệt đới mà không 

có yếu tố ảnh hưởng [162].  

Chủng 1 và chủng 2 đã tàn phá nghiêm trọng ngành công nghiệp trồng chuối 

ở hầu hết các nước Trung và Nam Mỹ vào các năm nửa đầu thế kỷ XX. Để loại bỏ 

bệnh này, các giống Cavendish kháng với chủng 1 và chủng 2 được sử dụng. Tuy 

nhiên hiện nay, Cavendish là giống chuối xuất khẩu chính trên toàn thế giới lại đang 

bị đe dọa nghiêm trọng bởi chủng 4 (Tropical Race 4 - TR4). Chính chủng TR4 đã 

phá hủy 23.000 ha chuối Cavendish ở Đài Loan và các đồn điền trồng chuối ở một 

số nước cận nhiệt đới như Australia, quần đảo Canary, Nam Phi cũng như một số 

vùng trồng chuối nhiệt đới như Jamaica, Guadeloupe. Mặc dù chủng 4 ban đầu 

được mô tả ở Đài Loan vào những năm 70 của thế kỷ XX trước khi chủng TR4 

được công nhận, nhưng các ghi nhận cho thấy rằng TR4, chứ không phải SR4, là 

nguyên nhân gây ra các thiệt hại ở đó [162].  
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Nấm Foc TR4 có thể tồn tại hơn 30 năm trong đất và lây nhiễm trên 80% 

giống chuối đang trồng trên thế giới. Cho đến nay chưa có giống thương mại nào có 

khả năng kháng Foc TR4 hiệu quả [200]. Nấm Foc TR4 đang có nguy cơ lan rộng 

sang các nước trồng chuối trong đó có Việt Nam. Sự tồn vong của các giống chuối 

đang bị đe dọa nghiêm trọng nếu không có biện pháp khắc phục tạm thời. Do đó, 

nghiên cứu về các chủng nấm và các chủng vi sinh vật có khả năng kháng lại căn 

bệnh này đang nhận được sự quan tâm rất lớn từ các nhà nghiên cứu trên khắp thế 

giới.  

Nấm Foc TR4 lần đầu tiên được tìm thấy ở Đài loan năm 1989 trên giống chuối 

Cavendish, sau đó vào những năm 1990 nấm Foc TR4 được phát hiện ở Indonesia 

và Malaysia và được cho là có nguồn gốc từ Đài Loan [132]. Hơn 20 năm sau, vào 

năm 2013 nấm Foc TR4 mới được tìm thấy tại Australia, Đài Loan , Trung Quốc và 

Philippin [119]. Sau năm 2013, loại nấm này đã được tìm thấy ngoài châu Á khi nó 

được báo cáo lần đầu tiên tại Jordan, Lebanon, Mozambique và Pakistan [74, 153]. 

Sau đó, nó cũng đã lan rộng ở Châu Á và Úc [151], được phát hiện ở Lào và Việt 

Nam năm 2015 [49, 95]. Cho đến năm 2019, TR4 vẫn chưa được báo cáo ở Mỹ 

Latinh. Bất chấp những nỗ lực lớn được thực hiện trong khu vực này nhằm ngăn 

chặn sự xâm nhập của mầm bệnh, tuy nhiên TR4 lần đầu tiên được báo cáo gây 

bệnh ở ít nhất ba trang trại ở Colombia (IPPC, 2019; García-Bastidas và cs., 2020b) 

và chỉ 2 năm sau đã xuất hiện ở Peru (IPPC, 2021) và cùng thời gian này Thổ Nhĩ 

Kỳ cũng đã báo cáo về căn bệnh này [19]. Xuất hiện bệnh muộn nhất là ở 

Venezuela vào đầu năm 2023 [138]. Loại nấm này đã lây lan nhanh chóng ở các 

quốc gia này và gây thiệt hại đáng kể đến năng suất và lợi nhuận cho người trồng 

chuối. 
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Hình 1.3. Các mốc thời gian phát hiện nấm Foc TR4 [75] 

1.1.3. Kiểm soát bệnh dịch héo vàng trên cây chuối 

Nhiều kỹ thuật kiểm soát bệnh dịch héo vàng lá chuối đã được thử nghiệm kể 

từ khi bệnh này được phát hiện nhằm giảm thiểu các tác động tiêu cực của bệnh.  

Tuy nhiên, hiện nay ngoài việc trồng các giống cây kháng bệnh, vẫn chưa có chiến 

lược phòng ngừa nào có hiệu quả [143].  

Hiện nay, nhằm kiểm soát bệnh do nấm Foc gây ra trên chuối nhiều biện 

pháp khác nhau đã được nghiên cứu và áp dụng như kiểm soát sinh học, kiểm soát 

hóa học, kiểm soát điều kiện môi trường nuôi cấy, các chương trình chọn tạo giống 

kháng, nâng cao nhận thức về bệnh héo vàng lá chuối. 

1.1.3.1. Kiểm soát điều kiện nuôi trồng 

Do việc sản xuất đơn canh các giống mẫn cảm dễ nhiễm bệnh rất khó khăn ở 

những khu vực bị nhiễm bệnh, việc trồng hỗn hợp đã được đề xuất như một phương 

pháp thay thế. Trồng hỗn hợp trong nông nghiệp ở quy mô nhỏ trong đó các giống 

chuối khác nhau được trồng xen với các cây trồng khác, thường ít thiệt hại hơn so 

với khi trồng trong các đơn canh. Trồng các giống chuối chịu Foc hoặc kháng Foc 

kết hợp với các phương pháp trồng xen canh giúp cải thiện tỷ lệ mắc bệnh và tăng 

năng suất cây trồng. Hệ thống trồng hỗn hợp bao gồm các cây họ đậu, ngũ cốc và 

cây đa mục đích trong trang trại trồng chuối cũng có thể cải thiện năng suất chuối 

và tăng khả năng chống chịu bệnh tốt hơn [82]. Để giảm số lượng nấm bệnh trong 

đất, luân canh cây trồng đã được sử dụng với các loại cây không phải là vật chủ của 
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nấm gây héo Fusarium. Tần suất bệnh chỉ giảm tạm thời khi luân canh chuối với 

mía kết hợp bỏ hoang đất có chủ ý. Những đồn điền nhỏ ở Indonesia và Philippin sử 

dụng sắn (Manihot esculentum) để giảm Foc TR4 trong đất [142].  

Biện pháp sử dụng giống chuối kháng đang là hướng nghiên cứu được chú ý. 

Các nghiên cứu trước đây đã chứng minh, đối với Foc chủng 1 thì giống kháng là 

cách tốt nhất để chống lại chủng nấm này. Tuy nhiên, đối với Foc chủng 4 thì vẫn 

chưa có một giống chuối thương mại nào có khả năng kháng hiệu quả. Việc tạo 

giống kháng bệnh trên cơ sở lai tạo chỉ góp phần tạo ra các giống kháng cho một số 

chủng gây bệnh nhất định, trong khi đó có rất nhiều biến chủng khác nhau của nấm. 

Trong những năm gần đây việc tạo ra cây chuối biến đổi gen có khả năng kháng 

nấm đã mang lại những hiệu quả tích cực, nhưng trên thực tế thì có rất nhiều quốc 

gia vẫn nói không với cây trồng biến đổi gen. 

1.1.3.2. Kiểm soát hóa học 

Kiểm soát bằng hóa chất là một trong những biện pháp quản lý bệnh đối với 

các bệnh truyền qua đất. Tuy nhiên, cách tiếp cận này có nhiều nhược điểm vì chi 

phí cao, gây ảnh hưởng đến môi trường và sức khỏe cộng đồng. Đây được coi là 

biện pháp tạm thời và không bền vững. 

Cho đến khi thực hiện thỏa thuận toàn cầu về bảo vệ tầng ozone (Nghị định 

thư Montreal, 1986), methyl bromide được sử dụng rộng rãi làm chất khử trùng do 

hiệu quả cao chống lại các bệnh truyền qua đất [81]. Các chất khử trùng thay thế 

methyl bromide như carbendazim, dazomet, chloropicrin và 1,3-dichloropropene 

nằm trong số những chất được sử dụng thường xuyên nhất hiện nay để chống héo 

Fusarium. Trước đây, chloropicrin và dazomet kiểm soát héo trên cây họ đậu ở 

những vùng đất bị nhiễm khuẩn nặng. Tuy nhiên, khi sử dụng chloropicrin đã gây ra 

hậu quả nghiêm trọng đối với quần thể vi sinh vật đất tại nơi sử dụng. Việc sử dụng 

thường xuyên và bừa bãi các chất hóa học không chỉ làm thay đổi thành phần quần 

thể vi sinh vật trong đất mà còn có thể làm hỏng hệ sinh thái dưới nước và thậm chí 

dẫn đến khả năng kháng thuốc diệt nấm [154].  
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Trong một nghiên cứu, các nhà khoa học đã phát hiện ra rằng các triệu chứng 

bệnh héo Fusarium có thể được kiểm soát lên đến 80,6% khi hoạt chất benomyl và 

thuốc diệt nấm bằng chất ức chế khử methyl được áp dụng qua phương pháp ngâm 

rễ. Bên cạnh đó, một số hợp chất amoni bậc bốn cũng được báo cáo là các chất khử 

trùng mạnh đối với Foc [149]. Tương tự như kiểm soát sinh học, việc đánh giá hiệu 

quả của các thuốc diệt nấm chống lại bệnh héo Fusarium trong tương lai là cần 

thiết. 

Việc tiêm thuốc diệt nấm vào cây chuối bị nhiễm nấm Fusarium cũng đã 

được thực hiện. Trong một nghiên cứu do Lakshmanan và cs (1987) thực hiện, thân 

rễ của giống "Rasthali" đã được tiêm 2% carbendazim (Bavistin 50 WP) bằng cách 

sử dụng kim tiêm y tế, phần trên của thân rễ được loại bỏ một phần đất và đục một 

lỗ nghiêng ở góc 45° trước khi tiêm thuốc diệt nấm. Phương pháp này đã giảm tỷ lệ 

nhiễm bệnh lên đến 13,5% vào thời điểm thu hoạch [113]. Trong một nghiên cứu 

khác, Herbert và cs (1990) báo cáo rằng việc tiêm carbendazim và một số thuốc diệt 

nấm khác không ngăn chặn được bệnh héo Fusarium trên chuối ở Nam Phi. Tuy 

nhiên, Herbert và cs cũng đưa ra phương pháp điều trị khác chống lại bệnh héo 

Fusarium bằng cách khử trùng đất bằng methyl bromide. Tuy nhiên, các khu vực đã 

được khử trùng cuối cùng cũng bị tái nhiễm khiến việc sản xuất chuối trong vụ tiếp 

theo không khả thi [86]. 

1.1.3.3. Kiểm soát sinh học 

Do sự lây lan liên tục của bệnh héo Fusarium, kiểm soát sinh học là một 

phương pháp quản lý bệnh phù hợp. Tuy nhiên, các kết quả nghiên cứu trong đó 

hầu hết các công trình đã công bố về khả năng kháng nấm Fusarium gây bệnh héo 

trên chuối mới chỉ tiến hành trong điều kiện phòng thí nghiệm hoặc trong nhà kính 

sử dụng các vi sinh vật khác nhau như Pseudomonas fluorescens, Trichoderma 

viride, Bacillus spp., Serratia spp., Pseudomonas aeruginosa, Streptomyces 

violaceusniger, Y-Proteobacteria, Bacillus subtilis, Pseudomonas spp., và Fusarium 

không gây bệnh [175]. Một số loài dược liệu của Ấn Độ như Calotropis gigantea L 

(Bồng bông), Centella asiatica L. (Rau má), Ocimum sanctum L. (Hương nhu tía), 
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Piper betle L. (Trầu không) và Vitex negundo L. (Ngũ trảo) cũng đã được tiến hành 

thử nghiệm trong phòng thí nghiệm như một biện pháp kiểm soát sinh học kháng 

nấm Foc. Trong đó, chiết xuất Trầu không thể hiện hoạt tính kháng nấm Foc cao 

nhất, tiếp theo là các chiết xuất của các cây Ngũ trảo, Bồng bông, Rau má và Hương 

nhu tía [140]. Những kết quả này chứng minh rằng một số chất chiết xuất từ thực 

vật thể hiện hoạt tính kháng nấm và có khả năng giảm sự phát triển của sợi nấm 

trong cả điều kiện nhà kính và ngoài đồng ruộng. Có rất ít nghiên cứu được thực 

hiện kiểm soát sinh học lâu dài của bệnh héo Fusarium ở chuối ngoài đồng ruộng. 

Công bố của Thangavelu và cs (2009) đã báo cáo việc ứng dụng chủng Fusarium 

không gây bệnh trên đồng ruộng đã giảm mức độ nghiêm trọng của bệnh lên đến 

89% sau ba lần điều trị [188]. Mặt khác, Belgrove và cs (2011) cũng báo cáo rằng 

cả F. oxysporum không gây bệnh và P. fluorescens hoặc sử dụng kết hợp cả 2 chủng 

đều giảm đáng kể sự phát triển của bệnh héo Fusarium trong điều kiện đồng ruộng 

[33]. 

1.2. CÁC HỢP CHẤT THỨ CẤP CÓ HOẠT TÍNH ĐỐI KHÁNG NẤM TỪ 

XẠ KHUẨN 

1.2.1. Tình hình nghiên cứu hợp chất thứ cấp có hoạt tính kháng nấm từ xạ 

khuẩn  

1.2.1.1. Trên thế giới 

 Trên thế giới, đã có rất nhiều công trình khoa học công bố về khả năng sinh 

hoạt chất sinh học từ xạ khuẩn như khả năng kháng nấm gây bệnh trên thực vật, khả 

năng sinh enzyme, khả năng sinh các chất kháng sinh… Nhờ khả năng tổng hợp các 

hợp chất có cấu trúc đa dạng và hoạt tính mạnh, xạ khuẩn đã cung cấp nhiều kháng 

sinh quan trọng trong y học và nông nghiệp.  

 Một số nghiên cứu đã ghi nhận khả năng kháng nấm gây bệnh trên thực vật của 

xạ khuẩn: bệnh thán thư do nấm Colletotrichum gloesporioides trên cây ớt [184], 

bệnh thán thư trên dâu tây, bệnh thán thư trên dưa leo do nấm Collectotrichum spp. 

[176], bệnh thán thư trên chuối do nấm Collectotrichum musae [185], bệnh thối rễ 

trên ớt do nấm P. capsici [67], bệnh héo rũ do nấm F. oxysporum trên ở cây mướp 
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[122], trên cây lily [51], bệnh thối cổ rễ do nấm Sclerotium rolfsii trên đậu xanh 

[180], bệnh đốm socola trên hạt đậu răng ngựa do nấm Botrytis cinerea [65], bệnh 

nấm trắng trên dâu tây do nấm Botrytis cinerea [127] và bệnh trên hạt giống bắp cải 

do nấm Alternaria Brassicicola [83]. El-Mehalawy và cs (2005) đã công bố các 

chủng xạ khuẩn S. graminofaciens, S. rochei, S. annulatus và S. gibsonii có thể 

kiểm soát nấm Cephalosporium maydis gây bệnh héo muộn ở ngô [64]. Sự thành 

công của các công bố coi Streptomyces như một tác nhân trong kiểm soát sinh học 

đầy tiềm năng đã khuyến khích các nhà khoa học nghiên cứu tìm kiếm tác nhân vi 

sinh vật mới thay thế cho thuốc diệt nấm hóa học. 

 Năm 2008, Lu và cs đã tuyển chọn được chủng xạ khuẩn Streptomyces lydicus 

A01 từ đất trồng có khả năng sinh natamycin và gây ức chế mạnh đến sự phát triển 

của 13 loại nấm gây bệnh cây trồng điều kiện phòng thí nghiệm. Trong điều kiện 

nhà lưới chủng S. lydicus A01 cũng cho thấy hiệu quả kiểm soát nấm mốc xám trên 

cà chua trồng trong chậu vại [127]. Awla và cs (2017) đã lựa chọn được chủng 

Streptomyces UPMRS4 phân lập từ đất có khả năng ức chế sinh trưởng của nấm P. 

oryzae gây bệnh đạo ôn trong điều kiện phòng thí nghiệm đồng thời kích thích tăng 

trưởng và tăng năng suất lúa trong điều kiện nhà lưới [26].  

 Trong nghiên cứu tìm kiếm các hợp chất thiên nhiên từ vi sinh vật biển có hoạt 

tính sinh học mới, Zhang và cs đã phân lập hai chất bagremycins mới có tính kháng 

khuẩn là F (34) và G (35) từ dịch chiết xạ khuẩn biển Streptomyces sp. ZZ745. Hai 

chất bagremycins F (1) và G (2) thể hiện hoạt tính kháng E. coli với giá trị MIC 

tương ứng là 41,8 và 61,7 µM. [216]. Nergi và cs phát hiện và công bố bốn hợp chất 

bioxalomycin α1, α2, β1 và β2 (9-12) tách chiết được từ xạ khuẩn có hoạt tính 

kháng khuẩn rất mạnh đối với các chủng Staphyloccoccus và Enterococcus sp. Đặc 

biệt hợp chất bioxalomycin β2 (12) thể hiện hoạt tính mạnh nhất với giá trị MIC 

nằm trong khoảng 0,002 đến 0,1 µg/ml [148].  

 Đặc biệt có rất nhiều nghiên cứu đã công bố về khả năng kháng các chủng nấm 

F. oxysporum – tác nhân gây bệnh héo vàng trên cây chuối của xạ khuẩn. Các 

nghiên cứu được tiến hành từ phân lập, tuyển chọn, tối ưu hóa các điều kiện nuôi 
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cấy đến các nghiên cứu sâu về hệ gen, các gen chức năng liên quan đến khả năng 

kháng nấm Foc của xạ khuẩn được rất nhiều nhà khoa học ở nhiều nước trên thế 

giới quan tâm. 

 FR-900848 - một loại kháng sinh kháng nấm mới được phân lập từ 

Streptoverticillium ferverns và các đặc tính lý hóa và sinh học của nó đã được 

Yoshida và Horikoshi lần đầu tiên công bố năm 1988 [211]. Tomita và cs (1989) đã 

công bố Pradimicins A, B và C là các kháng sinh kháng nấm mới từ Streptomyces 

sp [190]. Fushimi và cs (1989b) đã báo cáo kháng sinh kháng nấm phoslactomycins 

và làm sáng tỏ cấu trúc của phoslactomycins từ A đến F [73]. Yamaguchi và cs 

(1990) đã nghiên cứu cơ chế tác động kháng nấm của axit (S)2-amino-4-oxo-5-

hydroxypentanoic, RI-331 được chiết xuất từ Streptomyces sp. [208]. Schwartz và 

cs (1988) đã nghiên cứu L-671, 329- một tác nhân kháng nấm mới từ xạ khuẩn 

Streptomyces [174]. Igarashi và cs năm 2003 đã sàng lọc hợp chất kháng nấm mới 

có tên Yatakemycin từ Streptomyces TP – AO 356. Yatakemycin ức chế sinh 

trưởng của các loại nấm như Aspergillus fumigatus và Candida albicans với giá trị 

MIC 0.01 – 0.03 μg/ml cao hơn amphotericin B (MIC 0.1 – 0.5 μg/ml) và 

Yatakemycin cũng thể hiện tiềm năng trong ức chế các dòng tế bào ung thư với 

IC50 từ 0.01 – 0.3 μg/ml [97].  

 Jing và cs (2020) đã có những nghiên cứu kéo dài 10 năm về xạ khuẩn kháng 

nấm Foc. Với 88 chủng xạ khuẩn phân lập được từ đất trồng chuối không có triệu 

chứng nhiễm nấm Foc đã lựa chọn được chủng xạ khuẩn Streptomyces 

violaceusniger JBS5-6 có khả năng kháng mạnh với nấm Foc TR4 và 10 loại nấm 

gây bệnh thực vật khác. Đồng thời tác giả cũng đã xác định được dịch lên men 

chủng xạ khuẩn này chứa 16 hợp chất hóa học trong đó có 5-hydroxymethyl-2-

furancarboxaldehyde là một trong những thành phần chính. Dịch lên men xạ khuẩn 

S. violaceusniger JBS5-6 có khả năng ức chế sự lây nhiễm nấm Foc TR4 trong điều 

kiện thí nghiệm trên chậu vại [99] . 

 Các chủng xạ khuẩn Streptomyces sp. H3-2 [221], Streptomyces sp. H4 [123] , 

Streptomyces sp. YYS-7 [202], Streptomyces sp. Y1-14 [45] phân lập được từ đất 
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trồng chuối bị nhiễm bệnh có khả năng ức chế sự phát triển của sợi nấm, sự nảy 

mầm của bào tử của nấm Foc TR4. Đồng thời dịch chiết của các chủng xạ khuẩn 

này đều có khả năng kháng nấm phổ rộng với 7-10 chủng nấm gây bệnh trên thực 

vật. Với những tiềm năng này các chủng xạ khuẩn này sẽ được sử dụng để tìm kiếm 

các hợp chất tự nhiên mới có khả năng kháng nấm cao ứng dụng trong kiểm soát 

bệnh trên cây chuối.  

1.2.1.2. Tại Việt Nam 

Xạ khuẩn được nghiên cứu rất nhiều ở Việt Nam trong các nghiên cứu đánh 

giá khả năng sinh enzyme và sinh các chất có hoạt tính sinh học. Đối với các chất 

có hoạt tính sinh học các nghiên cứu chủ yếu tập trung vào khả năng kháng vi sinh 

vật, kháng các tế bào ung thư…  

Những nghiên cứu trong giai đoạn đầu tiên về xạ khuẩn là tập trung vào 

nghiên cứu đặc điểm sinh học, tối ưu hóa các điều kiện nuôi cấy như nghiên cứu 

của Bùi Thị Việt Hà, 2006 [3]. Trong những năm gần đây, nhiều nghiên cứu đã 

công bố khả năng sinh chất kháng sinh kháng các vi sinh vật gây bệnh trên thực vật 

(vi khuẩn héo lá, nấm gây bệnh thực vật, nấm đạo ôn, nấm thối rễ…), những nghiên 

cứu về khả năng kháng các tế bào ung thư, phân lập, tách chiết hoạt chất từ xạ 

khuẩn và những ứng dụng xạ khuẩn trong môi trường, y dược, nông nghiệp… 

Một trong những kết quả nghiên cứu đang được quan tâm là việc tìm ra các 

chủng vi sinh vật có khả năng đối kháng với nấm Fusarium, trong số này có thể kể 

đến việc sàng lọc và nghiên cứu đặc điểm sinh học chủng xạ khuẩn F46 phân lập từ 

rừng ngập mặn Cần Giờ [7]. Năm 2019 nhóm nghiên cứu của Nguyễn Thành Trung 

cũng đã sàng lọc và tuyển chọn được chủng xạ khuẩn thuộc chi Streptomyces có 

hoạt tính đối kháng mạnh với nấm Foc trong điều kiện invitro. Hay mới đây nhất là 

nghiên cứu của Võ Duy Hoàng và cs năm 2024 đa đánh giá khả năng đối kháng của 

một số chủng xạ khuẩn đối với nấm Fusarium moniliforme gây bệnh lúa von trên 

giống lúa Jasmine 85 trong điều kiện nhà lưới. Chủng xạ khuẩn CT4.8 cho hiệu quả 

cao nhất với tỷ lệ cây chết là 1,27% tương đương với đối chứng thuốc (1,25%) [6]. 
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Ngoài các công bố về khả năng kháng nấm Fusarium thì các công bố khác 

cũng đã nghiên cứu khả năng kháng các loại nấm gây bệnh trên các đối tượng thực 

vật khác. Năm 2005, Tăng Thị Chính và cs đã tuyển chọn được 3 chủng xạ khuẩn là 

HD8, HD54 và HD58 có khả năng ức chế vi khuẩn Ralstonia solanacearum gây 

bệnh héo xanh ở cây cà chua và cây dưa hấu, đồng thời hai chủng HD54 và HD58 

còn có khả năng ức chế mạnh vi nấm Fusarium oxysporum gây bệnh thối cổ rễ ở 

lúa [16]. Trong các nghiên cứu về các chủng xạ khuẩn kháng nấm bệnh trên cây 

trồng, Nguyễn Văn Giang và cs năm 2014 đã tìm được 21 chủng Streptomyces 

roseosporus và Streptomyces albofaciens có khả năng kháng Fusarium oxysporum, 

Botryosphaeria dothidea, Phytophthora capsici, Sclerotium hydrophylum, cho vòng 

hoạt tính khá cao dao động từ 10 – 14 mm [9]. Đinh Anh Hòa và cs năm 2021 đã 

công bố chủng xạ khuẩn Streptomyces filamentosus LD5.4 phân lập được từ đất các 

vườn trồng rau ở tỉnh Lâm Đồng có hiệu quả ức chế cao nhất đối với nấm Pythium 

vexans gây ra bệnh thối rễ và ức chế sự phát triển của cây rau lên đến 51.80% [5]. 

Nguyễn Hoàng Nhật Tân và cs năm 2022 đã công bố chủng xạ khuẩn Streptomyces 

rochei BT02 rất có tiềm năng phát triển chế phẩm sinh học bảo vệ thực vật do có 

khả năng sinh các enzyme ngoại bào như lipase, protease, chitinase cao, thể hiện 

hoạt tính kháng khuẩn đối với 3 chủng vi khuẩn Ralstonia solanacearum với nồng 

độ ức chế tối thiểu - MIC là 15 mg/ml. Đồng thời, trong điều kiện nhà lưới, chủng 

xạ khuẩn này có khả năng giúp giảm 43,5% bệnh héo xanh trên cây cà chua [12]. 

Khi nghiên cứu về hiện tượng kháng thuốc của các chủng vi sinh vật, Nguyễn 

Phương Nhuệ và cs có nhiều công bố về hoạt chất sinh học từ xạ khuẩn như: đã tìm 

nguồn kháng sinh mới từ xạ khuẩn biển có thể ức chế được các vi sinh vật gây bệnh 

hay tuyển chọn được 2 chủng xạ khuẩn là chủng LD-X11 và chủng LM-X8 thuộc 

loài Streptomyces griseorubens LD-X11và Streptomyces iakyrus LM-X8. Hai 

chủng này có hiệu quả phòng trừ nấm F. oxysporum LTM-N12 lily gây bệnh thối củ 

ở hoa lily tương ứng là 76,47 và 70,59%. Trần Thị Hoa và cs năm 2021 đã lựa chọn 

được 2 chủng xạ khuẩn từ bộ sưu tập vi sinh vật phân lập từ cây Sâm Ngọc Linh 

của Phòng Công nghệ tế bào thực vật - Viện CNSH và được xác định là chủng 
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Streptomyces sp.X12 và Streptomyces sp. có khả năng kháng lại một số loại nấm 

như Fumigatus Aspergilus, Fusarium solani,… gây bệnh trên cây sâm Ngọc Linh 

đồng thời có khả năng sinh một số hoạt chất enzyme hữu ích như amylase, 

cellulase, protease… Năm 2021, Vũ Xuân Tạo và cs đã phân lập được 18 chủng xạ 

khuẩn từ đất trồng cam tại tỉnh Hà Giang, trong đó tuyển chọn được chủng xạ khuẩn 

XK1 có khả năng kháng mạnh với nấm Penicillium digitatum và Colletotrichum 

gloeosporioides gây thối và rụng quả cam. Nguyễn Văn Hiếu và cs cũng đã tìm 

được chủng xạ khuẩn Streptomyces autotrophicus phân lập từ mẫu bùn ven biển có 

khả năng kháng Bacillus subtilis ATCC 6633, Sarcina lutea M5, Escherichia coli 

ATCC 15224 và Sarcina lutea với đường kính kháng dao động từ 14 – 17 mm [4]. 

Hay ở một công bố khác của cùng nhóm tác giả phân lập được chủng xạ khuẩn 

Streptomyces orientalis 4912 có khả năng sản sinh vancomycin. Vũ Thị Quyên và 

cs đã phân lập được 20 chủng xạ khuẩn từ trầm tích biển và đã sàng lọc được 2 

chủng có hoạt tính kháng khuẩn và khả năng gây độc tế bào cao nhất thuộc loài 

Streptomyces fradiae và Nocardiopsis synnemataformans [15]. 

Xạ khuẩn phân lập được ở Việt Nam đã được chứng minh có khả năng sinh 

nhiều chất có hoạt tính sinh học với tiềm năng ứng dụng cao. Tuy nhiên, các nghiên 

cứu trên chỉ mới dừng lại ở việc phát hiện khả năng kháng vi sinh vật của các chủng 

xạ khuẩn, khả năng gây độc tế bào…. Đến nay, chưa có nhiều công bố ở Việt Nam 

về tinh sạch và xác định cấu trúc hóa học của các hoạt chất do xạ khuẩn thuộc chi 

Streptomyces sinh ra có khả năng sinh chất kháng nấm Foc TR4. 

1.2.2. Cơ chế đối kháng với mầm bệnh của xạ khuẩn. 

 Xạ khuẩn có khả năng sinh nhiều hoạt chất được sử dụng để kiểm soát mầm 

bệnh (vi khuẩn và vi nấm) gây bệnh thực vật. Xạ khuẩn thể hiện khả năng đối 

kháng nấm gây bệnh thông qua khả năng sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp với 

nhiều cơ chế khác nhau như khả năng tiết kháng sinh [206], cạnh tranh dinh dưỡng 

và môi trường sống [68], sinh siderophores [137], tiết các enzyme phân giải [76], 

các hợp chất hữu cơ dễ bay hơi (VOC) [78] và một số cơ chế khác để kiểm soát 

mầm bệnh trên cây trồng. Sự ức chế mầm bệnh xảy ra do xạ khuẩn đối kháng cạnh 
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tranh về chất dinh dưỡng, không gian sống, cư trú thông qua cơ chế tiết kháng sinh 

và các enzyme phân hủy vách tế bào mầm bệnh…. Các cơ chế trên tác động trực 

tiếp lên một hoặc nhiều giai đoạn trong chu kỳ sống của mầm bệnh. Ngoài ra, xạ 

khuẩn cũng có thể gián tiếp giúp cây ức chế mầm bệnh thông qua khả năng kích 

thích cây trồng tăng trưởng (tiết IAA, tiết enzyme phân giải phosphate), tiết 

siderophore để cạnh tranh sắt với tác nhân gây bệnh đồng thời kích thích tính kháng 

bệnh chủ động trên cây trồng. Những xạ khuẩn thể hiện nhiều cơ chế đối kháng 

trong việc ngăn chặn bệnh thực vật sẽ được lựa chọn để phát triển thành các tác 

nhân kiểm soát sinh học (BCA). 

 

Hình 1.4. Các cơ chế kháng nấm gây bệnh thực vật của xạ khuẩn [191] 

1.2.2.1. Cơ chế cạnh tranh dinh dưỡng và môi trường sống 

Cạnh tranh dinh dưỡng và môi trường sống với tác nhân gây bệnh trên thực 

vật của xạ khuẩn là một cơ chế gián tiếp. Khả năng cạnh tranh giữa hai hoặc nhiều 

vi sinh vật xảy ra khi sử dụng cùng một nguồn carbon (sucrose, glucose, maltose và 

fructose) hoặc cùng không gian sống [69]. Khả năng thích ứng với môi trường sinh 

thái và tốc độ tăng trưởng nhanh chóng của các vi sinh vật đối kháng cho phép 

chúng hấp thụ lượng dinh dưỡng có sẵn trong cơ thể vật chủ nhiều hơn so với nấm 
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gây bệnh trên cây trồng. Do đó, giai đoạn nảy mầm của bào tử và quá trình lây 

nhiễm sang vật chủ bị giảm đi. Sự cạnh tranh cũng là một cơ chế kiểm soát sinh học 

hiệu quả khi chất đối kháng được tìm thấy với số lượng lớn và sự đồng hóa chất 

dinh dưỡng của xạ khuẩn nhanh hơn, mạnh hơn nấm gây bệnh cho cây trồng. 

1.2.2.2. Cơ chế sinh chất kháng sinh 

 Một trong những đặc điểm sinh học quan trọng của xạ khuẩn là tạo thành các 

chất chuyển hóa thứ cấp có đặc tính kháng khuẩn, kháng nấm. Khoảng 80% thuốc 

kháng sinh như streptomycin, spectinomycin, neomycin, tetracycline, erythromycin 

và nystatin được sản xuất bởi xạ khuẩn thuộc chi Streptomyces. Hơn nữa, nhiều chất 

chuyển hóa thứ cấp đã được phát hiện có đặc tính kháng khuẩn tương tự như nấm 

gây bệnh thực vật như amphotericin B, macrolide, actinomycin D, natamycin, 

antimycin và neopeptine [163]. Macrolide là một nhóm kháng sinh được sản xuất 

bởi xạ khuẩn có tác dụng ức chế tổng hợp protein của nấm. Amphotericin B kết hợp 

có chọn lọc với ergosterol trong màng tế bào nấm, tạo ra những thay đổi về tính 

thấm và kích thích sự phân ly tế bào. Đồng thời, khả năng sản xuất Actinomycin D 

của xạ khuẩn hạn chế sự phát triển của vi sinh vật và tổng hợp RNA. Natamycin 

ngăn chặn sự phát triển của nấm bằng cách kết hợp với ergosterol trong màng tế bào 

nấm. Neopeptine là chất ức chế sinh tổng hợp thành tế bào vi khuẩn ở cấp độ 

enzyme. Một quá trình quan trọng khác liên quan đến việc sản xuất kháng sinh là sự 

cộng sinh giữa xạ khuẩn và thực vật, vì kháng sinh bảo vệ thực vật khỏi nấm gây 

bệnh và chất tiết của thực vật giúp xạ khuẩn phát triển [163]. 

 Các loại kháng sinh đầu tiên được phát hiện từ xạ khuẩn là actinomycin từ quá 

trình nuôi cấy Streptomyces pneumoniaus, streptothricin từ Streptomyces 

lavendulae, và streptomycin từ Streptomyces griseus. Các nhóm kháng sinh lâm 

sàng chính do xạ khuẩn sản xuất là: Aminoglycoside như neomycin, kanamycin, 

streptomycin; các angucyclines như auricin, ngoài ra còn có các tác nhân chống ung 

thư như landomycin và moromycin [105]; ansamycins như rifamycin, geldanamycin 

[102]; anthracyclines (chủ yếu các tác nhân chống ung thư, ví dụ, daunorubicin); 

glycopeptides (vancomycin, teichoplanin) [41]; lipopeptides (daptomycin) và 
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tetracyclines [28]. Khả năng sản xuất chất kháng sinh của từng xạ khuẩn riêng lẻ 

cũng có thể khác nhau rất nhiều. Một số loài xạ khuẩn tạo ra một loại kháng sinh 

duy nhất, trong khi những loài xạ khuẩn khác có thể tạo ra một loạt các hợp chất và 

lớp hợp chất khác nhau. Bên cạnh thuốc kháng sinh, xạ khuẩn cũng tạo ra nhiều loại 

chất chuyển hóa thứ cấp khác có hoạt tính như thuốc diệt cỏ, thuốc kháng nấm, 

thuốc kháng ung thư hoặc thuốc ức chế miễn dịch và thuốc tẩy giun sán... 

1.2.2.3. Cơ chế sinh siderophores  

 Siderophores là các hợp chất hữu cơ có khối lượng phân tử thấp (500-1000 Da) 

được tạo ra bởi các vi sinh vật và thực vật phát triển trong điều kiện sắt thấp. Vi 

sinh vật sử dụng các hệ thống vận chuyển Fe khác nhau qua trung gian là 

siderophore. Nhóm chức năng của siderophore và các phức chất hình thành khi liên 

kết với Fe (III) bao gồm các nhóm chức như catecholate, hydroxamate, và 

carboxylate. Các nhóm này đóng vai trò quan trọng trong việc tạo liên kết mạnh với 

ion sắt (Fe3+) trong đó: nhóm catecholate: Gồm hai nhóm hydroxyl (-OH) trên 

vòng benzene, có khả năng chelat sắt rất mạnh, nhóm hydroxamate: Gồm nhóm 

chức -C(=O)-N-OH, có khả năng liên kết với sắt thông qua nhóm hydroxyl và oxy 

carbonyl và nhóm carboxylate: Gồm nhóm -COO-, thường liên kết với sắt qua hai 

nguyên tử oxy. Khi các nhóm chức này liên kết với Fe (III), chúng thường tạo ra 

các phức chất hexadentate (sáu vị trí liên kết) với hình học bát diện (octahedral), 

giúp ổn định cấu trúc của phức sắt và hỗ trợ quá trình vận chuyển sắt vào tế bào vi 

sinh vật. Các siderophores của vi khuẩn là catecholates (enterobactin), carboxylate 

(rhizobactin) và hydroxamate (ferrioxamine B). Trong đó, hydroxamate 

siderophores là dạng phổ biến nhất trong tự nhiên, được sản xuất bởi cả vi khuẩn và 

nấm. Ở vi khuẩn, các hydroxamate siderophores là các alkylamine bị acyl hóa và 

hydroxyl hóa [197], trong khi ở nấm, hydroxamate siderophores được tạo thành từ 

ornithine được hydroxyl hóa và alkyl hóa [27].  
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Hình 1.5. Các nhóm chức năng của siderophore 

 Sắt (Fe) là một trong những nguyên tố vi lượng cần thiết cho cây trồng vì nó 

cần thiết cho nhiều quá trình hoạt động như quang hợp, tổng hợp DNA, hô hấp và 

cố định đạm. Mặc dù sắt rất cần thiết cho mọi sinh vật sống nhưng khả sử dụng bị 

hạn chế vì phần lớn Fe tồn tại ở dạng không hòa tan. Trong điều kiện hiếu khí, sắt 

tồn tại chủ yếu ở dạng Fe3+ và dễ tạo dạng hydroxide không tan, do đó không thích 

hợp cho thực vật và vi sinh vật sử dụng. Siderophore đóng vai trò như tác nhân giải 

phóng sắt khỏi các thành phần khoáng và hữu cơ trong điều kiện thiếu sắt. 

Siderophore do xạ khuẩn tạo ra có thể được giải quyết vấn đề này vì chúng có khả 

năng chelat hóa chất Fe dưới dạng không hòa tan thành dạng Fe hòa tan cung cấp 

cho cây trồng và hỗ trợ sự phát triển của cây trồng [30]. Ngoài ra, các siderophore 

cũng tham gia vào việc bảo vệ thực vật như tác nhân kiểm soát sinh học bằng cách 

kết hợp chặt chẽ với sắt, làm cạn kiệt sắt của các vi sinh vật gây bệnh cây, từ đó làm 

cho chúng thiếu hụt sắt.  



 

37 

 

 

Hình 1.6. Cơ chế hoạt động của siderophore [207] 

1.2.2.4. Sản sinh các enzyme phân giải 

 Sử dụng enzyme phân hủy thành tế bào là một trong những cơ chế chính để 

kiểm soát bệnh trên thực vật do nấm bệnh gây ra của xạ khuẩn. Do đó, việc tìm 

kiếm các chủng xạ khuẩn có khả năng sinh các enzyme phân hủy vách tế bào nấm 

bệnh đóng vai trò quan trọng trong phòng trừ sinh học đối với cây trồng. Cơ chế 

được mô tả: (1) các enzyme phân giải thành tế bào nấm [42], (2) gây mất tính toàn 

vẹn của màng tế bào, (3) giải phóng chất nội bào và (4) gây chết tế bào [21]. Các 

enzyme ngoại bào đã được công bố như cellulase, chitinase, pectinase [40], protease 

[100], β-1-3 glucanase [204], keratinase [22], xylanase, lipase, peroxidase [115], 

amylase và hemiaellulose [91] được sản xuất bởi xạ khuẩn có tác dụng ức chế trực 

tiếp lên các chủng nấm gây bệnh bằng cách làm suy giảm thành tế bào của chúng vì 

thành phần thành tế bào nấm bệnh gồm chitin, glucan, protein, cellulose và lipid. 

Các enzyme β-1,3 glucanase thủy phân liên kết β-D-glycosid của β-1,3 glucan, 

chitinase thủy phân liên kết chitin β-1,4 N-acetyl-β-D-glycosamide, phá vỡ thành tế 

bào nấm. Enzyme protease thủy phân protein, đặc biệt là mannoprotein là thành 

phần tạo nên thành tế bào nấm gây bệnh thực vật. β-1,3-glucanase được tổng hợp 

trong cây trồng giữ vai trò trong bảo vệ thực vật chống lại nấm gây bệnh trên thực 
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vật. Thành phần chính của thành tế bào nấm là chitin, β-1,3-glucan và protein. Do 

đó các vi sinh vật có khả năng sản xuất β-1,3-glucanase đã được ứng dụng như một 

tác nhân kiểm soát sinh học tiềm năng chống lại các loại nấm gây bệnh trong nông 

nghiệp. 

Chitin (C8H13O5N)n là một polymer chuỗi dài của liên kết β-1,4 với N-Acetyl-

D-glucosamine được phân bố rộng rãi trong tự nhiên. Các enzyme thủy phân chitin 

thông qua việc cắt đứt liên kết β-1,4 -glycosidic của chuỗi polyme này. Nhóm 

enzyme chitinase được phân chia thành endochitinases, exochitinases, hoặc N-

acetylglucosaminidases 

1.2.2.5.  Kích thích khả năng kháng bệnh của cây trồng 

 Xạ khuẩn có khả năng kích thích khả năng kháng bệnh của cây trồng thông qua 

việc: (1) sản xuất quá mức các enzyme liên quan đến tăng cường cấu trúc thành tế 

bào, tránh sự xâm nhập của nấm gây bệnh, sự xâm nhiễm của nấm vào cây trồng và 

oxy hóa hợp chất phenolic thành quinones gây độc đối với nấm gây bệnh [63]; (2) 

sản sinh quá mức các protein (PR) liên quan đến bệnh học như enzyme hydrolytic 

chitinase và β-1,3-glucanase phá vỡ cấu trúc thành tế bào của nấm gây bệnh cây 

trồng [196]; (3) sản sinh các phytoalexins gây độc đối với nấm gây bệnh cây trồng, 

ức chế sự kéo dài và sự phát triển của ống mầm, giảm sự phát triển của hệ sợi và ức 

chế sự hấp thụ glucose [112]; (4) thúc đẩy quá trình lignin hóa từ đó làm cứng thành 

tế bào thực vật [195]; và (5) thúc đẩy hình thành mô sẹo (sinh học và phi sinh học) 

trong mô bằng cách tạo ra một rào cản vật lý [214]. 

 Xạ khuẩn có thể kích thích khả năng kháng bệnh của cây chủ trong cả hai 

trường hợp kích kháng bệnh cảm ứng thông qua tín hiệu JA/ET (Jasmonic 

acid/etylen) và kích kháng bệnh lưu dẫn SAR (Systemic Acquired Resistance). Việc 

truyền tín hiệu ISR (Induced Systemic Resistance) thường được coi là phụ thuộc 

vào axit jasmonic và etylen, nhưng không phụ thuộc vào axit salicylic. Trong đó, 

SAR kích thích nhanh chóng phản ứng của các mầm bệnh thực vật và xạ khuẩn, 

kích thích trạng thái ISR đặc biệt gọi là “mồi”, để có kích thích khả năng kháng 

bệnh nhanh và mạnh mẽ hơn. Sự khởi đầu của con đường JA/ET dẫn đến sự đề 

https://vi.wikipedia.org/wiki/Carbon
https://vi.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
https://vi.wikipedia.org/wiki/Oxygen
https://vi.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
https://vi.wikipedia.org/wiki/Polymer
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kháng với vi khuẩn gây bệnh Erwinia carotovora subsp. carotovora và cảm ứng 

SAR con đường dẫn đến sự đề kháng với mầm bệnh nấm F. oxysporum [53]. 

 

Hình 1.7. Cảm ứng kháng hệ thống (ISR) ở thực vật  

 

1.3. THU NHẬN HỢP CHẤT THỨ CẤP TỪ XẠ KHUẨN  

1.3.1. Phân lập hợp chất thứ cấp từ xạ khuẩn 

Việc lựa chọn dung môi hữu cơ để thu nhận cặn chiết sau quá trình lên men 

vi sinh vật nói chung và xạ khuẩn nói riêng có tác động đáng kể đến quá trình phân 

lập, tách chiết và tinh sạch các hợp chất chuyển hóa thứ cấp. Điều này đặc biệt quan 

trọng vì các dung môi khác nhau có thể ảnh hưởng đến hiệu quả và năng suất của 

quá trình chiết xuất. Nguyên tắc chọn dung môi chiết đó là: dung môi không phân 

cực sẽ hòa tan các hợp chất có tính không phân cực, và dung môi phân cực sẽ hòa 

tan các hợp chất có tính phân cực. 
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Bảng 1.1. Tính phân cực của một số dung môi [14] 

STT Dung môi 
Chỉ số phân cực theo hằng số điện 

môi và độ nhớt 

1 n-Hexane 0,0 

2 Diethyl ether 2,8 

3 Dichloromethane 3,1 

4 Chloroform 4,1 

5 Ethyl acetate 4,4 

6 Acetone 5,1 

7 Methanol 5,1 

8 Nước 9,0 

Các hợp chất tan trong nước, đặc biệt là các hợp chất trung tính hoặc lưỡng 

tính, thường khó tinh sạch hơn do tính tan của chúng trong nước, làm phức tạp quá 

trình tách chiết [62]. Ethyl acetate là dung môi lý tưởng để chiết xuất các hợp chất 

chuyển hóa thứ cấp từ môi trường lên men do khả năng hoà tan tốt và dễ bay hơi, 

giúp dễ dàng loại bỏ dung môi sau khi chiết xuất [55]. Các nghiên cứu đã chỉ ra 

rằng sử dụng ethyl acetate là dung môi hiệu quả để thu nhận các chất kháng khuẩn, 

kháng nấm và nhiều hoạt tính sinh học khác từ xạ khuẩn [130]. Franco và cs (1991) 

cũng khẳng định, phần lớn các kháng sinh kháng nấm được chiết xuất bằng ethyl 

acetate [72]. 

Tinh sạch các chất trao đổi từ vi sinh vật là một quá trình phức tạp, đòi hỏi 

rất nhiều kỹ thuật, do các chất này rất đa dạng về cấu trúc hoá học nên có trọng 

lượng phân tử rất khác nhau. Phương pháp trao đổi ion rất hiệu quả đối với những 

chất tan trong nước axit hoặc kiềm và không hiệu quả đối với những chất tan trong 

dung môi hữu cơ. Sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) là phương pháp cho phép 

phân tách các hợp chất từ chất phân cực đến không phân cực với độ chính xác cao, 

giúp nhận diện và tinh sạch các chất mục tiêu một cách hiệu quả. Chiết xuất siêu âm 

là phương pháp dùng sóng siêu âm giúp phá vỡ cấu trúc tế bào vi sinh vật, giải 

phóng các hợp chất sinh học, tăng cường hiệu suất chiết xuất. Đây là phương pháp 
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cho hiệu suất cao, thời gian chiết xuất ngắn và tiết kiệm dung môi, giúp giảm chi 

phí và ít tác động xấu đến môi trường. Phương pháp chiết xuất bằng CO2 siêu tới 

hạn an toàn và thân thiện môi trường, giữ nguyên được cấu trúc và hoạt tính của các 

hợp chất sinh học nhờ nhiệt độ chiết xuất thấp và là phương pháp cho hiệu xuất cao, 

thích hợp với các hợp chất không phân cực, đặc biệt là các hợp chất dễ bay hơi và 

nhạy cảm với nhiệt. Cuối cùng phương pháp tách chiết sử dụng dung môi hữu cơ là 

phương pháp phổ biến, có khả năng hòa tan tốt các hợp chất chuyển hóa thứ cấp, 

giúp tăng hiệu quả chiết xuất. Quá trình chiết xuất với dung môi hữu cơ đơn giản, 

tiện lợi, không đòi hỏi thiết bị phức tạp, giúp giảm chi phí và dễ dàng áp dụng trong 

phòng thí nghiệm [170]. 

1.3.2. Xác định cấu trúc hóa học của các hợp chất thứ cấp từ xạ khuẩn 

Việc xác định cấu trúc hóa học của các hợp chất thứ cấp giúp khám phá và 

phát triển các loại thuốc mới có hiệu quả cao hơn và ít tác dụng phụ. Đồng thời, 

việc hiểu rõ cấu trúc hóa học giúp các nhà khoa học hiểu được cơ chế hoạt động của 

các hợp chất thứ cấp, tối ưu hóa việc sử dụng các hợp chất này trong điều trị và phát 

triển các dẫn xuất mới có hiệu quả cao hơn [170]. 

Dựa trên sự kết hợp giữa các phương pháp phổ hiện đại như phổ cộng hưởng 

từ hạt nhân (NMR) và phổ khối lượng (ESI-MS) hoặc phổ khối lượng phân giải cao 

(HR-ESI-MS) để xác định cấu trúc hóa học của các hợp chất thứ cấp từ dịch lên 

men xạ khuẩn. Các hợp chất thu nhận sau tinh chế bằng các phương pháp sắc kí sẽ 

được đo phổ proton 1H-NMR để kiểm tra độ tinh sạch. Sau đó, các hợp chất này 

được tiếp tục đo phổ 13C-NMR và phổ NMR hai chiều gồm HSQC, HMBC và 

COSY để xác định cấu trúc hóa học. Hợp chất sau khi được xác định cấu trúc sẽ 

được khẳng định công thức phân tử dựa trên phổ khối MS. Trên cơ sở cấu trúc thu 

được, tên và tính mới của các hợp chất được xác định bằng cách so sánh với thông 

tin của các hợp chất đã biết trên các dữ liệu hóa học như SciFinder được sản xuất 

bởi Chemical Abstracts Service (CAS).  
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1.3.3. Nhóm các hợp chất kháng nấm phân lập từ xạ khuẩn 

1.3.3.1. Nhóm macrolide 

Các hợp chất kháng nấm thuộc nhóm macrolide là một họ lớn của polyketide 

có hoạt tính kháng nấm mạnh được sản xuất chủ yếu bởi các chủng xạ khuẩn 

(Streptomyces). Nhóm macrolides bao gồm các kháng sinh chính như nystatin A1, 

amphotericin A và B, pimaricin… Kháng sinh polyene có cấu trúc đặc trưng bởi các 

lactone vòng macrocyclic polyhydroxyl bao gồm 20–40 nguyên tử cacbon với ba 

đến tám liên kết đôi liên hợp. Cơ chế kháng nấm chính của nhóm polyene liên quan 

đến sự tương tác trực tiếp của polyene với ergosterol, sterol của màng tế bào nấm để 

tạo thành các kênh xuyên màng, làm rò rỉ ion, protein và các phân tử quan trọng, 

dẫn đến mất cân bằng thẩm thấu và gây chết tế bào nấm [187]. 

      

               

Hình 1.8. Cấu trúc của các chất chính nhóm polyene macrolide 

Nystatin được phân lập và xác định khả kháng nấm đầu tiên từ chủng 

Streptomyces noursei năm 1958, tiếp đến là từ S. fungicidicus ATCC 27432 năm 

1960 và S. albulus ATCC 12757 năm 1983 và cho đến nay thì chỉ có Streptomyces 

noursei được sử dụng để sản xuất nystatin thương mại [71]. Amphotericin A và B 

được sản xuất từ chủng xạ khuẩn Streptomyces nodosus [18] và hiện nay 

amphotericin B vẫn là kháng sinh quan trọng nhất để điều trị các bệnh nhiễm trùng 

nấm toàn thân nghiêm trọng ở người [43]. Pimaricin được sản xuất bởi 

Streptomyces natalensis và được sử dụng rộng rãi trong ngành công nghiệp thực 

phẩm để ngăn ngừa nhiễm nấm mốc trong pho mát và các loại thực phẩm không vô 
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trùng khác. Công bố của Vartak và cs (2014) cho thấy chất PN00053 là một polyene 

macrolide được phân lập từ một chủng Streptomyces sp. PM0727240 (MTCC5680) 

hoang dã, một chủng phân lập từ các vùng núi đá của Himachal Pradesh, Ấn Độ. 

Hợp chất này là một dẫn xuất mới của kháng sinh Roflamycoin [194]. PN00053 thể 

hiện hoạt tính kháng nấm phổ rộng đối với nấm men và nấm sợi, tuy nhiên, không 

thể hiện hoạt tính kháng khuẩn [194].  

 Hai hợp chất phocoenamicin B 39 và phocoenamicin C 40 thuộc nhóm 

polyketides được phân lập từ dịch chiết acetone của chủng xạ khuẩn 

Micromonospora sp CA-214671 có nguồn gốc từ trầm tích biển ở quần đảo Canary, 

Tây Ban Nha. Phocoenamicin B 39 và phocoenamicin C 40 thể hiện hoạt tính kháng 

đối với chủng Staphylococcus aureus kháng methicillin (MRSA) với giá trị MIC từ 

4 - 64 µg/mL và 16 - 32 µg/mL đối với M. tuberculosis H37Rv [157]. 

1.3.3.2. Nhóm peptide 

 Echinocandin- là kháng sinh lipopeptidic tự nhiên nhóm peptide- có cấu trúc 

gồm một peptide vòng và một axit béo. Cấu trúc lipopeptide vòng đặc biệt của 

echinocandin được lắp ráp bởi một peptide synthetase không phải ribosome 

(NRPS). Vòng peptide được đóng lại thông qua một cầu nối N-acyl-hemiacetal bất 

thường giữa dihydroxy-L-ornithine (vị trí axit amin 1) và hydroxy-L-proline (vị trí 

6). Nó tương đối ổn định với quá trình thủy phân; tuy nhiên, nhóm này rất quan 

trọng đối với tính ổn định của echinocandin. Chuỗi axit béo có nguồn gốc từ quá 

trình chuyển hóa chính hoặc, trong trường hợp chuỗi phân nhánh, nó được tổng hợp 

sinh học bởi polyketide synthase (PKS). 

   

Caspofungin Micafungin Anidulafungin 

 Hình 1.9. Cấu trúc của các chất chính nhóm echinocandin 
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 Echinocandin là một nhóm thuốc chống nấm ức chế quá trình tổng hợp β-

glucan trong thành tế bào nấm thông qua ức chế không cạnh tranh của enzyme 1,3-β 

glucan synthase [145]. β-glucan là các polyme carbohydrate liên kết chéo với các 

thành phần khác của thành tế bào nấm, tương đương với peptidoglycan của vi 

khuẩn. Caspofungin, micafungin và anidulafungin là các dẫn xuất echinocandin bán 

tổng hợp có ứng dụng lâm sàng hạn chế do độ hòa tan, phổ kháng nấm và đặc tính 

dược động học của chúng. Do đó, echinocandin là hợp chất chống nấm mạnh và 

thường được sử dụng trong điều trị nhiễm nấm Candida và Aspergillus [24], nhưng 

chưa thấy có công bố về khả năng kháng nấm Fusarium. 

1.4.  THÔNG TIN DI TRUYỀN HỆ GEN XẠ KHUẨN LIÊN QUAN ĐẾN 

HOẠT TÍNH KHÁNG NẤM 

1.4.1. Phương pháp khai thác hệ gen xạ khuẩn 

 Bộ dữ liệu hệ gen toàn cầu bùng nổ với bộ gen của các sinh vật khác nhau được 

giải trình tự với số lượng lớn. Hiện nay, trên các wesite đã lưu giữ hơn 0,2 triệu bộ 

gen vi khuẩn khác nhau. Trình tự hệ gen của các thành viên trong chi xạ khuẩn 

Streptomyces được đặc biệt chú ý do chúng có khả năng sinh tổng hợp các chất 

chuyển hóa thứ cấp có hoạt tính sinh học. Streptomyces coelcolor là xạ khuẩn đầu 

tiên được giải trình tự hoàn toàn nhằm khám phá các sản phẩm tự nhiên của nó, tiếp 

theo là Streptomyces avermitilis- một chủng xạ khuẩn được ứng dụng nhiều trong 

công nghiệp [98]. Trong khi bộ gen của vi khuẩn được giải trình tự chủ yếu dùng 

cho các mục đích phân loại thì bộ gen của Streptomyces chủ yếu được giải trình tự 

vì tiềm năng sinh tổng hợp các hoạt chất thứ cấp có hoạt tính sinh học. 

 Với phương pháp truyền thống để khám phá các sản phẩm tự nhiên có hoạt tính 

sinh học mới có nguồn gốc từ vi sinh vật đòi hỏi tốn nhiều thời gian, công sức và 

gặp rất nhiều khó khăn và có tỷ lệ tái phát hiện các hợp chất chuyển hóa cao. Hiện 

nay nhiều bộ gen hoàn chỉnh của vi sinh vật có thể truy cập công khai trên các 

website nên chúng đã được sử dụng để khai thác như một công cụ mới có hiệu quả 

cao để khám phá các chất chuyển hóa tự nhiên mới. Sự xuất hiện của các công cụ 

trong khai thác bộ gen và tin sinh học đã cải thiện đáng kể hiệu quả của việc phát 
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hiện các loài mới và các sản phẩm tự nhiên có hoạt tính sinh học từ vi sinh vật đặc 

biệt là từ xạ khuẩn đã đẩy nhanh việc phát hiện ra các loại kháng sinh mới [209]. 

Khai thác bộ gen liên quan đến việc xác định các các cụm gen sinh tổng hợp các 

chất chuyển hóa trong bộ gen của các sinh vật đã được giải trình tự, phân tích trình 

tự của các enzyme được mã hóa bởi các cụm gen này. Đồng thời xác định các sản 

phẩm của các cụm gen bằng thực nghiệm sẽ mang lại cơ hội tìm được các sản phẩm 

mới trong tự nhiên. 

 

Hình 1.10. Tổng quan về phương pháp khai thác các sản phẩm tự nhiên từ xạ 

khuẩn [181] 

Tin sinh học với các công cụ đã so sánh hàng ngàn gen và toàn bộ bộ gen ở 

mức độ phân tử. Trong nhiều năm qua, các chương trình và thuật toán trên máy tính 

đã được thiết kế để phát hiện các cụm gen sinh tổng hợp hợp chất thứ cấp (BGCs) 

từ trình tự các nucleotit. Những công cụ này đã góp phần cải thiện chất lượng và tốc 

độ phân tích bộ gen. Các công cụ tin sinh học thường sử dụng các đoạn gen được 

chọn lọc để xác định gen hoặc miền một cách chính xác trong một nhóm các chuỗi 

đã căn chỉnh nhằm phát hiện các con đường sinh tổng hợp (pathway) đã biết. Một 

số cụm gen sinh tổng hợp hợp chất thứ cấp (BGCs) được xác định nhanh chóng như 

các con đường sinh tổng hợp PKS (polyketide synthase) và NRPS (nonribosomal 

peptide synthetase). Nhiều con đường sinh tổng hợp và dự đoán đã được biết đến 
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với độ tin cậy cao như phần mềm Antibiotics and Secondary Metabolite Analysis 

Shell (antiSMASH) [37]. Các enzyme mã hóa trong hệ thống này cùng một họ, ví 

dụ như oxidoreductases, methyltransferases, CoA-ligases, và cytochrome P-450. 

Chúng cũng mã hóa các operon tương tự với họ của các bộ điều chỉnh phiên mã đã 

biết. Tin sinh học giúp hiểu rõ vai trò của các sản phẩm tự nhiên trong sinh thái vi 

sinh vật và mối quan hệ giữa vi sinh vật và vật chủ. Các thách thức hiện nay có thể 

được giải quyết với sự hỗ trợ của tin sinh học [136]. 

1.4.2. Các công cụ và phần mềm tin sinh học trong khai thác hệ gen xạ khuẩn 

Trong 10 năm gần đây, việc tìm kiếm, thu thập các chủng xạ khuẩn từ các môi 

trường sống khác nhau không ngừng tăng lên dẫn đến việc dữ liệu di truyền tăng lên 

nhanh chóng. Ban đầu, việc khai thác bộ gen được thực hiện bằng cách phát hiện và 

khai thác các enzyme của các con đường sinh tổng hợp các chất chuyển hóa thứ 

cấp. Những enzyme này bao gồm polyketide synthase (PKS), tổng hợp peptide 

không ribosome (NRP). Phân tích các cơ sở dữ liệu khổng lồ về bộ gen của xạ 

khuẩn đòi hỏi các công cụ tin sinh học đặc biệt. Sau này, nhiều công cụ tinh sinh 

học như antiSMASH và PRISM đã được phát triển có thể xác định một phần hoặc 

toàn bộ bộ gen mã hóa BCG. Những công cụ này so sánh hiệu quả dữ liệu do người 

dùng gửi bộ gen với cơ sở dữ liệu BCG có sẵn và cung cấp một dự đoán cấu trúc 

của các chất chuyển hóa thứ cấp [173]. Trình tự của bộ gen của xạ khuẩn được tìm 

kiếm bằng phân tích tin sinh học sẽ mở ra cánh cửa cho các nhà khoa học khám phá 

các con đường sinh tổng hợp và phát hiện các sản phẩm tự nhiên có hoạt tính sinh 

học mới. Cách tiếp cận này sẽ góp phần khám phá nhiều hơn về thuốc kháng sinh 

có nguồn gốc tự nhiên và do đó thúc đẩy ngành công nghiệp dược phẩm phát triển. 
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Hình 1.11 Các công cụ và phần mềm tin sinh học trong khai thác hệ gen[129] 

Streptomyces là một nguồn tài nguyên đa dạng và hữu ích nhằm khai thác các 

hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học và nhiều trong số đó có các ứng dụng lâm 

sàng quan trọng. Khai thác bộ gen đã trở thành một phương pháp hiệu quả để khám 

phá tiềm năng công nghệ sinh học của Streptomyces, nơi công thức hóa học và cấu 

trúc của các phân tử có thể được xác định và thậm chí dự đoán bằng cụm gen BGC. 

Streptomyces có nhiễm sắc thể tuyến tính, không giống như các vi khuẩn khác, kích 

thước bộ gen của chúng thuộc loại cao nhất trong giới vi khuẩn, dao động từ 6,2 Mb 

đối với Streptomyces cattleya NRRL 8057 đến 12,7 Mb đối với Streptomyces 

rapamycinicus NRRL 5491 [29]. Xạ khuẩn đóng vai trò quan trọng trong việc tái 

chế vật liệu hữu cơ và tham gia cộng sinh với thực vật, nấm, côn trùng và động vật 

[193]. Những tương tác này góp phần tạo ra các hợp chất bảo vệ vật chủ chống lại 

mầm bệnh hoặc các enzyme phân hủy các polyme như lignocellulose. Mặc dù tiềm 

năng sản xuất chất chuyển hóa thứ cấp của xạ khuẩn đã được biết đến từ lâu, nhưng 

các nghiên cứu về hệ gen với các phương pháp tiếp cận mới đã tiết lộ rằng trên thực 

tế tiềm năng này của xạ khuẩn đã bị đánh giá thấp vì trên thực tế một chủng 

Streptomyces đơn lẻ có thể sở hữu trung bình từ 30 đến 50 cụm gen sinh tổng hợp 

(BGC) chiếm 8–10% bộ gen của nó. Hầu hết chúng đều không biểu hiện trong điều 
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kiện nuôi cấy trong phòng thí nghiệm tiêu chuẩn nhưng có thể được đánh thức bằng 

nhiều phương pháp tiếp cận khác nhau [172]. Xem xét toàn bộ bộ gen được giải 

trình tự cho đến nay có rất nhiều hợp chất thứ cấp được tìm thấy. Thực tế là chúng 

chứa số lượng lớn nhất các BGC, chẳng hạn như polyketide synthases (PKS) và 

synthetase của peptit không phải ribosome (NRPS), hoặc thậm chí cả sự kết hợp 

giữa các con lai PKS-NRPS [181]. 

Một số công cụ và phần mềm tin sinh học: 

➢ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

NCBI là website cung cấp một lượng lớn tài nguyên trực tuyến về thông tin 

và dữ liệu sinh học, bao gồm cơ sở dữ liệu trình tự nucleic acid (GenBank) và cơ sở 

dữ liệu PubMed gồm các trích dẫn và tóm tắt được xuất bản trên các tạp chí khoa 

học sự sống. Các tài nguyên bao gồm PubMed, PMC, Bookshelf, Genome, 

BioProject, dbSNP, dbVar, cơ sở dữ liệu BLAST, igBLAST, iCn3D và 

PubChem,.... Tất cả các tài nguyên này có thể được truy cập tại trang web NCBI: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. 

➢ Genmark 

Genmark (truy cập tại website http://exon.gatech.edu/GenMark/) là một trang 

web tìm kiếm gen và dự đoán vị trí của gen trong hệ gen, trình tự nucleotide của 

sinh vật nhân sơ, sinh vật nhân thực và virus. GenMark bao gồm hai chương trình 

chính được gọi là GenMark và GenMark.hmm. Chương trình GenMark được sử 

dụng để dự đoán các vùng mã hóa và không mã hóa protein, có thể được sử dụng để 

phân tích toàn bộ bộ gen cũng như phân tích một gen cụ thể và những vùng xung 

quanh nó. Chương trình GenMark.hmm được sử dụng để tìm các điểm chuyển tiếp 

(ranh giới) giữa các vùng mã hoá protein và không mã hoá protein và có thể mang 

hiệu quả cao hơn với các trình tự ở bộ gen lớn hơn [38]. 

➢ Blast2GO 

Blast2GO (B2G) (truy cập tại website: https://www.blast2go.com/) là một 

công cụ tin sinh học để chú thích chuỗi DNA hoặc protein dựa trên Gen Ontology 

(GO) và khai thác dữ liệu dựa trên chức năng [85]. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://exon.gatech.edu/GeneMark/
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Công cụ này bao gồm nhiều chức năng để trực quan hóa, quản lý và phân 

tích thống kê các kết quả chú thích, bao gồm cả phân tích làm giàu bộ gen. B2G 

cung cấp InterPro, mã enzyme, con đường sinh tổng hợp trong KEGG, mô hình hóa 

dựa trên GO (direct acyclic graphs - DAGs) và GOSlim [52].  

Các thuật ngữ InterPro được lấy từ InterProScan tại EBI và được chuyển đổi, 

hợp nhất thành GO. Chú thích GO có thể được điều chỉnh từ Annex, trang web 

GOSlim và chỉnh sửa thủ công. Các chú thích bản đồ như mã enzyme và con đường 

KEGG được truy xuất thông qua lập bản đồ từ GO. Các công cụ trực quan bao gồm 

mã màu trình tự, con đường KEGG và biểu đồ GO với các chọn lọc và đánh dấu 

thuật ngữ GO. Các công cụ khai thác dữ liệu chú thích bổ sung bao gồm biểu đồ 

thống kê và chức năng phân tích làm giàu bộ gen [80]. 

➢ Antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell (AntiSMASH) 

AntiSMASH (antibiotics & Secondary Metabolite Analysis SHell) là công cụ 

được sử dụng rộng rãi nhất để xác định và phân tích các cụm gen sinh tổng hợp 

BGC ở vi khuẩn cổ, vi khuẩn và nấm. AntiSMASH lần đầu tiên được Medema và 

cs công bố vào năm 2011 với những tính năng xác định polyketides, nonribosomal 

peptides, terpenes, aminoglycosides, aminocoumarins, indolocarbazoles, 

lantibiotics, bacteriocins, nucleosides, beta-lactams, butyrolactones và nhiều loại 

chất khác trong trình tự nucleotide của vi khuẩn và nấm [135]. AntiSMASH 2.0 

được Blin và cs tiếp tục công bố năm 2013 được thiết kế lại và cải tiến với nhiều 

tính năng hơn khiến antiSMASH 2.0 trở thành nguồn tài nguyên toàn diện nhất để 

xác định và phân tích thứ cấp mới con đường sinh tổng hợp chất chuyển hóa ở vi 

sinh vật. Tiếp theo đó, các phiên bản antiSMASH 3.0 được công bố bởi Weber và 

cs năm 2015, các phiên bản antiSMASH 4.0 , 5.0, 6.0 và 7.0 được Blin và cs liên 

tục công bố vào năm 2017, 2019, 2021 và 2023.  

Kể từ khi công bố lần đầu vào năm 2011, antiSMASH đã trở thành công cụ 

được sử dụng rộng rãi nhất để khai thác bộ gen cho các chất chuyển hóa thứ cấp, 

chất chuyển hóa chuyên biệt và được coi như tiêu chuẩn vàng. AntiSMASH sử 

dụng cách tiếp cận dựa trên quy tắc phát hiện các vùng gen chứa các cụm gen sinh 
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tổng hợp bằng cách sử dụng thông tin về các enzyme để phân loại các vùng được 

phát hiện thành 88 con đường sinh tổng hợp khác nhau. Bên cạnh việc phân tích cụ 

thể đối với nhiều con đường sinh tổng hợp khác nhau đã được biết, antiSMASH còn 

so sánh các vùng BGCs được phát hiện với cơ sở dữ liệu MIBiG (Minimum 

Information about a Biosynthetic Gen cluster). MIBiG chứa thông tin về các cụm 

gen sinh tổng hợp đã biết, giúp xác định các cụm gen mới có tương đồng với các 

cụm gen đã được nghiên cứu trước đây. Điều này giúp xác định xem các cụm gen 

mới có tương đồng với các cụm gen đã được dự đoán trước đó hay không. Cuối 

cùng, antiSMASH tổng hợp tất cả các thông tin và đưa ra báo cáo chi tiết về các 

vùng BGCs được phát hiện, bao gồm thông tin về con đường sinh tổng hợp, các 

enzyme liên quan và kết quả so sánh với cơ sở dữ liệu. 

Khai thác bộ gen để dự đoán cụm gen mã hoá, sinh tổng hợp các sản phẩm tự 

nhiên bằng công cụ antiSMASH tạo nền tảng và trở thành một phương pháp quan 

trọng để khám phá sản phẩm tự nhiên mới từ vi sinh vật. Điều này góp một phần 

không nhỏ đối trong việc phát triển các loại thuốc mới như thuốc kháng sinh, thuốc 

chống ung thư, thuốc có tác dụng làm giảm cholesterol, thuốc bảo vệ thực vật hoặc 

các chất bảo quản thực vật có nguồn gốc từ vi khuẩn, nấm tạo ra. Khai thác bộ gen 

tiếp tục là một kỹ thuật vô giá để đánh giá tiềm năng sinh tổng hợp của vi sinh vật 

trong tương lai. 

1.4.3. Đặc điểm hệ gen xạ khuẩn thuộc chi Streptomyces 

 Những tiến bộ trong công nghệ gen trong những năm qua đã có tác động 

lớn đến lĩnh vực phát hiện, khám phá các sản phẩm tự nhiên NP. Một số nghiên cứu 

đã khẳng định mỗi chủng vi sinh vật có tiềm năng tạo ra nhiều hợp chất nếu sử dụng 

các điều kiện lên men tối ưu và kích hoạt được các nhóm gen sinh tổng hợp (BGCs) 

đang trong tình trạng im lặng [171]. Trong số các hợp chất tự nhiên đã biết, phần 

lớn các cơ chế sinh tổng hợp cũng như sự liên kết giữa hợp chất với nhóm gen sinh 

tổng hợp đều chưa được làm rõ. Vì vậy, việc hiểu rõ về nền tảng di truyền của quá 

trình tổng hợp các chất chuyển hóa thứ cấp sẽ tạo cơ sở cho các nhà khoa học tiếp 

tục phát hiện ra các hoạt chất sinh học mới [150]. 
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 Bộ gen xạ khuẩn đầu tiên được giải trình tự đầy đủ là của Streptomyces 

coelicolor A3(2) [36], và bộ gen đầu tiên của xạ khuẩn có liên quan đến các sản 

phẩm tự nhiên là của chủng xạ khuẩn Streptomyces coelcolor [36], tiếp theo là 

Streptomyces avermitilis có ý nghĩa quan trọng ứng dụng trong công nghiệp [98]. 

Tất cả đều sử dụng kỹ thuật giải trình tự Sanger. Đồng thời, nghiên cứu của Bentley 

và cs cũng cho thấy sự có mặt của hơn 20 cụm gen sinh tổng hợp các hợp chất thứ 

cấp (smBGC) mà không được biết đến trong các nghiên cứu ở điều kiện phòng thí 

nghiệm. Những cụm gen này được gọi là “im lặng” và đại diện cho hơn 75% các 

sản phẩm tự nhiên NP tiềm năng được mã hóa bởi các gen này. Tiếp theo là các 

công bố trình tự hệ gen năm 2003 của Streptomyces avermitilis [98] và năm 2015 

của Saccharopolyspora erythraea NRRL23338 [152] đã đưa ra cái nhìn sâu sắc hơn 

về tiềm năng sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp chưa được khai thác ngay cả 

những chủng xạ khuẩn được nghiên cứu kỹ lưỡng nhất trong phòng thí nghiệm. 

Trong những năm tiếp theo, việc giải trình tự hệ gen đã được tiến hành nhanh chóng 

hơn với chi phí giảm đáng kể do áp dụng các kỹ thuật được cải tiến và giải trình tự 

bộ gen đã trở thành một kỹ thuật thông thường trong phòng thí nghiệm. Số lượng hệ 

gen xạ khuẩn Streptomyces được giải mã tăng theo các năm, hứa hẹn tạo ra cơ sở dữ 

liệu lớn để nghiên cứu xạ khuẩn. 

 

Hình 1.12. Số lượng hệ gen xạ khuẩn được công bố trên NCBI RefSeq đến 

6/2023 [141] 

HQ: High-quality, MQ: medium-quality và LQ: low-quality 
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Năm 2013, nghiên cứu của Doroghazi và cs cho thấy mỗi bộ gen xạ khuẩn 

Streptomyces sở hữu 25–70 các cụm gen sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp, nhiều 

hơn bất kỳ chi xạ khuẩn nào khác, nhưng chỉ một phần nhỏ trong số đó được tạo ra 

khi nuôi cấy trong phòng thí nghiệm [60]. Những công bố của Belknap (2020) dựa 

trên các cụm gen trung tâm, các cụm gen sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp được 

phân thành 5 nhóm chính: tổng hợp peptite không ribosome (NRPS), tổng hợp 

polyketite dạng 1 (type 3 polyketide synthase-T1PKS), lai của tổng hợp peptide 

không ribosome và tổng hợp polyketide (NRPS-PKS), terpen và peptide biến tính 

(RiPP) và siderophore chiếm tới 50% tổng số smBGC được dự đoán. Và ở mức độ 

thấp hơn là butyrolactone, polyketide dạng 2 (type 2 polyketide synthase, T2PKS) 

bacteriocin và polyketide dạng 3 (type 3 polyketide synthase, T3PKS). Các loại 

polyketide (PKS) và peptide synthetase không ribosome (NRPS) thường bao gồm 

các gen cực dài (> 5 kb) mã hóa các enzyme đa mô-đun với cấu trúc miền có tính 

lặp lại. Do đó, việc chú thích gen chính xác phải dựa trên trình tự bộ gen chất lượng 

cao để xác định chính xác các cụm gen sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp .  

Xạ khuẩn Streptomyces có cấu trúc hệ gen mở và các các cụm gen sinh tổng 

hợp các hợp chất thứ cấp dễ bị tác động từ điều kiện ngoại cảnh- đây là nguyên 

nhân tạo nên sự khác biệt của xạ khuẩn Streptomyces và các sản phẩm thứ cấp tạo 

ra so với các chi xạ khuẩn khác. Belknap và cs nghiên cứu và công bố một số 

chủng xạ khuẩn có số lượng các cụm gen sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp cao 

nhất như S. rhizosphaericus NRRL B-24304 (n = 83 BGC), Streptomyces sp. 

NRRL B-1347 (n = 82 BGC), Streptomyces sp. PRh5 (n = 82 BGC), S. 

milbemycinicus NRRL 5739 (n = 81 BGC) và Streptomyces sp. NBS 14/10 (n = 79 

BGC). Và một số chủng xạ khuẩn có số lượng smBGC thấp nhất là S. 

gilvigriseus MUSC26(n = 8 BGCs), S. thermoautotrophicus H1(n = 9 BGCs) và S. 

thermoautotrophicus UBT1 (n = 11 BGCs ) [34]. Nghiên cứu của Qi và cs (2021) 

cho thấy, toàn bộ bộ gen của chủng xạ khuẩn SCA2-4T có chứa 51 cụm gen sinh 

tổng hợp giả định. Đặc biệt có 10 cụm gen tham gia vào quá trình sinh tổng hợp 

các chất kháng khuẩn. Ngoài ra, chủng này cũng thể hiện hoạt tính kháng nấm cao, 
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chống lại các tác nhân gây bệnh nấm chuối như Foc 1, C. fallax và C. lunata. 

Đồng thời, dịch chiết chủng xạ khuẩn SCA2-4T có tác dụng phá hủy nghiêm trọng 

cấu trúc tế bào nấm Foc TR4, ức chế sự phát triển hệ sợi và sự nảy mầm của bào 

tử nấm [168]. 

Hiện nay, tại Việt Nam việc tìm kiếm các chủng xạ khuẩn bản địa có khả 

năng sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp đặc biệt là các chủng xạ khuẩn có tiềm 

năng ứng dụng trong nông nghiệp nói chung và kháng nấm gây bệnh thực vật nói 

riêng đang rất được quan tâm. Do vậy, việc phân lập, định danh và phân tích toàn 

bộ hệ gen của các chủng xạ khuẩn có nguồn gốc tại Việt Nam có ý nghĩa rất lớn, 

góp phần quan trọng vào việc phát triển các giải pháp sinh học bền vững và thân 

thiện với môi trường. Thông qua việc phát hiện và khai thác các đặc tính sinh học 

độc đáo của các chủng xạ khuẩn bản địa không chỉ giúp tăng năng suất cây trồng 

và kiểm soát bệnh dịch một cách tự nhiên mà còn góp phần cải thiện chất lượng 

đất trồng, giảm thiểu sự phụ thuộc vào hóa chất nông nghiệp. Từ đó, xây dựng một 

nền nông nghiệp an toàn, bền vững, và thích ứng hiệu quả với những thách thức 

của biến đổi khí hậu. 
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Chương 2.  VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1.  VẬT LIỆU 

2.1.1. Đối tượng nghiên cứu 

- Bộ sưu tập 45 chủng xạ khuẩn được phân lập từ các vùng đất trồng chuối 

tại Việt Nam; các chủng nấm gây bệnh trên thực vật Colletotrichum 

gloeosporioides (VCM-1122), Corynespora casiicola (VCM-1163), Fusarium 

solani (VCM-1147), Sclerotium rolfsii (VCM-1098), Diaporthe sp (VCM-1056) đã 

được mã hóa thông tin ở cấp độ phân tử, khả năng gây bệnh, được cung cấp bởi 

Khoa Công nghệ Sinh học, Học viện Nông nghiệp Việt Nam. 

- 160 mẫu chuối bị bệnh được thu thập từ các bộ phận: thân giả, củ, rễ, lá, 

quả của các cây chuối bị bệnh tại các tỉnh: Hà Nội, Vĩnh Phúc, Thái Bình, Hải 

Dương, Hưng Yên, Hải Phòng và Hà Tĩnh.  

- Thời gian thu mẫu: Từ 01/2021-12/2022 

- Giống chuối Cavendish sáu tuần tuổi, nuôi cấy mô, có chiều cao từ 7-10cm, 

có từ 3-5 lá thật. Chuối được tách bầu trồng vào chậu nhựa khoảng 1 tuần trước khi 

tiến hành thí nghiệm tái lây nhiễm.  

- Loại đất được dùng để trồng chuối: đất sạch VINATAP. 

2.1.2. Hóa chất và trang thiết bị  

2.1.2.1. Hóa chất 

Hóa chất được cung cấp và sử dụng tại Bộ môn Vi sinh vật học, Khoa Công 

nghệ Sinh học, Học viện Nông nghiệp Việt nam (Phụ lục 1). 

Các môi trường nuôi cấy vi sinh vật sử dụng trong nghiên cứu được liệt kê 

tại Phụ lục 2. 

Các cặp mồi được thiết kế hoặc tham khảo từ các công trình khác, được gửi 

đi tổng hợp bởi công ty IDT (Singapore) hoặc bởi Công ty Sinh hóa Phù Sa (Việt 

Nam). Các mồi được pha bằng nước khử ion vô trùng đến nồng độ sử dụng là 10 

pmol. Danh sách mồi liệt kê tại Phụ lục 3. 
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2.1.2.2. Trang thiết bị chính 

 Nghiên cứu sử dụng các thiết bị chính trong luận án như: thiết bị giải trình 

tự 250 PE Miseq tại phòng thí nghiệm Chunlab, Inc (Seoul, Hàn Quốc), máy PCR 

(Eppendorf, Đức), bộ điện di (GES Wealtec, USA), máy cô mẫu SpeedVac 

(Thermo Fisher Scientific, Mỹ), tủ bảo quản mẫu (Kirsch, Germany), kính hiển vi 

điện tử quét SEM (Olympus CX33, Nhật Bản), tủ cấy vi sinh (Labconco, Mỹ), máy 

lắc ổn nhiệt (LabTech, Hàn Quốc), máy đo mật độ quang (HACH, Mỹ), máy đo pH 

(Schott, Đức), hệ thống sắc ký điều chế HPLC-DAD (Agilent Technologies, Mỹ), 

thiết bị đo phổ cộng hưởng từ hạt nhân (Bruker AM500 FT-NMR Spectrometer, 

Đức), thiết bị đo phổ khối lượng phân giải thường (Agilent 1100 series LC/MSD 

Trap SL, Mỹ), thiết bị đo phổ khối lượng phân giải cao (Agilent 6530 Accurate-

Mass Q-TOF LC/MS, Mỹ), bể rung siêu âm (Daihan Scientific, Hàn Quốc), hệ 

thống cô quay chân không (Buchi R300, Thụy sỹ), hệ thống hứng mẫu tự động 

(EYELA fraction collector DC-1200, Nhật Bản), đèn tử ngoại 254 nm, Bản mỏng 

tráng sẵn silica gel DC-Alufolien 60 F254 và RP-18 F254 (Merck, Mỹ). 
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2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Sơ đồ nghiên cứu 

 

 

Hình 2.1. Sơ đồ nghiên cứu 

2.2.2. Phương pháp lấy mẫu 

Mẫu chuối bị bệnh được thu thập bằng cách dùng dao, kéo đã được khử 

trùng cắt một phần bộ phận có mang triệu chứng nghi ngờ bỏ vào túi ni lông sạch 

riêng rẽ. Các mẫu được đánh số thứ tự, ghi lại thông tin về triệu chứng, địa điểm và 

thời gian lấy mẫu. 

2.2.3. Phương pháp phân lập, tuyển chọn, xác định đặc điểm sinh học của vi 

sinh vật 



 

57 

 

2.2.3.1. Phương pháp phân lập, tuyển chọn nấm bệnh 

Nấm bệnh được phân lập từ phần bó mạch trong thân giả màu nâu trên môi 

trường PDA. Các mẫu được rửa sạch bằng nước cất vô trùng, cắt thành các đoạn 

nhỏ có kích thước 1 × 1 cm tính từ mép vết bệnh, khử trùng bề mặt bằng etanol 

70% trong 20 giây, sau đó rửa sạch ba lần bằng nước cất vô trùng và đặt vào giữa 

các đĩa petri có chứa môi trường PDA đã bổ sung Streptomycin 0,16 mg/ml, ủ ở 

30oC trong 1-3 ngày. Khuẩn lạc của các loại nấm khác nhau được quan sát thấy trên 

đĩa môi trường phân lập nhưng chỉ những khuẩn lạc tạo sắc tố màu hồng được chọn 

là đặc điểm điển hình của nấm Fusarium oxysporum. Các đặc điểm khuẩn lạc (hình 

dáng, sắc tố, microconidia, macroconidia, chlamydospores) được quan sát trên môi 

trường PDA nuôi ở 25oC trong 7-14 ngày. Màu sắc khuẩn lạc và hình thái các 

chủng nấm sau đó được so sánh với đặc điểm của Fusarium spp. được mô tả bởi 

Durán [61] và Leslie và Summerell [118]. Chỉ các chủng phân lập được xác định là 

F. oxysporum mới được chọn để mô tả thêm đặc tính. Các chủng nấm Foc giả định 

phân lập được bảo quản trong môi trường thạch nghiêng PDA ở 4oC và 30% 

glycerol ở -20oC. 

2.2.3.2. Phương pháp tuyển chọn xạ khuẩn có khả năng kháng nấm gây bệnh héo 

vàng 

 Các chủng xạ khuẩn được nuôi trên môi trường ISP4 ở 30°C, sau 72 giờ 

đục những thỏi thạch có đường kính d=9mm đặt lên trên các đĩa đã được cấy trải 

50µl dịch bào tử (106 bào tử/ml) các chủng nấm Foc TR4. Các đĩa petri sau khi đặt 

thỏi thạch được nuôi ở 25°C trong thời gian 5-7 ngày và đo đường kính vòng kháng 

nấm được hình thành. Lựa chọn các chủng xạ khuẩn có khả năng hình thành hoạt 

tính đối kháng nấm Foc TR4 cao nhất. 

2.2.3.3. Phương pháp xác định đặc điểm hình thái xạ khuẩn. 

- Đặc điểm hình thái khuẩn lạc: Các chủng xạ khuẩn tuyển chọn được nuôi 

cấy trên 6 môi trường ISP khác nhau: ISP1; ISP2; ISP3; ISP4; ISP5; ISP6; và 

Gause, sau 7-14 ngày ở 30 oC [177]. Tiến hành đánh giá các đặc điểm hình thái 

khuẩn lạc trên các đĩa thí nghiệm. 
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- Màu sắc khuẩn ty khí sinh, khuẩn ty cơ chất, sự hình thành sắc tố tan: được 

xác định bằng cách so sánh với biểu đồ màu ISCC-NBS [103] 

−  Sự hình thành sắc tố melanin: được xác định trên môi trường ISP6 ở 30°C 

trong ít nhất 21 ngày, nếu chủng sinh ra melanin thì màu của môi trường sẽ chuyển 

từ vàng nhạt sang nâu, đen (theo chương trình phân loại xạ khuẩn quốc tế (ISP)) 

[89].  

−  Khả năng sử dụng nguồn đường: được đánh giá trên môi trường ISP9 có bổ 

sung các loại đường (L-arabinose, Sucrose, D-xylose, I-inositol, D-manitol) với 

nồng độ 1% theo khối lượng, đối chứng âm (môi trường ISP9 không có nguồn 

cacbon), đối chứng dương (đường D-Glucose 1%). Sau 10-16 ngày nuôi cấy ở 

30oC, đánh giá sự phát triển của các chủng xạ khuẩn tuyển chọn. 

−  Đặc điểm chuỗi bào tử, bào tử : Các chủng xạ khuẩn tuyển chọn được cấy 

trên môi trường Gause I sau đó găm các phiến kính (lamen) vào thạch với góc 

nghiêng 45º so với bề mặt thạch đã được cấy xạ khuẩn. Sau 3 ngày nuôi cấy ở 30ºC, 

rút các phiến kính có khuẩn ty khí sinh của xạ khuẩn và quan sát hình thái chuỗi 

sinh bào tử dưới kính hiển vi quang học. Hình thái và bề mặt bào tử xạ khuẩn được 

quan sát dưới kính hiển vi điện tử quét (SEM).   

2.2.3.4. Phương pháp nghiên cứu đặc điểm sinh học của xạ khuẩn 

- Xác định khả năng sinh enzyme ngoại bào bằng phương pháp khuếch tán trên 

đĩa thạch [2] 

Các chủng xạ khuẩn được nuôi trên môi trường môi trường ISP2 với các điều 

kiện: nuôi lắc 180 vòng/phút ở 30oC, thời gian 7 ngày. Tiến hành thu dịch lên men, 

ly tâm 10.000 vòng/phút ở 4ºC. Hút 100µl dịch li tâm nhỏ vào giếng trên đĩa thạch 

chứa cơ chất Chitin, CMC, xylan, tinh bột, casein và pectin, giữ ở 4oC trong 1 giờ. 

Sau đó, chuyển sang tủ nuôi cấy ở 30oC trong khoảng 18-24 tiếng. Khả năng sinh 

tổng hợp enzyme tương ứng: chitinase, cellulase, xylanase, amylase, protease và 

pectinase của các chủng xạ khuẩn nghiên cứu được xác định dựa theo đường kính 

vòng phân giải cơ chất. 

Hoạt tính enzyme ngoại bào được xác định bằng công thức:  
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HT = D-d 

Trong đó: D - đường kính vòng phân giải (mm)  

    d - đường kính lỗ thạch (mm)  

- Xác định khả năng sinh chất kích thích sinh trưởng IAA [77] 

 Hàm lượng IAA sinh ra được xác định bằng phương pháp so màu sử 

dụng thuốc thử Salkowski (300 ml H2SO4 98%, 15 ml FeCl3 0,5M) [77]. Các chủng 

xạ khuẩn được nuôi trong môi trường ISP2 có bổ sung 0.2 % tryptophan, nuôi lắc 

200 vòng/phút ở 30oC trong 5-7 ngày, dịch xạ khuẩn được ly tâm và thu được dịch 

trong. 1ml dịch trong được bổ sung thêm 2ml thuốc thử Salkowski, lắc đều, để 

trong bóng tối trong 20 phút ở nhiệt độ phòng. Dung dịch được so màu ở bước sóng 

530nm. Đường chuẩn được dựng với các mẫu có nồng độ IAA chuẩn khác nhau, có 

dạng: y = 0,018x + 0,061 (R2 = 0,996) 

- Xác định khả năng sinh siderophore [126] 

Đặt khối thạch (đường kính 5 mm) có chứa khuẩn lạc của chủng xạ khuẩn 

nghiên cứu lên trên môi trường thạch CAS (Chrome Azurol Sulphonate). Sau 14 

ngày nuôi cấy ở 30oC xác định khả năng sinh siderophore bằng kích thước vòng 

sáng quanh khuẩn lạc và sự chuyển màu môi trường từ màu xanh lam sang màu 

cam do phức hợp CAS-Fe3+ bị phá vỡ.  

Khả năng sinh siderophore được xác định bằng công thức:  

ĐK = D-d 

Trong đó, D: đường kính vòng sáng quanh khuẩn lạc (mm) 

         d: đường khuẩn lạc xạ khuẩn (mm)   

- Phương pháp định lượng chitinase và β-1-3 glucanase [165]  

Cấy khối thạch đã được cấy chủng xạ khuẩn thí nghiệm (đường kính 5mm) 

vào 100 mL môi trường Gause I lỏng với các điều kiện: tốc độ lắc 200 vòng/phút, ở 

30℃ trong 7 ngày. Dịch nuôi cấy chủng xạ khuẩn VNUA116 được ly tâm ở 2000 

vòng/phút trong 20 phút. Hoạt tính của chitinase và β-1,3-glucanase được xác định 

bằng bộ kit Chitinase Activity Assay Kit (Sigma- Mỹ) và bộ kit β-1,3-glucanase 

ELISA của vi sinh vật (Sigma- Mỹ). Hàm lượng enzyme chitinase tạo thành chính 



 

60 

 

là lượng chitin chuyển hóa 1μg N-acetylglucosamine trên mỗi ml dịch nuôi 

cấy/phút ở 37°C. Hàm lượng β-1,3-glucanase tạo thành chính là lượng enzyme 

chuyển hóa 1μmol cơ chất thành sản phẩm trên mỗi ml dịch nuôi cấy/phút ở 37°C. 

Tất cả các thí nghiệm đều được lặp lại 3 lần. 

2.2.4.  Phương pháp tái lây nhiễm nấm gây bệnh nhân tạo trong phòng thí 

nghiệm trên cây chuối  

2.2.4.1. Tái lây nhiễm nấm gây bệnh trên cây chuối 

Tái lây nhiễm nấm trên cây chuối được tiến hành như mô tả bởi Li và cs 

(2013) có cải tiến [119]. Sử dụng các cây chuối nuôi cấy in vitro giống Cavendish 6 

tuần tuổi để đánh giá tính gây bệnh của các chủng nấm Foc. Các cây chuối này có 

đủ các điều kiện: đồng nhất, khỏe mạnh và đã được trồng thích nghi (1 tháng ngoài 

vườn ươm) trước khi tiến hành thí nghiệm.  

Thân và rễ của các cây chuối thí nghiệm được làm tổn thương nhẹ bằng kim 

đã khử trùng được ngâm trong hỗn dịch bào tử nấm Foc gây bệnh có chứa 5 × 106 

bào tử/ml của mỗi chủng trong 2 giờ trước khi trồng vào các chậu. Sau khi ngâm, 

phần còn lại của dịch bào tử được tưới đều lên các cây trồng trong chậu. Rễ cây đối 

chứng được nhúng trong nước cất vô trùng. Toàn bộ cây thí nghiệm, cây đối chứng 

sau khi lây nhiễm được trồng trong chậu nhựa và được tưới nước, chăm sóc thường 

xuyên. Mỗi thí nghiệm sử dụng 30 cây chuối trồng trong 30 chậu nhựa (mỗi cây 

trong một chậu chứa 0,5 kg đất đã tiệt trùng) và lặp lại 3 lần độc lập. 

Các triệu chứng bệnh được ghi nhận sau 1,2 và 3 tháng thí nghiệm lây nhiễm 

bằng cách quan sát hiện tượng lá vàng theo các thang bệnh. Các mẫu nấm sau đó 

được tái phân lập từ các cây bị nhiễm; các mẫu nấm này sẽ được so sánh với các 

mẫu nấm gốc sử dụng trước khi gây nhiễm để chứng minh các định luật của Koch. 

Tỷ lệ cây nhiễm bệnh (%) = 
Số cây bị bệnh 

x 100% 
Số cây thí nghiệm 
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Mức độ gây bệnh theo Moore và cs 1993 [144] như sau: 

Mức độ gây bệnh Triệu chứng của cây 

1 Không có triệu chứng 

2 Vàng ban đầu chủ yếu ở lá dưới 

3 Vàng tất cả các lá dưới với một số lá non bị đổi màu 

4 Tất cả các lá đều vàng đậm 

5 Cây chết 

2.2.4.2. Tái lây nhiễm nấm gây bệnh trên lá chuối 

Thí nghiệm tái lây nhiễm nhân tạo trên lá chuối được thực hiện theo quy 

trình của Udompongsuk và Soytong (2016) [192]. Bề mặt của lá chuối khỏe mạnh 

được tiệt trùng bằng ethanol 70% trong 15 giây, sau đó cắt thành các mảnh có kích 

thước 5×5 cm và đặt mặt lá hướng lên trên trong các đĩa Petri vô trùng. Các đĩa này 

chứa giấy lọc được làm ẩm bằng nước cất để duy trì độ ẩm cao. Rạch 1 vết thương 

ở giữa mảnh lá khỏe mạnh để dễ dàng nhiễm nấm lên mẫu lá chuối. Đặt các khối 

thạch có chứa sợi nấm của mỗi chủng (đường kính 5 mm) từ các đĩa nuôi cấy nấm 

Foc sau 7 ngày vào các vết thương trên các mảnh lá. Mẫu đối chứng chỉ làm tổn 

thương lá mà không được cấy nấm bệnh. Các đĩa Petri được ủ ở nhiệt độ phòng 

trong 5 ngày, với mỗi thí nghiệm được lặp lại ba lần. 

2.2.5.  Phương pháp định danh vi sinh vật 

2.2.5.1. Định danh nấm gây bệnh 

-  Phương pháp tách DNA từ hệ sợi nấm 

Sử dụng que cấy vô trùng lấy sợi nấm của chủng Foc được thu từ các khuẩn lạc 

riêng rẽ sau 7 ngày nuôi cấy ở 25 oC cho vào các ống Eppendorf 2ml. Sau đó, thêm 

1ml dung dịch đệm CTAB và ủ ở 65°C trong 1 giờ, lắc 10 phút/ lần. Thêm dung 

dịch phenol-chloroform-isoamyl (PCI) với tỷ lệ 1:1, trộn đều, sau đó ly tâm 13.700 

vòng/phút ở 4°C trong 10 phút để thu dịch. Chuyển phần dịch nổi vào các ống 

Eppendorf 2ml đã tiệt trùng và bổ sung dung dịch Chloroform: Isoamylalcohol (tỷ 

lệ 1:1), trộn đều bằng vortex, ly tâm ở 13.700 vòng/phút trong 10 phút ở 4°C. Phần 

dịch nổi tiếp tục được chuyển vào ống Eppendorf 1.5ml mới, bổ sung ethanol 100% 
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với tỷ lệ 2:1. Sau khi đảo nhẹ, hỗn hợp tiếp tục được ly tâm 10.000 vòng/phút trong 

10 phút ở 4°C để thu được phần tủa DNA. Phần tủa DNA được rửa bằng 500µl 

dung dịch ethanol lạnh 70% và huyền phù trong 50µl dung dịch đệm TE. Nồng độ 

mẫu DNA được xác định bằng máy quang phổ nanodrop và điện di gel. Dung dịch 

DNA sau đó được lưu trữ ở -20°C.  

-  Phương pháp PCR và giải trình tự gen 

Các đoạn DNA được PCR từ DNA tổng số thực hiện trên máy chu kỳ 

nhiệt ASTEC Gen Atlas (Nhật Bản) với tổng thể tích 30 µl. Thành phần phản 

ứng PCR khuếch đại các đoạn gen phục vụ cho việc giải trình tự: 

 

2xPCR Master Mix : 15 µl 

Mồi xuôi (10 pmol/µl) : 1,5 µl 

Mồi ngược (10 pmol/µl) : 1,5 µl 

Khuôn DNA (50 ng/µl) : 4,5 µl  

Nước khử ion vô trùng : 7,5 µl  

Tổng thể tích : 30 µl 

 

Sử dụng các mồi ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)/ITS4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) theo Kumar và cs, 2013 để xác định các chủng 

nấm Fusarium [110].  

Chu trình nhiệt như sau: 94ºC (5 phút); 30 chu kỳ của 94ºC (30 giây), 53ºC 

(40 giây), 72oC (1 phút); 72ºC (7 phút). Các sản phẩm PCR được phân đoạn và quan 

sát bằng điện di gel agarose 1% (w/v) và được giải trình tự bởi công ty 1st BASE 

(Singapore). Các chuỗi được căn chỉnh và kiểm tra bằng công cụ BLAST của Trung 

tâm Quốc gia (NCBI) trên trang web NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). 

Sự tương đồng của các chuỗi gen mã hóa vùng ITS của các chủng nấm được so 

sánh bằng công cụ tìm kiếm (BLAST) từ (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Phần mềm Mega 11 phiên bản 11.0.13 được sử dụng để xây dựng cây phát sinh 

loài, phương pháp Maximum Likelihood Tree được chọn để thiết lập tập hợp các 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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bootstrap có độ tin cậy với 1.000 lần lặp lại và các thiết lập khác được giữ ở mặc 

định. 

Bảng 2.1. Các cặp mồi đặc trưng được sử dụng trong nghiên cứu 

Tên mồi Trình tự (5´→3´) 

Kích 

thước 

SP (bp) 

Đặc 

trưng 
TLTK 

ITS1/ITS4 
TCCGTAGGTGAACCTGCGG/ 

TCCTCCGCTTATTGATATGC 
550 Fusarium 

Kumar và cs 

(2013) [110] 

Foc-1/Foc-2 

 

CAGGGGATGTATGAGGAGGCT/ 

GTGACAGCGTCGTCTAGTTCC 

242 

 
Foc 

Lin và cs 

(2009) [125] 

 

FocTR- 

F/FocTR-R 

CACGTTTAAGGTGCCATGAGAG/ 

CGCACGCCAGGACTGCCTCGTGA 
463 TR4 

Dita và cs 

(2010) [58] 

Các chủng Fusarium được xác nhận là Foc TR4 bằng cách sử dụng các mồi 

đặc trưng (Bảng 2.1) Foc-1, FocTR4-F và FocTR4-R theo Dita và cs, 2010 [58]. 

Các điều kiện khuếch đại PCR được thực hiện theo mô tả của Li và cs năm 2011 

[120]. Các sản phẩm PCR được kiểm tra trên gel agarose 1,5%.  

2.2.5.2. Định danh xạ khuẩn  

-  Phương pháp tách DNA của xạ khuẩn 

Chủng xạ khuẩn nghiên cứu được nuôi trong môi trường Gause-I lỏng với 

các điều kiện nhiệt độ 30℃, tốc độ lắc 200 vòng/phút trong 7 ngày. Ly tâm dịch lên 

men và rửa 2 lần bằng nước vô trùng sau đó thu tủa. DNA hệ gen được tách chiết 

theo quy trình được mô tả bởi Masoomi-Aladizgeh và cs năm 2016 có cải tiến. Bổ 

sung 20 µl lyzozyme, ủ ở nhiệt độ phòng trong vòng 5 phút. Bổ sung 600 µl đệm 

chiết GX và tiến hành các bước tách DNA tương tự như ở nấm. 

-  Phương pháp PCR và giải trình tự gen xạ khuẩn 

Các đoạn DNA được PCR từ DNA tổng số sử dụng enzyme Phusion® 

high- fidelity DNA polymerase của hãng Thermo Scientific. Thành phần phản 

ứng PCR khuếch đại các đoạn gen phục vụ cho việc giải trình tự: 
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5X HF buffer : 5 µl 

dNTPs (10 mM) : 1 µl 

Mồi xuôi (10 pmol/µl) : 1 µl 

Mồi ngược (10 pmol/µl) : 1 µl 

Phusion polymerase (2 U/µl)               : 1 µl 

Khuôn DNA (50 ng/µl) : 1 µl  

Nước khử ion vô trùng : 15 µl 

 Tổng thể tích : 25 µl 

Sử dụng các mồi 27F (5’-GAGTTTGATCCTGGCTAAG-3’) và 1492R 

(5’-AGAAAGGAGGTGATCCAGGC-3’) [203]. 

Chu trình nhiệt như sau: 94ºC (6 phút); 35 chu kỳ của 94ºC (30 giây), 58ºC 

(30 giây), 72ºC (40 giây - 1 phút 30 giây); 72ºC (10 phút). Sản phẩm PCR được điện 

di kiểm tra trên gel agarose 1% và được giải trình tự bởi Công ty 1st BASE 

(Singapore). Mức độ tương đồng về trình tự gen mã hóa vùng 16S rRNA của chủng 

xạ khuẩn tuyển chọn được so sánh với các chủng đã công bố trên Genbank bằng 

công cụ tra cứu Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Trình tự các chủng 

loại có liên quan chặt chẽ được lấy từ cơ sở dữ liệu GenBank được căn chỉnh bằng 

phần mềm BioEdit 7.2.5. Cây phát sinh gen được xây dựng bằng phương pháp khả 

năng tối đa sử dụng MEGA-X phiên bản 10.1.8 với các phân tích bootstrap dựa trên 

1000 lần lặp lại bằng cách lấy mẫu lại. 

2.2.6.  Phương pháp đánh giá mức độ an toàn của các chủng xạ khuẩn tuyển 

chọn 

Đánh giá theo Hướng dẫn số 2000/54/EC của Cộng đồng Châu Âu về an toàn 

sinh học bằng cách tra cứu theo danh mục các tác nhân sinh học. Nhóm tác nhân 

sinh học vi sinh vật được phân làm 4 cấp độ an toàn.  

- Cấp độ 1 (Group 1) là các vi sinh vật không có thể gây bất cứ một nguy 

hiểm nào đối với người và động vật  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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- Cấp độ 2 (Group 2) là các vi sinh vật có thể gây bệnh đối với người, động 

vật ở mức độ thấp, không có khả năng lan truyền và có thể phòng, chống và loại 

trừ dễ dàng trong điều kiện bình thường.  

- Cấp độ 3 (Group 3) là các vi sinh vật có nguy cơ gây bệnh nặng đối với 

người, động vật và có khả năng lan truyền rộng, song vẫn có thể phòng chống và 

loại trừ được.  

- Cấp độ 4 (Group 4) là các vi sinh vật có thể gây bệnh nặng đối với người, 

động vật, có nguy cơ lớn về mức độ lan truyền rộng và không thể phòng, chống 

hoặc loại trừ. 

2.2.7.  Các phương pháp trong giải trình tự hệ gen xạ khuẩn 

2.2.7.1  Tạo thư viện và giải trình tự  

+ Chuẩn bị thư viện cho giải trình tự với nền tảng DNBSEQ 

DNA được kiểm tra để xác định sự nguyên vẹn, nồng độ và độ tinh khiết đạt 

tiêu chuẩn. Nồng độ DNA được phát hiện bằng fluorometer hoặc Microplate Reader 

(Qubit Fluorometer, Invitrogen). Tính toàn vẹn và độ tinh khiết của mẫu được phát 

hiện bằng điện di trên gel agarose 1%, điện áp 150V, thời gian điện di 40 phút. Sau 

khi điện di để chọn các đoạn DNA có kích thước khoảng 200-400 bp để chuẩn bị 

giải trình tự. Các đoạn DNA sau đó được adenyl hóa 3' (gắn nu A). Các adapter sau 

đó được nối vào các đầu của các đoạn DNA đã gắn với nu A ở phía 3’. Trình tự 

adapter sẽ sử dụng để khuếch đại các đoạn DNA bởi phản ứng PCR. Sản phẩm PCR 

sau khi được tinh sạch sẽ được biến tính bằng nhiệt và tạo vòng. Tập hợp các DNA 

sợi đơn khép vòng (ssCir DNA) được kiểm định chất lượng được gọi là thư viện. Thư 

viện được kiểm tra lần cuối về kích cỡ và độ phân mảnh với Bioanalyzer 2100 trước 

khi đưa lên SMRT Cell (PacBio). Các thư viện đủ tiêu chuẩn sẽ được giải trình tự bởi 

nền tảng DNBSEQ (xử lý dữ liệu thô (lọc, cắt bỏ đoạn đọc kém chất lượng)).  

2.2.7.2  Chuẩn bị thư viện cho giải trình tự với nền tảng PacBio 

Trên nền tảng PacBio, các đoạn DNA trước tiên được xử lý bằng Covaris g-

TUBE để đạt kích thước thích hợp (khoảng 10–15 kb), sau đó các đầu đoạn được 

nối lại để tạo thành cấu trúc hình chuông bằng cách sử dụng Bộ chuẩn bị mẫu 
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SMRTbell v.1.0 (Pacific Bioscience) để sửa chữa các hỏng hóc từ quá trình phân 

mảnh và sửa hai đầu 5’, 3’ trước khi gắn với adapter của PacBio. Sử dụng enzyme 

Exo III và Exo VII để loại bỏ các sản phẩm không gắn adapter. Thư viện được làm 

sạch bằng hạt từ Ampure PB (Beckman Coulter) và được kiểm tra độ dài, nồng độ 

bằng Bioanalyzer 2100. Thư viện được làm sạch và chọn kích thước bằng Blue 

Pippin (SageScience) với nồng độ gel 0,75% để lọc ra các đoạn DNA thư viện có 

độ dài từ 20kb trở lên. Thư viện được kiểm tra lần cuối về kích cỡ và độ phân mảnh 

với Bioanalyzer 2100 trước khi đưa lên SMRT Cell (PacBio). Các trình tự 

Polymerase được sử dụng để lắp ráp, so sánh bao gồm adapter và các trình tự DNA 

(Subreads). Các trình tự có độ dài ngắn hơn 1000 bp sẽ bị loại bỏ. Các thư viện đủ 

tiêu chuẩn sẽ được giải trình tự bởi nền tảng PacBio (xử lý dữ liệu thô (lọc, cắt bỏ 

đoạn đọc kém chất lượng). 

2.2.7.3  Lắp ráp hệ gen  

Các trình tự (read) được xử lý bởi nhiều phần mềm khác nhau và tuân theo 4 

bước 

Bước 1. Sửa các trình tự subreads: Sử dụng phần mềm (Canu, Falcon) để sửa 

lỗi giải trình tự trong các Subreads. Canu v1.5 (estn = 24, npruseGrid = 0, 

corOvlMemory = 4) (https://github.com/marbl/canu/releases) [109]. 

Bước 2. Lắp ráp các đoạn đọc chính xác: Lắp ráp trình tự từ các subreads đã 

được chỉnh sửa lỗi bằng các phần mềm Canu và Falcon, từ đó chọn kết quả lắp ráp 

tốt nhất [109]. 

Bước 3. Sửa lỗi giải trình tự đối với lỗi chỉ ở một nucleotide: Sửa lỗi một 

nucleotide trong kết quả lắp ráp với phần mềm GATK v1.6-13 (-cluster 2 -window 

5 -stand_call_conf 50 -stand_emit_conf 10.0 -dcov 200 MQ0> = 4) 

(https://www.broadinstitute.org/gatk/) [134].  

Bước 4. Lắp ráp, hình thành bộ nhiễm sắc thể khép vòng: Sử dụng phần mềm 

Circlator v1.5.5 để đánh giá hình dạng của trình tự lắp ráp (có dạng vòng hay 

không) [96].  
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2.2.8.  Phân tích hệ gen của chủng xạ khuẩn tuyển chọn 

2.2.8.1  Sơ đồ phân tích hệ gen xạ khuẩn 

 

Hình 2.2. Sơ đồ quy trình phân tích hệ gen xạ khuẩn 

2.2.8.2  Các phương pháp phân tích hệ gen xạ khuẩn. 

- Dự đoán gen 

 Các công cụ dự đoán gen thực hiện theo nguyên tắc: (1) Dựa trên một tập 

hợp các gen được xác định ban đầu trong cơ sở dữ liệu đã được mã hóa để huấn 

luyện mô hình đặc thù cho từng loài, dự đoán các vùng mã hóa;(2) Cải thiện các dự 

đoán bằng cách tinh chỉnh tham số qua các vòng lặp thông qua các thuật toán 

heuristic và (3) Sử dụng BLAST hoặc các cơ sở dữ liệu khác để xác nhận các gen 

dự đoán bằng cách so sánh với các trình tự đã biết thông qua việc tìm kiếm các trình 

tự tương đồng. 

 Sử dụng 02 công cụ dự đoán vị trí của gen trên hệ genome chủng xạ khuẩn 

với tham số mặc định. Từ đó chọn ra tập gen chung nhất với mức độ tương đồng ≥ 

90% làm gen dự đoán cuối cùng là kết quả thu được từ hai phần mềm GenMark và 

Glimmer.  

+) Công cụ dự đoán trực tuyến GenMarkS-2 

http://exon.gatech.edu/GenMark/heuristic_gmhmmp.cgi).  

+) Phần mềm dự đoán gen Glimmer 

(http://ccb.jhu.edu/software/glimmer/glimmer302b.tar.gz). 

http://exon.gatech.edu/GeneMark/heuristic_gmhmmp.cgi
http://ccb.jhu.edu/software/glimmer/glimmer302b.tar.gz
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-  Chú thích bộ gen 

Hệ gen xạ khuẩn VNUA116 được chú thích bằng công cụ Blast2GO. 

Blast2GO đã được coi là công cụ được sử dụng rộng rãi nhất tích hợp nhiều tính 

năng khác nhau, bao gồm phân tích làm giàu bộ gen, hiển thị, quản lý và phân tích 

thống kê dữ liệu chú thích. Ứng dụng này giúp cung cấp InterPro, mã enzyme, các 

con đường sinh tổng hợp KEGG, mô hình hóa dựa trên GO (direct acyclic graphs - 

DAGs) và GOSlim [80] 

- Phân tích cụm gen mã hóa 

  Hệ gen xạ khuẩn VNUA116 được phân tích các cụm gen sinh tổng hợp 

bằng công cụ AntiSMASH 7.1.0 (Antibiotics & Secondary Metabolite Analysis 

Shell) (https://antismash.secondarymetabolites.org./#!/start). AntiSMASH là công 

cụ được sử dụng phổ biến nhất sử dụng dữ liệu đầu vào trên GenBank để xác định 

và phân tích các cụm gen sinh tổng hợp (smBGC) trong hệ gen của vi khuẩn, xạ 

khuẩn và nấm, do đó tạo điều kiện khai thác bộ gen nhanh chóng của nhiều loại vi 

khuẩn, xạ khuẩn và nấm. AntiSMASH kết hợp thuật toán dự đoán cụm gen 

CLUSEAN (CLUSter SEquence ANalyzer), chú thích gen (thông qua BLAST), xác 

định miền protein (thông qua HMMER so với Pfam) và dựa trên các vùng bảo thủ 

của các enzyme NRPS/PKS, cũng như dự đoán tính đặc hiệu của cơ chất đối với các 

miền NRPS 'A' (thông qua NRPSpredictor). AntiSMASH dùng trình tự protein 

tham chiếu để phân tích lần lượt các khung đọc mở dựa theo công cụ BLASTp (giá 

trị e-off-off = 1e-5). Các trình tự axit amin được gióng với thông số mặc định. Các 

gen đã dự đoán được chú thích với kết quả mô tả chất lượng tốt nhất (với tỷ lệ % 

chiều dài gióng cao nhất và độ tương đồng cao nhất). Tất cả các gen đã chú giải sau 

đó được phân loại dựa trên các lớp COG của chúng. 

- Tìm kiếm con đường liên quan đến sinh tổng hợp các hợp chất kháng nấm 

Dựa trên cơ sở dữ liệu Kegg pathway về các con đường sinh tổng hợp các 

hoạt chất kháng nấm như Siderophore trên cơ sở dữ liệu: Biosynthesis of 

siderophore group nonribosomal peptides-Reference pathway 

(https://www.kegg.jp/entry/map01053) . Tiến hành lấy các trình tự mã hoá cho các 

https://antismash.secondarymetabolites.org./#!/start
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enzyme trong con đường được cung cấp bởi cơ sở dữ liệu Kegg pathway, so sánh 

trình tự các gen có trong hệ genome của chủng VNUA16 với các trình tự mã hóa 

các enzyme tìm kiếm được.  

2.2.9.  Nghiên cứu các điều kiện lên men nhằm tăng khả năng kháng nấm Foc 

TR4 của chủng xạ khuẩn tuyển chọn 

2.2.9.1  Lựa chọn môi trường lên men thích hợp 

Chủng xạ khuẩn tuyển chọn được tiến hành lên men trên 15 môi trường 

(Gause I, Gause II, ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP6, Emerson, Casein, A-4 , 

YIM 61, YIM 301, YIM 308 và YIM 310) ở 30℃, tốc độ lắc 200 vòng/phút. Khả 

năng kháng nấm Foc TR4 được đánh giá từ ngày thứ 5 bằng phương pháp khuếch 

tán trên đĩa thạch cho đến khi kết thúc thí nghiệm [57]. Các thí nghiệm được lặp lại 

3 lần với mỗi công thức. Chọn môi trường thích hợp cho khả năng kháng nấm cao 

nhất.  

2.2.9.2  Ảnh hưởng của nguồn carbon và nồng độ carbon 

Chủng xạ khuẩn tuyển chọn được nuôi cấy trên môi trường đã chọn từ thí 

nghiệm trước với các nguồn carbon được thay thế là CB1 [(tinh bột tan 24 g/l): D-

glucose (1 g/l)], D-glucose, D-mannitol, D-Sorbitol, D-xylose và xellulose, các 

thành phần khác trong môi trường không thay đổi. Lên men ở 30℃, tốc độ lắc 200 

vòng/phút. Khả năng kháng nấm Foc TR4 được đánh giá bằng phương pháp khuếch 

tán trên đĩa thạch cho đến khi kết thúc thí nghiệm [57]. Mỗi công thức thí nghiệm 

được lặp lại 3 lần. Lựa chọn nguồn cacbon cho vòng kháng nấm cao nhất. 

Tiến hành thay đổi hàm lượng carbon trong môi trường, các thành phần khác 

không thay đổi. Mỗi công thức thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Lựa chọn hàm lượng 

carbon cho vòng kháng nấm cao nhất. 

2.2.9.3  Ảnh hưởng của nguồn nitơ  

Chủng xạ khuẩn tuyển chọn được nuôi cấy trên môi trường có nguồn carbon 

và hàm lượng carbon đã được lựa chọn từ thí nghiệm trước với các nguồn nitơ được 

thay thế là N1 [(cao thịt bò (3 g/l): cao nấm men (5 g/l): pepton (3 g/l)], cao nấm 

men, cao thịt bò, bột đậu tương, pepton và KNO3
 với hàm lượng tương đương với 
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nguồn nitơ ban đầu trong môi trường cơ sở, các thành phần khác không thay đổi. 

Lên men ở 30℃, tốc độ lắc 200 vòng/phút. Khả năng kháng nấm Foc TR4 được 

đánh giá bằng phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch cho đến khi kết thúc thí 

nghiệm [57]. Mỗi công thức thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Lựa chọn nguồn nitơ cho 

cho vòng kháng nấm cao nhất. 

2.2.9.4  Ảnh hưởng của pH và nhiệt độ 

Tiến hành thay đổi pH môi trường từ 5, 6, 7, 8, 9 đến 10 ở 30℃, tốc độ lắc 

200 vòng/phút và nhiệt độ nuôi cấy 25, 30 và 35°C, tốc độ lắc 200 vòng/phút. Khả 

năng kháng nấm Foc TR4 được đánh giá bằng phương pháp khuếch tán trên đĩa 

thạch cho đến khi kết thúc thí nghiệm [57]. Mỗi công thức thí nghiệm được lặp lại 3 

lần. Lựa chọn được pH và nhiệt độ cho vòng kháng nấm cao nhất. 

2.2.10.  Phương pháp xác định khả năng đối kháng nấm gây bệnh thực vật của xạ 

khuẩn. 

2.2.10.1  Phương pháp đồng nuôi cấy chấm 1 điểm [57] 

 Lấy một vòng que cấy chủng xạ khuẩn nghiên cứu cấy chấm điểm hoặc đặt 

miếng thạch (kích thước 5 mm) chứa xạ khuẩn lên đĩa petri chứa môi trường PDA, 

cách mép đĩa 20 mm. Sau đó, lấy một vòng que cấy chứa nấm kiểm định hoặc 

miếng thạch đã được cấy nấm bệnh (đường kính 5mm) cấy ở vị trí đối diện, song 

song với chủng xạ khuẩn nghiên cứu, cách mép đĩa 20 mm. Đĩa đối chứng, thực 

hiện cấy một lượng nấm kiểm định tương tự vào giữa trung tâm đĩa petri có chứa 

môi trường PDA (Dhanasekaran & cs, 2012) [57]. Các đĩa thí nghiệm và đối chứng 

được nuôi trong tủ ấm ở nhiệt độ 30℃ trong 7 ngày. Đo bán kính tản nấm hình 

thành. Hiệu lực ức chế (Percent inhibition of radical growth) (PIRG) được xác định 

theo công thức: 

PIRG (%) =
R1 − R2

R1
× 100% 

Trong đó: R1 - bán kính tản nấm trên đĩa đối chứng  

         R2 - bán kính tản nấm ở phần tiếp giáp với xạ khuẩn trên đĩa thí nghiệm. 
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2.2.10.2  Phương pháp đồng nuôi cấy cấy chấm 4 điểm [57] 

Đặt khối thạch đã được cấy nấm bệnh (đường kính 5mm) ở trung tâm đĩa 

chứa môi trường PDA. Chủng xạ khuẩn tuyển chọn được cấy ở 4 góc đối xứng bao 

quanh khối thạch chứa nấm bệnh cách tâm đĩa 3 cm. Mẫu đối chứng là đĩa chỉ đặt 

khối thạch đã cấy nấm, không cấy xạ khuẩn. Các đĩa petri thí nghiệm được nuôi cấy 

ở 30oC trong 7 ngày. Đo đường kính vùng ức chế sinh trưởng hình thành. 

Tỉ lệ phần trăm ức chế sự phát triển của sợi nấm (Growth Inhibition) (GI) theo 

công thức sau: 

GI (%) =
D − D1

D
× 100% 

Trong đó: D - đường kính của tản nấm trong đĩa đối chứng  

    D1 - đường kính của tản nấm trong đĩa thí nghiệm  

2.2.10.3  Phương pháp khuếch tán đĩa thạch [57] 

Chủng xạ khuẩn được nuôi cấy trên môi trường Gause I lỏng với các điều 

kiện: tốc độ lắc 200 vòng/phút, ở 30℃ trong 7 ngày. Cấy nấm bệnh kiểm định trên 

môi trường PDA, dùng dụng cụ đục đĩa thạch để tạo ra các giếng trên đĩa, dùng 

pipet nhỏ 100 µl dịch nuôi cấy xạ khuẩn đã ly tâm lắng cặn vào các giếng đã đục 

trên đĩa thạch đã được cấy trải 100 µl dịch bào tử nấm Foc TR4 (106 bào tử/ml). 

Các đĩa petri sau khi bổ sung dịch xạ khuẩn được nuôi ở 30°C trong thời gian 5-7 

ngày và đo vòng kháng nấm hình thành xung quanh giếng thạch [57].  

Hoạt tính ức chế nấm được tính theo công thức sau:  

ĐK = D-d; 

Trong đó: D - đường kính vòng kháng nấm (mm)  

    d - đường kính lỗ thạch (mm)  

2.2.11.  Xác định nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ diệt nấm tối thiểu 

(MFC) [166]. 

Cao chiết xạ khuẩn được pha loãng bằng DMSO 10% (v/v) ở các dải nồng độ 

từ 1; 6,25; 12,5; 25, 50, 100, 200, 400 và 600 μg/mL. Huyền phù nấm kiểm định 

được điều chỉnh về mật độ tương đương 105 CFU/mL (xác định lại mật độ bằng 

cách pha loãng huyền phù và trải đĩa đếm khuẩn lạc sống). Sử dụng phương pháp 
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đĩa 96 giếng, mỗi giếng thí nghiệm gồm: 80 µl môi trường PDB, 100 µl dịch huyền 

phù nấm và 20 µl dịch cao chiết xạ khuẩn đã pha loãng. Đối chứng dương sử dụng 

kháng sinh Cycloheximide và Nystatin. Đối chứng âm sử dụng DMSO 10%. Các 

giếng sẽ được ủ ở điều kiện 28 oC trong 4 ngày. Nồng độ ức chế tối thiểu MIC là 

nồng độ thấp nhất trong dãy thí nghiệm ức chế sự phát triển của nấm.  

Từ thí nghiệm trên đĩa 96 giếng có nồng độ ức chế tối thiểu MIC được xác 

định, tiến hành nhỏ 10 µl dịch thử nghiệm lên đĩa có chứa môi trường PDA. Sau 

48h nuôi cấy ở 28 oC xác định sự sống sót của nấm. Nồng độ MFC được xác định 

tại nồng độ mà không có khuẩn lạc nấm nào xuất hiện trên đĩa thí nghiệm. Đây 

chính là nồng độ diệt nấm tối thiểu MFC trong dãy nồng độ của cao chiết xạ khuẩn 

có thể tiêu diệt hoàn toàn nấm trong giếng hoặc trên 99.9%. Mỗi thí nghiệm được 

tiến hành 3 lần. 

2.2.12.  Ảnh hưởng của cao chiết xạ khuẩn lên sinh trưởng hệ sợi. 

- Sự phát triển và hình thái hệ sợi nấm tiến hành theo mô tả của Yun và cs 

(2021) [215] có cải tiến như sau: Đặt một que thủy tinh đã gập lại lên một tờ giấy 

lọc thấm nước để dưới đáy một đĩa Petri. Cắt một mẩu agar có diện tích khoảng 1 

cm2 đặt lên một lam kính đã tiệt trùng rồi đặt lam kính này lên trên que thủy tinh. 

Cấy nấm vào bốn cạnh của miếng agar rồi đặt lamen lên trên, ủ 28oC trong 2 ngày 

trong bóng tối. Quan sát hình thái nấm trên lam kính và lamem bằng kính hiển vi. 

Tiếp đó, nhỏ 30 µl cao chiết chủng xạ khuẩn lên trên lam kính và mẩu thạch (vị trí 

sợi nấm đang phát triển). Sau 2 ngày tách miếng thạch ra khỏi lamen và lam kính, 

đặt lamen lên một lam kính mới và ngược lại tạo thành 2 mẫu để quan sát. Mẫu đối 

chứng được thực hiện tương tự và thay dịch nuôi xạ bằng nước cất vô trùng. Các 

mẫu sợi nấm được quan sát bằng kính hiểm vi quang học (Axio Scope A1, Carl 

ZEISS, Đức). Phương pháp này có thể quan sát được cấu trúc nguyên vẹn của hệ 

sợi nấm khi đang phát triển. 

- Tác động ức chế của dịch chiết xạ khuẩn lên sự phát triển hệ sợi nấm gây 

bệnh héo Fusarium được tiến hành bằng phương pháp khuếch tán đĩa thạch trên 

môi trường PDA theo Dhanasekaran và cs 2012 [57] có cải tiến. Trong đó, mỗi đĩa 
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có 4 giếng thạch được đặt ở 4 góc đối xứng đĩa, nhỏ 50 µl dịch chiết của xạ khuẩn 

vào mỗi giếng thạch, đặt khối thạch chứa nấm bệnh cách tâm đĩa 3 cm. Mẫu đối 

chứng là đĩa chỉ đặt khối thạch đã cấy nấm, không nhỏ dịch chiết xạ khuẩn. Các đĩa 

petri thí nghiệm được nuôi cấy ở 30oC trong 7 ngày. Đo đường kính vùng ức chế 

sinh trưởng hình thành. 

Tỉ lệ phần trăm ức chế sự phát triển của sợi nấm (GI) theo công thức sau: 

GI (%) =
D − D1

D
× 100% 

Trong đó: D - đường kính của tản nấm trong đĩa đối chứng  

    D1 - đường kính của tản nấm trong đĩa thí nghiệm  

2.2.13.  Ảnh hưởng của cao chiết xạ khuẩn lên khả năng nảy mầm bào tử. 

Ảnh hưởng của cao chiết chủng xạ khuẩn VNUA116 lên quá trình nảy mầm 

của bào tử nấm gây bệnh héo vàng tiến hành theo mô tả của Wei và cs 2020 có cải 

tiến [202]. Bào tử nấm được thu bằng cách thêm 5 ml nước vô trùng vào bề mặt các 

mẫu đã được nuôi cấy 7 ngày trên PDA và nhẹ nhàng cạo bằng que gạt. Hỗn hợp 

được lọc qua 2 lớp vải và điều chỉnh đến nồng độ 104 bào tử/ml với nước cất vô 

trùng. Sau đó, 1 ml dung dịch bào tử nấm được ly tâm và loại bỏ nước. Lấy 1 ml 

dịch chiết chủng xạ khuẩn VNUA116 ở các nồng độ khác nhau thêm vào ống chứa 

bào tử nấm theo tỷ lệ 1:1. Nhỏ 10 μl hỗn hợp (cao chiết: bào tử nấm) lên các lam 

kính và giữ trong điều kiện ẩm và nhiệt độ phòng trong 9 giờ để quan sát hình thái 

và sự nảy mầm bảo tử, và trong 24h để theo dõi ảnh hưởng của nồng độ chất chiết. 

Mẫu đối chứng, bào tử nấm Foc TR4 được trộn với nước vô trùng thay vì cao chiết 

chủng xạ khuẩn VNUA116. Sự nảy mầm của bào tử nấm được quan sát dưới kính 

hiển vi (Olympus CX33, Nhật Bản). Sử dụng lamen đặt trên mẫu đã nhỏ tương ứng 

với 100 bào tử và chỉ những ống mầm có kích thước dài hơn kích thước bào tử của 

chúng mới được tính là đã nảy mầm. Tỷ lệ nảy mầm được tính toán và so sánh giữa 

đối chứng và thí nghiệm. Thí nghiệm được tiến hành ba lần lặp lại.  

Tỉ lệ phần trăm ức chế sự nảy mầm của bào tử nấm (Percentage of Spore 

Germination Inhibition- PSGI) được tính theo công thức:  
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PSGI(%) =
Sc − St

Sc
× 100% 

Trong đó: Sc: số lượng trung bình bào tử nảy mầm trong mẫu đối chứng  

        St: số lượng trung bình bào tử nảy mầm trong mẫu thí nghiệm. 

2.2.14.  Phương pháp phân tách và xác định các hoạt chất thứ cấp  

2.2.14.1. Sơ đồ tạo cao chiết tổng dịch lên men xạ khuẩn 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.14.2. Phương pháp phân tách và tinh sạch các hợp chất thứ cấp 

Bước 1: Dịch lên men xạ khuẩn được chiết phân lớp với ethyl acetatate với tỉ lệ 

1/1, lặp lại quy trình chiết 3 lần, thu dịch ethyl acetate, cô quay loại dung môi thu 

được cao chiết tổng ethyl acetate dạng sệt.  

Bước 2: Hòa tan cao chiết tổng ethyl acetate trong methanol 95% sau đó chiết 

phân lớp với n-hexane/lần, lặp lại quy trình chiết 3 lần. Tách riêng phần dịch chiết 

n-hexane và methanol 95%, cất quay loại dung môi thu được cao hexane và cao 

methanol. 

Bước 3: Cao methanol được tẩm với hạt Diaion HP-20 được phân tách qua cột 

Diaion HP-20 với Diaion đã làm khô hoàn toàn và rửa giải bằng các dung môi: 

+ EtOAC tỉ lệ 1/1 

+ chiết phân lớp 4 lần 

Cao EtOAc tổng 

Dịch nuôi xạ khuẩn 

Dịch chiết EtOAc 

cô quay 

+ hòa tan hoàn toàn trong MeOH 95% 

+ n-hexane/lần x 3 lần, chiết phân lớp 

Cao hexane Cao methanol 
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100% nước, 50% methanol, 80% methanol và 100% aceton thu được các phân đoạn 

ký hiệu phân đoạn 1, phân đoạn 2, phân đoạn 3… 

Các phương pháp sắc ký được sử dụng để phân lập và thu nhận các hợp chất 

thứ cấp: 

- Sắc ký lớp mỏng (TLC)- dùng để khảo sát 

Sắc ký lớp mỏng (TLC) và sắc ký lớp mỏng điều chế được thực hiện trên bản 

mỏng tráng sẵn DC-Alufolien 60 F254 và RP18 F254 (Merck-Đức). Các vết chất được 

phát hiện bằng đèn tử ngoại ở hai bước sóng 254 và 366 nm, hoặc dùng thuốc thử là 

dung dịch H2SO4 10% phun đều lên bản mỏng rồi sấy ở nhiệt độ cao cho đến khi 

hiện màu. 

- Sắc ký cột (CC) 

Sắc ký cột được tiến hành với chất hấp phụ pha thường (Silicagel 240¸430 

mesh, Merck) hoặc pha đảo (ODS-60-14/63, YMC-RP18, Fujisilica-Nhật Bản). 

Chất hấp phụ được nhồi lên cột thủy tinh. Trong sắc ký cột, tỷ lệ giữa quãng đường 

đi của chất cần tách so với quãng đường đi được của dung môi được gọi là Rf, mỗi 

một chất sẽ có một giá trị Rf khác nhau. Chính nhờ sự khác nhau đó mà người ta 

tách được các chất riêng biệt ra khỏi hỗn hợp. 

- Sắc ký HPLC điều chế 

Sắc ký cột điều chế HPLC với điều kiện sắc ký: cột sắc ký điều chế YMC-Pack 

ODS-A 250x20mm, 5mm, 8nm, YMC-column 2 ODS-A 250x20mm, 5mm, 12nm; 

chương trình hệ dung môi methanol – nước (0,1% TFA) gradient từ 10-100% 

methanol trong 180 phút, tốc độ dòng 3-4 mL/min. Thu được kết quả là thời gian 

lưu của peak sắc ký của chất. 

2.2.14.3. Phương pháp xác định cấu trúc các hợp chất thứ cấp 

Xác định cấu trúc hóa học của các hợp chất sạch từ dịch nuôi cấy xạ khuẩn 

dựa trên sự phối hợp các dữ kiện thu được từ các phương pháp phổ như: Phổ cộng 

hưởng từ hạt nhân: phổ cộng hưởng từ hạt nhân một chiều (1H-NMR, 13C-NMR và 

DEPT) và hai chiều (HSQC, HMBC, COSY và NOESY) và phổ khối lượng (MS).  
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Các hợp chất thu được sau quá trình tinh chế bằng các phương pháp sắc ký sẽ 

được kiểm tra độ tinh sạch bằng cách đo phổ proton 1H-NMR. Tiếp theo, các hợp 

chất này sẽ được phân tích bằng phổ 13C-NMR và các phổ NMR hai chiều như 

HSQC, HMBC và COSY để xác định cấu trúc hóa học. Sau khi cấu trúc được xác 

định, công thức phân tử của hợp chất sẽ được xác nhận thông qua phổ khối MS. 

Dựa trên cấu trúc đã xác định, tên và tính chất mới của các hợp chất sẽ được xác 

định bằng cách so sánh với dữ liệu của các hợp chất đã biết từ các nguồn tài liệu 

hóa học như SciFinder, được cung cấp bởi Chemical Abstracts Service (CAS). Quá 

trình phân tách, xác định cấu trúc của các hợp chất thứ cấp được thực hiện tại Trung 

tâm nghiên cứu và Phát triển công nghệ cao- Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ 

Việt Nam. 

2.2.15.  Phương pháp xử lý số liệu 

- Số liệu được thu thập, xử lý sơ bộ trên phần mềm Excel phiên bản 365.  

- Vẽ biểu đồ, thống kê bằng phần mềm GraphPad Prism 9 với độ tin cậy P 

<0,05. Sự khác biệt giữa các công thức được xác định bằng cách sử dụng phân tích 

phương sai một chiều (ANOVA). Số liệu thu được từ các thí nghiệm một nhân tố, 

sau ba lần lặp lại ngẫu nhiên được biểu thị bằng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn 

(SD). 



 

77 

 

Chương 3.  KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phân lập, tuyển chọn nấm Foc TR4 gây bệnh héo vàng trên cây chuối tại 

Việt Nam 

3.1.1. Phân lập, tuyển chọn nấm Foc. 

Các mẫu chuối bị bệnh được thu thập đều có những triệu chứng bệnh 

điển hình theo mô tả của Pegg và cs, 2019 [156] như: các lá già bị héo vàng 

toàn bộ, gãy gục và rũ xuống xung quanh thân giả. Các lá phía dưới của cây có 

màu vàng nhạt ở quanh mép lá và ở gân chính của lá. Một số lá có hiện tượng 

đốm trên lá, gây ra vàng và khô lá. Mẫu thân giả, xuất hiện các vết bệnh màu 

nâu và màu đen làm cho thân giả có màu vàng, nứt dọc thân giả được quan sát 

thấy ở gần gốc cây, cách mặt đất 10cm, hoặc các thân giả có hiện tượng bị thối 

nhũn và có mùi. Mẫu rễ bị đứt và có các vết bệnh màu đen. Mẫu thân củ xuất 

hiện màu đỏ nâu ở mạch dẫn của thân củ.  

 

(A) (B) (C) 

Hình 3.1. Các vị trí lấy mẫu trên cây chuối bị bệnh héo vàng 

(A) Cây chuối bị bệnh héo vàng; (B) Thân giả bị bệnh; (C) Thân rễ bị bệnh. 

 

Từ 160 mẫu chuối bị bệnh thu thập từ các giống chuối tiêu (AAA) và chuối 

tây (ABB) tại 7 tỉnh, đã tiến hành phân lập được 50 chủng nấm có đặc điểm hình 

thái tương tự loài Fusarium oxysporum theo mô tả của Thangavelu và cs năm 2019 

[189]. Trong đó, từ các mẫu chuối bị bệnh thu tại Vĩnh Phúc đã phân lập được 9 
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chủng nấm gây bệnh, tại Hà nội phân lập được 9 chủng, tại Hưng Yên phân lập 

được 13 chủng, tại Hải Dương phân lập được 1 chủng, tại Thái Bình phân lập được 

11 chủng, tại Hải Phòng phân lập được 2 chủng và tại Hà Tĩnh phân lập được 5 

chủng. Kết quả số lượng các chủng nấm bệnh phân lập được thể hiện tại Bảng 3.1. 

Bảng 3.1. Số lượng các chủng nấm Foc phân lập được tại một số tỉnh của Việt 

Nam 

Địa điểm 

lấy mẫu 
Loại mẫu 

Số 

lượng 

mẫu 

Biểu hiện bệnh 

Số 

chủng 

nấm 

phân 

lập 

được 

Ký hiệu chủng 

Vĩnh Phúc 

Thân giả 5 

Mặt cắt ngang của thân 

giả có các mô mạch dẫn 

bị hoại tử 10 

VP1, VP1(1), 

VP1(2), VP1(3), 

VP1(5), VP8(2), 

VP2(6), VP3(1), 

VP3(2) 
Rễ 1 

Lớp ngoài của rễ chuyển 

sang màu đen 

Hà Nội 

Lá 3 Màu vàng 

9 

ML01, ML02, 

ML02.2, 

ML04.1, 

ML04.2, 

ML04.3, ML05, 

ML06, ML08 

Thân giả 3 

Mặt cắt ngang của thân 

giả có các mô mạch dẫn 

bị hoại tử 

Thân rễ 2 

Mặt cắt ngang của thân rễ 

có mô bị thối và có mùi 

hôi  

Rễ 1 
Lớp ngoài của rễ chuyển 

sang màu đen 

Hưng Yên 

Lá 8 Màu vàng 

13 

VG2C, MS1T1, 

MS1T2, BM1C, 

AT5.2, AT6, 

PC8, PC9, 

VG1C, VG1T1, 

BM2C, YM3, 

YM6  

Thân giả 25 

Mặt cắt ngang của thân 

giả có các mạch dẫn 

chuyển sang màu nâu. 

Thân rễ 17 

Mặt cắt ngang của thân rễ 

có các mạch dẫn chuyển 

sang màu nâu 

Hải Dương Lá 10 Màu vàng có đốm đen 1 NF01 

Thái Bình 

Lá 14 Màu vàng 

11 

QG1(R), G4(T), 

QH2(R), G4(R), 

QG5(T), 

QG5(R), 
Thân giả 14 

Mặt cắt ngang của thân 

giả có các mạch dẫn 

chuyển sang màu nâu đỏ. 
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Địa điểm 

lấy mẫu 
Loại mẫu 

Số 

lượng 

mẫu 

Biểu hiện bệnh 

Số 

chủng 

nấm 

phân 

lập 

được 

Ký hiệu chủng 

Thân rễ 4 

Mặt cắt ngang của thân rễ 

có các mạch dẫn chuyển 

sang màu nâu hoặc nâu 

sẫm, có mùi hôi. 

QG1(RL2), 

HH1(T), H1(R), 

HH1(R), HH5(T) 

Hải Phòng 

Lá 11 Màu vàng 

2 BV03, BV06  

Thân giả 11 

Mặt cắt ngang của thân 

giả có các mạch dẫn 

chuyển sang màu nâu 

sẫm. 

Thân rễ 11 

Mặt cắt ngang của thân rễ 

có các mạch dẫn chuyển 

sang màu nâu hoặc nâu 

sẫm, có mùi hôi. 

Hà Tĩnh 

Lá 7 Lá bị héo vàng 

5 

HT39, HT10, 

L05n, R05, 

VCM1520  

Thân giả 11 
Thân giả nứt, thối nhũn, 

màu nâu đỏ 

Thân rễ 3 
Mạch dẫn thân củ có màu 

nâu đỏ 

Tổng số 160  50  

 

3.1.2. Tái lây nhiễm các chủng nấm gây bệnh trong phòng thí nghiệm 

Để khẳng định các chủng nấm phân lập được là nhóm nấm gây bệnh héo 

vàng, tiến hành lây nhiễm các chủng nấm gây bệnh trên chuối tiêu hồng nuôi cấy 

mô (cao 7–10 cm với 3–5 lá thật) trong điều kiện phòng thí nghiệm theo quy tắc 

Kock. 

Kết quả cho thấy: Sau 30 ngày đầu của thí nghiệm, các cây của mỗi thí 

nghiệm (3 cây/1 chủng nấm bệnh) của 50 chủng nấm phân lập được đều có biểu 
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hiện các triệu chứng điển hình của bệnh héo vàng nhưng ở các mức độ khác nhau 

như: lá bị vàng chóp lá, có các vết bệnh màu nâu trên thân giả. Quan sát những ngày 

tiếp theo, lá tiếp tục bị vàng từ ngọn tới cuống lá, héo rũ xuống rồi khô lại. Khoảng 

thời gian đầu từ lúc bắt đầu tái lây nhiễm tới ngày thứ 30, cây vẫn tăng chiều cao, ra 

lá mới… tuy nhiên, mức độ sinh trưởng chậm hơn rất nhiều so với cây đối chứng. 

Triệu chứng bệnh ngày càng rõ rệt và nặng hơn, cây không còn ra lá mới hoặc nếu 

có ra lá mới thì lá non cũng sẽ bị vàng và héo. Điều này có thể khẳng định rằng: 

nấm gây bệnh xâm nhiễm vào bộ rễ thông qua hệ thống mạch xylem để hình thành 

vết bệnh sau đó mầm bệnh sẽ xâm nhiễm đến các tế bào bên ngoài, do đó, sẽ cản trở 

quá trình hút nước của cây và ảnh hưởng đến quá trình trao đổi chất dinh dưỡng dẫn 

đến cây bị còi cọc, héo và lá bị vàng [25]. Một số công bố cũng cho thấy, nấm gây 

bệnh có thể xâm nhập trực tiếp vào rễ hoặc thông qua các vết tổn thương trên rễ, các 

vị trí xâm nhập thường là đầu rễ cái hoặc vùng kéo dài giữa các tế bào trong củ 

chuối để phát triển bệnh [128]. Mẫu tái lây nhiễm chủng VCM 1520 và TG1t biểu 

hiện triệu chứng sớm nhất (sau 15 ngày tái lây nhiễm). Các chủng HT39, TG1t, 

VP1(2) xuất hiện cây chết sau 60 ngày tái lây nhiễm. Mẫu VCM 1520, VP2(6) xuất 

hiện vết bệnh màu nâu đỏ ở thân củ và thân giả, cây chết sau 50 và 60 ngày tái lây 

nhiễm tương ứng với từng chủng. Các cây đối chứng phát triển bình thường, không 

xuất hiện các triệu chứng bệnh. Sau 90 ngày tái lây nhiễm, nhóm 34 chủng nấm 

phân lập được (VP1(1), VP1(3), ML01, ML04.3, ML06, ML08, BV03, MS1T2, 

VG1T1, VP1(5), VP8(2), ML02, ML02.2, ML04.1, ML04.2, ML05, NF01, BV06, 

QG1(R), VP1(2), VP2(6), VP3(1), VP3(2), HH1(R), HH5(T), QG4(T), QH2(R), 

QG5(T), QG4(R), QG5(R), HT10, L05n, VCM1520, VP2(6) có tất cả các lá đều có 

biểu hiện điển hình của bệnh héo vàng như: bề mặt lá bị vàng không đều, phần giữa 

vết thương chuyển sang màu nâu đen và lan rộng, kèm theo những đốm nhỏ màu 

nâu đen xung quanh, xuất hiện một số cây chết. Ngược lại, nhóm 16 chủng nấm còn 

lại (VP1, VG2C, MS1T1, BM1C, AT5., AT6, PC8, PC9, VG1C, BM2C, YM3, 

YM6, QG1(RL2), HH1(T), HH5(R), R05 không có biểu hiện héo rũ triệu chứng, lá 

vẫn xanh và cây con phát triển bình thường. 
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Hình 3.2. Tái lây nhiễm các chủng nấm điển hình gây bệnh héo vàng trên cây 

chuối 

Căn cứ vào mức độ biểu hiện bệnh trong thí nghiệm tái lây nhiễm, các chủng 

nấm gây bệnh được chia thành 5 nhóm như Bảng 3.2. 

Bảng 3.2. Mức độ biểu hiện bệnh của các chủng nấm phân lập sau 90 ngày thí 

nghiệm 

Phân nhóm Tên chủng 
Mức độ 

biểu hiện 
Mô tả 

Nhóm 1 

VP1, VG2C, MS1T1, 

BM1C, AT5.2, AT6, 

PC8, PC9, VG1C, 

BM2C, YM3, YM6, 

QG1(RL2), HH1(T), 

R05 

1 
- Không biểu hiện triệu 

chứng gây bệnh  

Nhóm 2 

VP1(1), VP1(3), ML01, 

ML04.3, ML06, ML08, 

VG1T1, QG5(R),  

2 

- Gây bệnh yếu 

- Lá vàng chủ yếu phía 

dưới 

Nhóm 3 

VP8(2), ML02, ML04.1, 

ML04.2, ML05, NF01, 

HT10, L05n  

3 

- Có gây bệnh 

- Tất cả các lá vàng phía 

dưới và 1 số lá non bị 

đổi màu. 
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Phân nhóm Tên chủng 
Mức độ 

biểu hiện 
Mô tả 

Nhóm 4 

VP3(1), VP3(2), 

HH1(R), HH5(T), 

QG5(T), QG4(R), TG1t 

4 

- Gây bệnh mạnh 

- Tất cả các cây nhiễm 

bệnh biểu hiện triệu 

chứng lá vàng đậm. 

Nhóm 5 

QG4(T), QH2(R), 

VCM1520, HT39, 

VP1(2), VP2(6), 

VP1(5), ML02.2, 

QG1(R), BV06, BV03, 

MS1T2 

5 

- Gây bệnh nghiêm 

trọng. 

- Các cây chết: 

+ Sau 50 ngày lây 

nhiễm: VCM 1520 

+ Sau 60 ngày lây 

nhiễm: VP2(6), VP1(2), 

HT39. 

+ Sau 90 ngày lây 

nhiễm: QH2(R), 

QG4(R), VP1(5), 

ML02.2, QG1(R), 

BV06, BV03. 

Kết quả Bảng 3.2 cho thấy rằng các chủng nấm gây bệnh phân lập từ các tỉnh 

khác nhau thể hiện mức độ gây bệnh khác nhau. Các chủng QG4(T), QH2(R), 

VCM1520, HT39, VP1(2), VP2(6), VP1(5), ML02.2, QG1(R), BV06, BV03, 

MS1T2 có khả năng nhiễm và biểu hiện bệnh héo vàng ở mức độ nghiêm trọng nhất 

và là các chủng đại diện cho 7 tỉnh đã được lấy mẫu. Kết quả tái lây nhiễm tương tự 

như các công bố của Zheng và cs năm 2018; Andrew Chen và cs năm 2019 cho thấy 

rằng các mẫu chuối tái lây nhiễm bởi dịch nuôi cấy các chủng nấm gây bệnh có các 

biểu hiện triệu chứng bệnh rất giống với triệu chứng bệnh do nấm Foc TR4 gây ra 

[219],[46].  

Dựa trên mức độ biểu hiện bệnh, tính đại diện của từng chủng tương ứng với 

từng vị trí lấy mẫu chuối bị bệnh, lựa chọn các chủng QG4(T), QH2(R), VCM1520, 

HT39, VP1(2), VP2(6), VP1(5), ML02.2, QG1(R), BV06, BV03, MS1T2 để đánh 

giá thêm khả năng gây bệnh trên lá chuối. 
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Hình 3.3. Tái lây nhiễm các chủng nấm điển hình gây bệnh héo vàng trên lá 

chuối 

Kết quả Hình 3.3 cho thấy sau 5 ngày tái lây nhiễm 12 chủng nấm lựa chọn, 

tất cả lá ở các thí nghiệm đều xuất hiện các triệu chứng điển hình như: (1) vết bệnh 

vàng không đều, (2) tâm vết bệnh có màu nâu đen và có xu hướng lan rộng, (3) 

xung quanh xuất hiện các đốm nhỏ màu nâu đen. Mẫu lá đối chứng không có biểu 

hiện bệnh, lá vẫn xanh. Kết quả này cũng tương tự với một số nghiên cứu đã được 

công bố ở Thái Lan [192], Indonesia [87], Đài Loan và Malaysia [158] đã tìm thấy 

và mô tả loài nấm gây bệnh này là Foc gây bệnh héo vàng trên cây chuối. Các mẫu 

cây, lá nhiễm bệnh sau khi tái lây nhiễm được tái phân lập để thu nhận các tác nhân 

gây bệnh từ các bộ phận bị bệnh mới, xác định thông qua hình thái thu được nguồn 

nấm Fusarium oxysporum ban đầu với tỷ lệ đạt 100%. 

3.1.3. Định danh các chủng nấm gây bệnh héo vàng trên cây chuối. 

 Vì một số chủng nấm phân lập được từ cùng một tỉnh giống hệt nhau nên 

chúng tôi đã chọn 12 chủng đại diện của các tỉnh khác nhau, bao gồm QG4(T), 

QH2(R), VCM1520, HT39, VP1(2), VP2(6), VP1(5), ML02.2, QG1(R), BV06, 

BV03, MS1T2 để tiến hành định danh và xây dựng cây phát sinh loài.  

Tiến hành định danh 12 chủng nấm gây bệnh lựa chọn dựa trên các đặc điểm 

hình thái (hệ sợi, bào tử và cấu trúc sinh bào tử) và trình tự gen vùng ITS của 

rDNA. Trình tự DNA của vùng sao chép nội bộ ITS của rDNA ở các loài nấm vừa 

có trình tự bảo thủ vừa có các trình tự thay đổi nên vùng ITS đã được nghiên cứu 

cho mục đích phân loại nhiều loài nấm. Ngoài ra, so với các gen 18S rRNA và 28S 
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rRNA của rDNA, vùng ITS (gồm ITS1; 5,8S rRNA; ITS2) ở nấm có mức độ biến 

đổi cao hơn giữa các loài gần gũi [54]. 

Các đoạn 18S rDNA của 12 chủng nấm gây bệnh đã được khuếch đại phản 

ứng PCR với các đoạn mồi ITS1/ITS4; 12 chủng nấm này đều biểu hiện một băng 

trong khoảng 500–550bp, tương ứng với băng mục tiêu. 

Sản phẩm PCR được sử dụng để giải trình tự và so sánh với Genbank bằng 

BLAST để phân tích nucleotide. Cây phát sinh chủng loại của những chủng phân 

lập này đã được xây dựng. Kết quả Hình 3.4 cho thấy 12 chủng này có quan hệ gần 

gũi và trong cùng một nhánh với các chủng F. oxysporum. Kết quả khuếch đại vùng 

ITS với cặp mồi đa năng cho nấm là ITS1/ITS4 chỉ ra 1 băng DNA duy nhất, có 

kích thước khoảng hơn 500 bp. Sản phẩm PCR vùng ITS được tinh sạch bằng kit 

tinh sạch của hãng Promega và được giải trình tự bởi Công ty 1st BASE 

(Singapore). Trình tự ITS được phân tích, so sánh với dữ liệu trong ngân hàng gen 

GenBank và phân tích mối quan hệ loài với phần mềm Mega 11 phiên bản 11.0.13. 

Cây phát sinh chủng loại được xây dựng dựa trên phương pháp Maximum 

Likelihood Tree để thiết lập tập hợp các bootstrap có độ tin cậy với 1.000 lần lặp lại 

và các thiết lập khác được giữ ở mặc định. 
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Hình 3.4. Cây phát sinh chủng loại của các chủng nấm gây bệnh héo vàng đại 

diện. 
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 Cặp mồi Foc-1/Foc-2 được sử dụng để phát hiện nhanh chóng và chính xác 

các chủng nấm Foc (bao gồm cả nấm Foc TR4) thông quan việc khuếch đại một 

đoạn gen đặc trưng [58]. Tuy nhiên, trong nghiên cứu này, điều đáng chú ý đã xảy 

ra khi sử dụng cặp mồi Foc-1/Foc-2, cả 12 chủng nấm được lựa chọn để định danh 

đều không tạo ra băng khuếch đại nhìn thấy được. Sự không đồng nhất này có thể là 

một giới hạn mới được phát hiện của cặp mồi Foc-1/Foc-2.  

 Để xác định chính xác hơn các chủng nấm được tiến hành chạy phản ứng 

PCR sử dụng các mồi đặc trưng FocTR4-F/FocTR4-R. Đây là phương pháp đáng 

tin cậy và cụ thể để phát hiện Foc TR4 đã được Tổ chức quốc tế về sức khỏe Nông 

nghiệp Khu vực (OIRSA) và Tổ chức Nông Lương Liên Hợp Quốc (FAO) khuyến 

khích sử dụng. Kết quả cho thấy, cả 12 chủng nấm được lựa chọn có vùng ITS được 

khuếch đại với cặp mồi đặc hiệu FocTR4-F/FocTR4-R chỉ ra 1 băng DNA duy 

nhất, có kích thước xấp xỉ 460 bp. Kết quả phân tích cho thấy rằng 12 chủng nấm 

tuyển chọn đều là Foc TR4. 

 

Hình 3.5. Hình ảnh PCR nhân gen bằng cặp mồi Foc TR4-F/Foc TR4-R  

1-BV03, 2-VP1(5), 3-QG1(R), 4-VP2(6), 5-Ml02.2, 6-QH2(R), 7-VP1(2), 8-

QG4(T), 9-MS1T2, 10-BV06, 11- HT39 và 12-VCM1520, pos: Foc TR4 đối chứng dương, 

neg: Foc race 1 đối chứng âm. 
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Bảng 3.3. Định danh các chủng nấm phân lập bằng các cặp mồi đặc trưng  

Foc TR4-F/Foc TR4-R  

TT Tên chủng 
Vị trí lấy 

mẫu 

Cặp mồi 

Foc-1/Foc-2 

Cặp mồi 

FocTR4-F / 

FocTR4-R 

Race 

1 VP1(2) Vĩnh Phúc – + TR4 

2 VP1(5) Vĩnh Phúc – + TR4 

3 VP2(6) Vĩnh Phúc – + TR4 

4 ML02.2 Hà Nội – + TR4 

5 MS1T2 Hưng Yên – + TR4 

6 BV03 Hải Phòng – + TR4 

7 BV06 Hải Phòng – + TR4 

8 QG1(R) Thái Bình – + TR4 

9 QG4(T) Thái Bình – + TR4 

10 QH2(R) Thái Bình – + TR4 

11 VCM1520 Hà Tĩnh - + TR4 

12 HT39 Hà Tĩnh - + TR4 

 

Các kết quả của một số nghiên cứu trước đây về sự xuất hiện của chủng Foc 

TR4 tại một số vùng trồng chuối ở đồng bằng sông Hồng như tỉnh Nam Định [116], 

Vĩnh Phúc [50], [116], Hải Phòng [50], Hưng Yên, Hà Nội [8], Lào Cai, Yên Bái, 

Phú Thọ, Lai Châu [219]. Kết quả này cũng cho thấy nấm Foc TR4 đã lần đầu tiên 

được công bố xuất hiện tại Thái Bình. Điều này có thể khẳng định chủng nấm Foc 

TR4 đã lây lan nhanh chóng ra hầu hết các vùng trồng chuối ở vùng đồng bằng sông 

Hồng của Việt Nam. 

Chủng nấm VCM1520 đã được xác định là Fusarium oxysporum  f. sp.  

cubense race 4 (Foc TR4), có các đặc điểm sinh học đặc trưng như: khả năng gây 

bệnh héo vàng trên cả thân, lá chỉ sau 15 ngày với độc lực mạnh, gây chết cây con 

sau 50 ngày lây nhiễm, khả năng sinh trưởng mạnh trên nhiều loại môi trường, dải 

nhiệt độ và pH sinh trưởng rộng (phụ lục 4) chúng tôi đã lựa chọn chủng nấm 

VCM1520 làm chủng kiểm định để tiến hành các thí nghiệm tiếp theo. 
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3.2. Sàng lọc và tuyển chọn chủng xạ khuẩn có khả năng đối kháng nấm gây 

bệnh héo vàng trên cây chuối 

3.2.1. Tuyển chọn xạ khuẩn có khả năng đối kháng nấm gây bệnh héo vàng trên 

chuối. 

Để tuyển chọn được chủng xạ khuẩn có khả năng kháng nấm Foc TR4, 

nghiên cứu đã sử dụng chủng nấm Foc TR4 kí hiệu là VCM1520 làm chủng kiểm 

định. Bộ sưu tập 45 chủng xạ khuẩn được phân lập từ các vùng đất trồng chuối đang 

được lưu giữ, bảo quản tại Bộ môn Công nghệ vi Sinh, Khoa Công nghệ Sinh học- 

Học viện Nông nghiệp Việt Nam đã được sử dụng để tuyển chọn được chủng xạ 

khuẩn có hoạt tính đối kháng nấm Foc TR4 VCM1520 mạnh nhất. 

Trong nghiên cứu này, 45 chủng xạ khuẩn được phân lập từ các mẫu đất lấy 

từ các vùng trồng chuối bị nhiễm bệnh héo vàng được tiến hành đánh giá khả năng 

đối kháng với nấm Foc TR4 VCM1520. Dựa trên kết quả sàng lọc hoạt tính đối 

kháng nấm Foc TR4 VCM1520, hầu hết các chủng xạ khuẩn trong bộ sưu tập 

không thể hiện hoạt tính kháng nấm (84,44%) và 15,56% các chủng thể hiện hoạt 

tính đối kháng nấm Foc TR4 (Hình 3.6).  

 

Hình 3.6. Đánh giá hoạt tính kháng nấm của bộ sưu tập xạ khuẩn 

Xạ khuẩn Streptomyces đã được công nhận là có khả năng đối kháng chống 

lại nhiều nấm gây bệnh cây trồng trong đó có nấm Fusarium. Rất nhiều công bố đã 

chứng minh xạ khuẩn có hoạt tính kháng Foc TR4. Li và cs năm 2012 đã công bố 

xạ khuẩn Streptomyces bikiniensis HD-087 có khả năng ức chế Fusarium 

oxysporum đạt 69,2% và tăng cường sức đề kháng của cây dưa leo [122], Qi và cs 
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năm 2019 cũng công bố chủng Streptomyces sp. SCA3-4, được phân lập từ đất vùng 

rễ của cây xương rồng Opuntia stricta có khả năng kháng nấm phổ rộng trong đó có 

Fusarium oxysporum [166]. 

Dựa trên kết quả đánh giá khả năng đối kháng nấm Foc TR4, 3 chủng xạ 

khuẩn VNUA116, VNUA27 và VNUA30 thể hiện khả năng kháng nấm cao nhất 

lần lượt đạt 65%, 54,78% và 52,85% (Hình 3.7). Kết quả này vượt trội hơn hẳn so 

với công bố trước đây của Cao và cs năm 2005 chứng minh rằng chủng xạ khuẩn 

Streptomyces griseorubiginosus có khả năng kháng nấm Foc đạt 37,05% và tương 

đương với công bố của Qi và cs năm 2021 đã chứng minh chủng xạ khuẩn SCA 2-4 

có hoạt tính kháng Foc đạt 53,17%{Cao, 2005 #386}, {Qi, 2021 #229}. Vì vậy, 3 

chủng xạ khuẩn VNUA116, VNUA27 và VNUA30 có khả năng kháng nấm Foc 

TR4 VCM1520 cao nhất trong 7 chủng có hoạt tính kháng nấm trong 45 chủng của 

bộ sưu tập được lựa chọn để tiến hành các nghiên cứu tiếp theo. 

 

Hình 3.7. Khả năng kháng nấm Foc TR4 VCM1520 của 03 chủng xạ khuẩn 

tuyển chọn 
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3.2.2. Nghiên cứu đặc điểm sinh học của các chủng xạ khuẩn. 

Đặc điểm sinh học của xạ khuẩn chính là các yếu tố liên quan đến hình thái, 

cấu trúc, chức năng, sinh lý và sinh hóa của chúng. Nghiên cứu các đặc điểm sinh 

học giúp hiểu rõ hơn về cách xạ khuẩn tồn tại, phát triển và tương tác với môi 

trường xung quanh. Từ đó, có thể lựa chọn được các chủng xạ khuẩn thích hợp với 

các mục đích nghiên cứu như: (1) bảo vệ cây trồng khỏi các tác nhân gây bệnh (vi 

khuẩn, nấm, vi rút...); (2) khả năng sinh các hoạt chất sinh học (enzyme ngoại bào, 

khả năng cố định đạm, phân giải phosphat, tạo chất kích thích sinh trưởng thực vật 

nhằm nâng cao năng suất cây trồng và cải thiện chất lượng đất; (3) khả năng thích 

nghi với môi trường sống đa dạng giúp xạ khuẩn có thể tồn tại và phát triển trong 

các điều kiện khác nhau.... 

3.2.2.1. Đặc điểm hình thái các chủng xạ khuẩn tuyển chọn 

Việc phân loại chi Streptomyces là rất phức tạp và thách thức hơn so với các 

chi trong nhóm xạ khuẩn do số lượng loài được mô tả trong chi Streptomyces khá 

lớn [111]. Các kỹ thuật sử dụng để phân loại Streptomyces đã được cải thiện theo 

thời gian từ các phân loại hình thái cổ điển như hình thái chuỗi bào tử, màu sắc của 

chất nền và sợi nấm khí sinh đến các phân tích phân loại số bao gồm đặc tính kiểu 

hình dựa trên các bộ tiêu chuẩn và hiện nay áp dụng các phân tích phân tử và phát 

sinh gen [111]. Yếu tố đầu tiên để phân loại xạ khuẩn theo khóa phân loại ISP 

(1974) và khóa phân loại Bergey [89] chính là màu sắc của khuẩn lạc xạ khuẩn khi 

nuôi trên môi trường ISP1 đến ISP6. Sử dụng biểu đồ màu ISCC-NBS của Kelly 

[103] để so sánh khuẩn ty khí sinh và khuẩn ty cơ chất của các chủng xạ khuẩn 

trong nghiên cứu này. Đồng thời, khả năng sinh sắc tố tan và sự hình thành melanin 

của các chủng xạ khuẩn tuyển chọn cũng là một trong những tiêu chuẩn cơ bản để 

phân biệt các chủng xạ khuẩn.  

 Các chủng xạ khuẩn tuyển chọn được cấy ria trên môi trường Gause I, môi 

trường từ ISP1 đến ISP6 để đánh giá đặc điểm về hình thái khuẩn lạc. Kết quả 

nghiên cứu cho thấy rằng, trên các môi trường nuôi cấy khác nhau thì hình thái 
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khuẩn lạc của các chủng xạ khuẩn cũng thể hiện khác nhau. Kết quả được trình bày 

Hình 3.8 và Bảng 3.4. 

 

Hình 3.8. Hình thái khuẩn lạc của các chủng xạ khuẩn trên các môi trường 

nuôi cấy.
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Bảng 3.4. Đặc điểm nuôi cấy của chủng xạ khuẩn nghiên cứu trên môi trường Gause I và ISP  

Môi 

trường 

VNUA27 VNUA30 VNUA116 

KTCC KTKS 
Sắc tố 

tan 

Sắc tố 

melanin 
KTCC KTKS 

Sắc tố 

tan 

Sắc tố 

melanin 
KTCC KTKS 

Sắc tố 

tan 

Sắc tố 

melanin 

Gause Trắng Trắng 
Nâu 

nhạt 

- 
Trắng Trắng - 

     

ISP1 
Vàng 

nâu 
Trắng Nâu 

- 
Trắng Trắng 

Vàng 

nâu 

- Hồng 

nhạt 

Trắng 

 

- - 

ISP2 
Vàng 

nâu 

Trắng 

xám 
Nâu 

- Vàng 

nâu 
Trắng Nâu 

- Hồng Trắng - - 

ISP3 
Trắng 

xám 
xám 

Nâu 

nhạt 

- 
Trắng Xám 

Nâu 

nhạt 

- Hồng 

đậm 

Hồng 

phấn 

- - 

ISP4 Trắng Trắng 
Nâu 

nhạt 

- 
Trắng 

Trắng 

xám 
Trắng 

- Hồng Trắng 

hồng 

- - 

ISP5 Trắng Trắng - - Trắng Trắng - 
- Hồng 

đậm 

Hồng  - 

ISP6 Đen Đen - 

Hình 

thành 

sắc tố 

melanin 

Đen Đen - 

Hình 

thành 

sắc tố 

melanin 

Đen Đen Đen 

Hình 

thành 

sắc tố 

melanin 
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Kết quả quan sát dưới kính hiển vi quang học cho thấy, chủng xạ khuẩn 

VNUA30 bắt đầu hình thành chuỗi sinh bào tử sau 30 giờ nuôi cấy. Các bào tử 

được hình thành sắp xếp thành các chuỗi dài với đầu chuỗi xoắn cuộn. Sau 36 giờ 

các bào tử trên chuỗi này bắt đầu tách rời khỏi chuỗi và phát tán. Chủng xạ khuẩn 

VNUA30 khi được quan sát dưới kính hiển vi điên tử quét (SEM) ở độ phóng đại 

5000 lần cho thấy rõ, hình dạng chuỗi sinh bào tử của chủng này rất đặc trưng với 

dạng xoắn móc câu (Hình 3.9). Chủng xạ khuẩn VNUA27 bắt đầu hình thành cuống 

sinh bào tử sau 36 giờ nuôi cấy. Các bào tử được sắp xếp thành chuỗi dài, dạng 

xoắn và sau 48 giờ bắt đầu đứt rời khỏi chuỗi, phát tán. Quan sát dưới kính hiển vi 

điện tử quét (SEM) ở độ phóng đại 2.000 lần cho thấy rõ, hình thái chuỗi sinh bào 

tử của chủng xạ khuẩn VNUA27 rất đặc trưng với dạng xoắn màu trắng, mỗi chuỗi 

hình thành 20 - 35 bào tử (Hình 3.9). Trong khi đó, chủng xạ khuẩn VNUA116 bắt 

đầu hình thành chuỗi sinh bào tử sau 30 giờ nuôi cấy. Các bào tử được hình thành 

sắp xếp thành các chuỗi dài với đầu chuỗi xoắn cuộn. Sau 36 giờ các bào tử trên 

chuỗi này bắt đầu tách rời khỏi chuỗi và phát tán. Chủng xạ khuẩn VNUA116 khi 

được quan sát dưới kính hiển vi điện tử quét (SEM) ở độ phóng đại 5000 lần cho 

thấy rõ, hình dạng chuỗi sinh bào tử của chủng này có cấu trúc đặc biệt với các bào 

tử được sắp xếp thành hai nhánh không có cấu trúc hình xoắn ốc (Hình 3.8). Hình 

thái này cho thấy chủng xạ khuẩn VNUA116 có các đặc trưng khác biệt với hình 

thái bào tử điển hình của Streptomyces [121]. Các bào tử được sắp xếp trên hai 

nhánh xuất phát từ một điểm có thể giúp tối ưu hóa việc phát tán bào tử trong môi 

trường, đồng thời chuỗi sinh bào tử không có cấu trúc xoắn ốc giúp dễ dàng phân 

biệt chủng xạ khuẩn VNUA116 với nhiều loài xạ khuẩn khác. Có thể cấu trúc dạng 

sợi và bào tử đặc biệt của chủng xạ khuẩn VNUA116 cho phép chúng cạnh tranh 

hiệu quả hơn chống lại các sinh vật khác được tìm thấy trong vùng rễ. 
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Hình 3.9. Đặc điểm hình thái của các chủng xạ khuẩn nghiên cứu 

(A)  Hình thái khuẩn lạc trên môi trường Gause I; (B) Hình thái cuống sinh bào 

tử, chuỗi bào tử 

3.2.2.2. Khả năng sinh sắc tố melanin của các chủng xạ khuẩn tuyển chọn 

Melanin từ xạ khuẩn được nghiên cứu thể hiện nhiều hoạt tính sinh học như 

hoạt động chống oxy hoá, đặc tính kháng khuẩn, kháng nấm [182]. Nhiều công bố 

của các tác giả về công dụng của melanin như: (1) được sử dụng làm chất hấp phụ 

các hạt nhân phóng xạ và các ion kim loại nặng, (2) thể hiện hoạt tính sinh học 

mạnh mẽ trong việc loại bỏ các gốc tự do và bảo vệ chống lại bức xạ, (3) cải thiện 

tỷ lệ sống sót dưới các áp lực môi trường nghiêm trọng (nhiệt độ khắc nghiệt, hạn 

hán, chiếu xạ và kim loại phơi nhiễm, và có thể thay thế cho chất tổng hợp sắc tố. 

Vì vậy, khả năng tổng hợp và hình thành sắc tố melanin của xạ khuẩn được xem là 

một trong những tiêu chí chuẩn để xác định phân loại xạ khuẩn đến cấp độ chi, từ 

đó chọn lọc những chủng xạ khuẩn có tiềm năng ứng dụng cao trong nông nghiệp 

và công nghiệp sinh học [56]. 

Ba chủng xạ khuẩn tuyển chọn được nuôi cấy trên môi trường ISP6, sau 7 

ngày ở 30oC để kiểm tra khả năng hình thành sắc tố melanin. Kết quả nghiên cứu 
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cho thấy: trên tất cả các đĩa thí nghiệm môi trường chuyển từ màu vàng nhạt sang 

màu nâu đen, chứng tỏ cả 3 chủng này đều có khả năng sinh sắc tố melanin (Hình 

3.10). Chủng xạ khuẩn VNUA30 và VNUA27 có môi trường nuôi cấy chuyển từ 

vàng sang nâu, trong khi đó môi trường nuôi cấy chủng xạ khuẩn VNUA116 

chuyển sang màu đen chứng tỏ chủng xạ khuẩn VNUA116 thể hiện khả năng sinh 

melanin mạnh nhất. 

 

Hình 3.10. Khả năng sinh sắc tố melanin của 3 chủng xạ khuẩn nghiên cứu 

 

3.2.2.3.  Đặc điểm sinh lý, sinh hóa của các chủng xạ khuẩn tuyển chọn 

Kết quả nghiên cứu đánh giá đặc điểm sinh lý, sinh hóa của 3 chủng xạ 

khuẩn tuyển chọn được tổng hợp trong Bảng 3.5. 

 

Bảng 3.5. Đặc điểm sinh lý, sinh hóa của các chủng xạ khuẩn tuyển chọn 

Đặc điểm sinh lý, sinh hóa 
Chủng 

VNUA27 VNUA30 VNUA116 

Đặc điểm sinh lý    

Khoảng nhiệt độ chịu đựng (oC) 
20-40 

(tối ưu 25-37) 

20-40 

(tối ưu 25-37) 

20-40 

(tối ưu 25-37) 

Khoảng pH chịu đựng                                
4-12 

(tối ưu 6-11) 

4-12 

(tối ưu 6-9) 

4-10 

(tối ưu 6-10) 

Nồng độ NaCl chịu đựng (%) 
0-4 

(tối ưu 1-2) 

0-5 

(tối ưu 1-3) 

0-5 

(tối ưu 1-3) 
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Đặc điểm sinh lý, sinh hóa 
Chủng 

VNUA27 VNUA30 VNUA116 

Đặc điểm sinh hóa    

Khả năng sinh Chitinase  

 
+ + + 

Khả năng sinh Cellulase  

 

+ + + 

Khả năng sinh Xylanase  

 

+ + + 

Khả năng sinh Protease  

 

+ + + 

Khả năng sinh Pectinase  + + + 

Khả năng sinh Amylase + + + 

Các đặc điểm khác    

Khả năng sinh indole                                       - - - 

Khả năng sinh IAA                                        + + + 

Khả năng sinh siderophore                                 + + + 

Đồng hóa citrate                                          + + + 

Khử nitrat                                               - + - 

Khả năng hóa lỏng gelatin                                          + - + 

Khả năng phân giải ure                                    + + - 

Khả năng phân giải phosphate 

khó tan                       
+ - - 

Khả năng phân giải kali khó tan                             - - - 

Phản ứng MR                                            - - - 

Phản ứng VP                                           - - - 

       Ghi chú: (+) có hoạt tính, (-) không có hoạt tính 

Kết quả đánh giá sơ bộ về đặc điểm sinh lý, sinh hóa của 3 chủng xạ khuẩn 

tuyển chọn cho thấy: cả 3 chủng đều có thể sinh trưởng trong dải nhiệt độ rộng (từ 

20-40oC), khoảng pH tối ưu cho sinh trưởng của chủng VNUA27 tương đối rộng 

(6-11), tiếp đến là chủng xạ khuẩn VNUA116 (6-10) và hẹp nhất là chủng xạ khuẩn 

VNUA30 (6-9), các chủng xạ khuẩn cũng có khả năng chịu được nồng độ muối 

trong khoảng 1-2% đối với chủng xạ khuẩn VNUA27 và 1-3% đối với chủng xạ 

khuẩn VNUA30 và VNUA116. Cả 3 chủng đều có khả năng sinh các enzyme ngoại 
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bào (chitinase, cellulase, xylanase, protease, pectinase và amylase), sinh IAA, 

siderophore và khả năng đồng hóa citrate, 3 chủng xạ khuẩn này không có khả năng 

sinh idole, không sinh acetoin, có khả năng phân giải kali khó tan, chỉ có chủng 

VNUA27 có khả năng phân giải phosphate khó tan. Các đặc điểm hình thái, sinh lý, 

sinh hóa của 3 chủng xạ khuẩn tuyển chọn phù hợp các đặc điểm của chi 

Streptomyces. 

3.2.3. Đánh giá hoạt tính sinh học của các chủng xạ khuẩn nghiên cứu 

Ba chủng xạ khuẩn (VNUA27, VNUA30 và VNUA116) có khả năng đối 

kháng mạnh với nấm Foc TR4 VCM1520 gây bệnh héo vàng trên cây chuối được 

tiến hành nghiên cứu xác định một số hoạt tính sinh học như: khả năng sinh enzyme 

ngoại bào, khả năng sinh siderophore, khả năng sinh chất kích thích sinh trưởng 

(IAA). Mục đích nhằm tuyển chọn được chủng xạ khuẩn vừa có hoạt tính kháng 

nấm Foc TR4 gây bệnh cao vừa có các hoạt tính sinh học vừa cao nhất, từ đó tuyển 

chọn được chủng xạ khuẩn tiềm năng ứng dụng sản xuất chế phẩm vi sinh góp phần 

trừ bệnh và thúc đẩy sinh trưởng cho cây chuối. 

3.2.3.1. Đánh giá khả năng sinh tổng hợp enzyme ngoại bào  

Theo Mishra và cộng tác viên (2020), chitinase, cellulase, protease, pectinase, 

amylase và xylanase là các enzyme quan trọng của các vi sinh vật sử dụng làm tác 

nhân kiểm soát sinh học bệnh, dịch hại cây trồng [139]. Kết quả đánh giá khả năng 

sinh tổng hợp các enzyme ngoại bào: chitinase, cellulase, protease, pectinase, 

amylase và xylanase của các chủng xạ khuẩn tuyển chọn được tổng hợp trong Hình 

3.10 cho thấy cả 3 chủng xạ khuẩn tuyển chọn đều thể hiện khả năng tổng hợp 

enzyme này nhưng ở các mức độ khác nhau. Trong đó, chủng xạ khuẩn VNUA116 

thể hiện khả năng sinh tổng hợp các enzyme ngoại bào vượt trội hơn hẳn 2 chủng xạ 

khuẩn VNUA27 và VNUA30 với đường kính vòng phân giải pectinase, chitinase, 

cellulase, amylase và xylanase lần lượt là 43; 33; 26; 27 và 23mm, chỉ có hoạt tính 

phân giải protease thể hiện thấp hơn 2 chủng xạ khuẩn VNUA27 và VNUA30 với 

đường kính vòng phân giải chỉ đạt 6mm. Nayak và cs năm 2020 đã công bố, sử 

dụng xạ khuẩn kiểm soát các bệnh do nấm gây ra thông qua cơ chế tiết ra các 
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enzyme ngoại bào như chitinase- có khả năng thủy phân chitin nằm trong thành tế 

bào nấm [147]. Đồng chitinase còn có tác dụng kháng nấm như chitinase F (ChiF) 

từ S. coelcolor A3(2), chitinase 30 (Chi30) từ S. olivaceoviridis ATCC 11238, 

chitinase 35 (Chi35) từ S. thermoviolaceus OPC-520, chitinase IS (ChiIS) từ 

Streptomyces sp. MG3 và chitinase A (ChiA) từ S. cyaneus SP-27 [210]. Các 

enzyme khác như glucanase, cellulase và protease có khả năng phân giải các thành 

phần chính của thành tế bào nấm bệnh, làm nấm bị tổn thương và không thể phát 

triển bình thường. Do đó, cả 3 chủng xạ khuẩn này đều có tiềm năng trong việc ứng 

dụng để kiểm soát các bệnh do nấm ở thực vật gây ra, tuy nhiên chủng xạ khuẩn 

VNUA116 thể hiện khả năng sinh các enzyme ngoại bào mạnh hơn cả. 

 

Hình 3.11. Khả năng sinh enzyme ngoại bào của 3 chủng xạ khuẩn nghiên cứu 

3.2.3.2. Đánh giá khả năng sinh chất kích thích sinh trưởng IAA  

IAA là chất thúc đẩy tăng trưởng thực vật thuộc nhóm auxin, hoạt động thông 

qua các con đường trao đổi chất khác nhau, có liên quan đến sự kéo dài rễ, phân 

chia tế bào và tăng sinh của lông rễ [198]. Xạ khuẩn có khả năng sinh IAA giúp làm 

tăng diện tích bề mặt và chiều dài rễ; nhờ đó mà cây trồng có thể tiếp cận nhiều hơn 

với dinh dưỡng trong đất, tăng khả năng hấp thụ dinh dưỡng, giúp cây phát triển tốt 

hơn, từ đó tăng năng suất cho cây trồng [178].  
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Hình 3.12. Khả năng sinh IAA của 3 chủng xạ khuẩn nghiên cứu 

Từ kết quả đánh giá khả năng sinh IAA trên cho thấy trong 3 chủng xạ khuẩn 

nghiên cứu đều có khả năng sinh IAA khi bổ sung Tryptophan với nồng độ 0,2%; 

lượng IAA của các chủng dao động trong khoảng 12,5 đến 35,5 µg/ml. Trong đó 

chủng xạ khuẩn VNUA116 sinh IAA với hàm lượng cao nhất đạt 35,5 µg/ml sau 7 

ngày nuôi cấy. Nhiều nghiên cứu cho thấy rằng một lượng nhỏ IAA là cần thiết cho 

sự phát triển của rễ sơ cấp và vi sinh vật có khả năng tiết ra lượng hợp chất indole 

cao hơn 13,5 µg/ mL được đánh giá là có hoạt tính kích thích sinh trưởng [198]. 

Công bố của Rihab và cs năm 2020 cho thấy trong 9/14 chủng xạ khuẩn tuyển chọn 

từ đất nhiễm mặn có khả năng sinh IAA và chủng H14 có hoạt tính sinh IAA cao 

nhất (21,4 µg/mL), chủng K12 có hoạt tính sinh IAA thấp nhất (7,44 µg/ mL), 7 

chủng còn lại có hoạt tính sinh IAA trong khoảng từ 12,25 -14,75 µg/mL. So sánh 

với các kết quả đã công bố, hai chủng xạ khuẩn VNUA27 và VNUA116 cho thấy 

có khả năng tổng hợp chất kích thích sinh trưởng IAA cao hơn. Trong đó, chủng xạ 

khuẩn VNUA116 được đánh giá là có tiềm năng tốt nhất cho việc ứng dụng xạ 

khuẩn với mục đích kích thích sinh trưởng thực vật. 

3.2.3.3. Đánh giá khả năng sinh siderophore 

Siderophores là các hợp chất có khả năng liên kết với sắt (Fe3+) với ái lực 

cao, giúp vi sinh vật thu nhận sắt trong môi trường có nồng độ sắt thấp. Do đó, hỗ 

trợ vi sinh vật có thể tồn tại và phát triển trong môi trường cạnh tranh sắt khắc 

nghiệt. Các nghiên cứu đã phát hiện Streptomyces có thể sản xuất nhiều loại 
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siderophore khác nhau, bao gồm catechol, hydroxamate, carboxylate và loại hỗn 

hợp. Trong đó, hydroxamate đóng vai trò quan trọng trong việc cố định các kim loại 

trong đất [88]. 

 

Hình 3.13. Khả năng sinh siderophore của 3 chủng xạ khuẩn nghiên cứu 

Kết quả nghiên cứu trên cho thấy, cả 3 chủng xạ khuẩn VNUA27, VNUA30 

và VNUA116 đều có khả năng sinh siderophore trên môi trường thạch CAS thông 

qua màu sắc vòng phân giải rõ ràng xung quanh các khuẩn lạc. Theo kết quả Hình 

3.13 (B) cho thấy, chủng xạ khuẩn VNUA116 có màu sắc vòng phân giải màu cam 

chính là siderophore dạng hydroxamates, chủng VNUA27 và VNUA30 có màu sắc 

vòng phân giải màu vàng là siderophore dạng catechol. Cả 3 chủng này đều có khả 

năng sinh siderophore, trong đó chủng VNUA30 thể hiện khả năng sinh siderophore 

mạnh nhất (13,3 mm) tiếp đến là chủng xạ khuẩn VNUA116 (11,6 mm) và thấp 

nhất là chủng VNUA27 (9,88 mm). So sánh với công bố của Fatmawati và cs năm 

2019 chủng xạ khuẩn ASR 41 thể hiện khả năng sinh siderophore cao nhất (26 mm) 

trong 23 chủng xạ khuẩn tuyển chọn có khả năng sinh siderophore trên môi trường 

CAS và cao hơn kết quả nghiên cứu của chúng tôi [70]. Nguyễn Thị Vàng và cs 

(2013) đã phân lập được 5 chủng Bacillus trên đất trồng lúa có khả năng đối kháng 

mạnh với vi khuẩn Xanthomonas oryzae pv. oryzae và có khả năng tiết siderophore 

dạng hydroxamates. Gopalakrishnan và cs (2011) cũng đã ghi nhận 5 chủng xạ 

khuẩn có khả năng sản xuất siderophore dạng hydroxamates đồng thời cả 5 chủng 



 

101 

 

này đều có khả năng đối kháng mạnh với Fusarium oxysporum f. sp. ciceri [79]. 

Như vậy, so sánh với các kết quả đã công bố thấy rằng chủng xạ khuẩn VNUA116 

có khả năng tiết siderophore dạng hydroxamates, cùng với khả năng kháng nấm Foc 

TR4 mạnh nên có thể dự đoán rằng chủng xạ khuẩn VNUA116 không chỉ tồn tại 

được trong điều kiện thiếu sắt mà còn có vai trò quan trọng trong kháng nấm gây 

bệnh, bảo vệ cây trồng khỏi các bệnh do nấm gây ra.  

3.2.4. Định danh các chủng xạ khuẩn. 

Các chủng xạ khuẩn được nuôi lắc trong môi trường Gause-I ở 30℃ trong 48 

giờ để tăng sinh khối phục vụ tách chiết DNA. DNA tổng số thu được từ mỗi chủng 

xạ khuẩn được sử dụng cho phản ứng PCR khuếch đại trình tự 16S rRNA bằng cặp 

mồi 27F/1492R. 16S rRNA ở xạ khuẩn có mức độ biến đổi cao giữa các loài gần 

gũi. Do đó, trình tự 16S rRNA được sử dụng phổ biến trong nghiên cứu phân loại 

xạ khuẩn. Kiểm tra kết quả PCR cho thấy một băng duy nhất kích thước 1500 bp. 

Mẫu DNA tinh sạch được giải trình tự bởi công ty 1st BASE (Singapore). Kết quả 

so sánh trình tự 16S rRNA với dữ liệu trong GenBank và xây dựng cây phát sinh 

chủng loại sử dụng phần mềm MEGA6 cho thấy, chủng xạ khuẩn VNUA27 nằm 

cùng nhánh với chủng Streptomyces diastatochromogenes SZN44 (MW363039.1) 

với giá trị bootstrap khá cao 87%, đồng thời trình tự nucleotide trên BLAST cho 

thấy mức độ tương đồng của trình tự 16S rRNA của chủng xạ khuẩn VNUA27 và 

chủng S. diastatochromogenes SZN44 là 99,13%. Chủng xạ khuẩn VNUA30 nằm 

cùng nhánh với chủng Streptomyces decanensis QY-3 (MG751325.1) với giá trị 

bootstrap rất cao 97%, trình tự nucleotide trên BLAST cho thấy mức độ tương đồng 

của trình tự 16S rRNA của chủng VNUA30 và chủng Streptomyces decanensis là 

99,8%. Chủng xạ khuẩn VNUA116 nằm cùng nhánh với chủng Streptomyces 

lilacinus NBRC 3944 (NR 041215.1) với giá trị bootstrap khá cao 87%, trình tự 

nucleotide trên BLAST cho thấy mức độ tương đồng của trình tự 16S rRNA của 

chủng xạ khuẩn VNUA116 và chủng Streptomyces lilacinus NBRC 3944 là 99,0%.  
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Như vậy, 3 chủng xạ khuẩn tuyển chọn được định danh lần lượt là: 

Streptomyces diastatochromogenes VNUA27, Streptomyces decanensis VNUA30 

và Streptomyces lilacinus VNUA116 (Hình 3.14). 

 

Hình 3.14. Cây phát sinh chủng loại 3 chủng xạ khuẩn tuyển chọn  
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3.2.5. Đánh giá mức độ an toàn của các chủng xạ khuẩn tuyển chọn 

Độ an toàn sinh học của các chủng VSV sử dụng trong đời sống có ý nghĩa 

đặc biệt quan trọng. Các chủng vi sinh vật nghiên cứu khi đưa ra ngoài môi trường 

tự nhiên phải đảm bảo đầy đủ các yếu tố như: không gây bệnh cho thực vật và động 

vật, ổn định hoạt tính đối kháng trong thời gian dài...Trước tiên các chủng vi sinh 

vật tuyển chọn được so sánh, đánh giá an toàn thông qua danh mục đánh giá mức độ 

an toàn của các chủng vi sinh vật.  

Các chủng xạ khuẩn tuyển chọn được so sánh, đánh giá an toàn thông qua 

danh mục đánh giá mức độ an toàn theo hướng dẫn số 2000/54/EC của Cộng đồng 

Châu Âu về an toàn sinh học của các chủng vi sinh vật. Kết quả thể hiện tại Bảng 

3.6. 

Bảng 3.6. Mức độ an toàn sinh học của các chủng xạ khuẩn tuyển chọn 

Ký hiệu chủng Loài gần nhất Nhóm rủi ro 

VNUA27 Streptomyces diastatochromogenes  1 

VNUA30 Streptomyces decanensis  1 

VNUA116 Streptomyces lilacinus  1 

Kết quả đánh giá cho thấy cả 3 chủng xạ khuẩn tuyển chọn đều thuộc nhóm 

có mức độ rủi ro thấp, không có nguy cơ gây bất cứ một nguy hiểm nào đối với 

người và động vật. Vì vậy đều có thể sử dụng các chủng này để ứng dụng trong sản 

xuất chế phẩm, phân bón vi sinh.  

Trong 3 chủng xạ khuẩn nghiên cứu, chủng Streptomyces lilacinus 

VNUA116 có hoạt tính đối kháng Foc TR4 VCM1520 mạnh nhất (65%), khả năng 

sinh các enzyme ngoại bào cao nhất (trong đó có chitinase – một trong những 

enzyme phân hủy thành tế bào nấm bệnh), khả năng sinh chất kích thích sinh trưởng 

thực vật (IAA) ở mức độ cao, vượt trội so với 2 chủng còn lại (35,5 µg/ml), khả 

năng sinh siderophore dạng hydroxamates và một số hoạt tính sinh học tiềm năng 

khác. Chủng xạ khuẩn VNUA116 là chủng có mức độ an toàn sinh học cao (cấp độ 

1) đáp ứng được yêu cầu khi ứng dụng sản xuất chế phẩm, phân bón vi sinh góp 
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phần phòng trừ bệnh héo Vàng và thúc đẩy sinh trưởng cho cây chuối. Đồng thời, 

chủng xạ khuẩn VNUA116 với các đặc điểm sinh học độc đáo và tiềm năng phát 

hiện các đặc tính mới, có thể đại diện cho một chủng xạ khuẩn mới, cần được 

nghiên cứu sâu hơn. Vì vậy, chủng xạ khuẩn Streptomyces lilacinus VNUA116 

được lựa chọn để nghiên cứu: (1) tối ưu hóa điều kiện nuôi cấy nhằm tăng hoạt tính 

kháng nấm Foc TR4, (2) tìm kiếm cơ chế phân tử hệ gen chủng xạ khuẩn 

VNUA116liên quan đến cơ chế kháng nấm Foc TR4, (3) xác định khả năng kháng 

nấm gây bệnh phổ rộng trên thực vật, (4) phát hiện, thu nhận và đánh giá các hoạt 

chất kháng nấm trong điều kiện PTN…. để hiểu rõ hơn về chủng này và tiềm năng 

ứng dụng trong sản xuất chế phẩm, phân bón vi sinh phục vụ nông nghiệp hữu cơ. 

3.2.6. Lựa chọn các điều kiện lên men thích hợp nhằm tăng khả năng kháng 

nấm Foc TR4 VCM1520 của chủng xạ khuẩn VNUA116 

Để lựa chọn các điều kiện lên men thích hợp nhất đối với chủng xạ khuẩn 

VNUA116 nhằm tăng cường khả năng kháng nấm Foc TR4 VCM1520, thí nghiệm 

được tiến hành với các yếu tố ảnh hưởng chính như: nguồn carbon, nguồn nitơ, pH 

môi trường, nhiệt độ và thời gian nuôi cấy. Việc lựa chọn được các điều kiện lên 

men thích hợp không chỉ tăng khả năng đối kháng với tác nhân gây bệnh mà còn 

giúp nâng cao hiệu quả sinh trưởng của chủng xạ khuẩn VNUA116, từ đó tạo tiền 

đề trong ứng dụng chủng xạ khuẩn VNUA116 vào thực tiễn nhằm kiểm soát bệnh 

héo vàng trên cây chuối. 

Với 15 loại môi trường lên men được khảo sát, chủng xạ khuẩn VNUA116 

phát triển và thể hiện hoạt tính kháng nấm Foc TR4 VCM1520 ở các mức độ khác 

nhau. Sau 8 ngày lên men có 7 loại môi trường có thể hiện khả năng kháng nấm Foc 

TR4 VCM1520 ở các mức độ khác nhau, đó là môi trường ISP-3, A-4, Emerson, 

YIM 61, YIM 301, YIM 308 và YIM 310. Trong đó môi trường YIM 301 thể hiện 

khả năng kháng nấm vượt trội. Đây cũng là môi trường hình thành khả năng kháng 

nấm sớm nhất và mạnh nhất trong 15 môi trường được khảo sát (Hình 3.15 A).  
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Hình 3.15. Ảnh hưởng của điều kiện môi trường của quá trình lên men chủng 

xạ khuẩn VNUA116 

(A) Khả năng kháng nấm Foc TR4 VCM1520 của dịch lên men chủng xạ 

khuẩn VNUA116 trên các loại môi trường khác nhau; (B) Khả năng kháng nấm Foc 

TR4 VCM1520 của dịch lên men chủng xạ khuẩn VNUA116 trên các nguồn carbon 

khác nhau; (C) Khả năng kháng nấm Foc TR4 VCM1520 của dịch lên men chủng 

xạ khuẩn VNUA116 trên các nguồn nitơ khác nhau;  
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Kết quả (Hình 3.15 B) cho thấy nguồn carbon CB1 và D-glucose là thích hợp 

với chủng xạ khuẩn VNUA116 trong việc hình thành hoạt tính kháng nấm. Và 

nguồn carbon hỗn hợp là CB1 (tinh bột tan 40 g/l + D-glucose 1 g/l) là thích hợp 

nhất tạo hoạt tính kháng nấm tối đa với đường kính vòng kháng nấm đạt trên 22,5 

mm ở thời gian sớm nhất (10-11 ngày). Đồng thời, một số nghiên cứu cũng chỉ ra 

rằng nồng độ glucose làm giảm khả năng tổng hợp các chất kháng sinh do ức chế 

các enzyme tham gia vào quá trình này và có thể liên quan đến ảnh hưởng của sinh 

trưởng lên sinh tổng hợp kháng sinh [169]. Các nghiên cứu khác cũng công bố: tinh 

bột tan là nguồn carbon để xạ khuẩn sử dụng sản sinh nhiều loại kháng sinh như 

Streptomyces fradiae sản sinh ra tylocin [39], Streptomyces kanamyceticus sản sinh 

ra Kanamycin [164], Streptomyces rimosus sản sinh ra hoạt chất kháng nấm [213] 

và Steptomyces noursei sản sinh ra nystatin [66] 

Nguồn nitơ đóng vai trò cung cấp cơ chất để xạ khuẩn tổng hợp nên các hợp 

chất chứa nito cần thiết cho sự sinh trưởng và phát triển của chúng. Mỗi loài xạ 

khuẩn khác nhau sẽ phù hợp với tỉ lệ C/N trong môi trường sống nhất định. Do đó 

nguồn nito bổ sung vào môi trường cần phải cân đối với nguồn carbon mà xạ khuẩn 

đang sử dụng. Trong nghiên cứu này, nguồn nitơ hỗn hợp N1 (cao thịt, cao nấm 

men, pepton) với tỷ lệ 3:5:3 g/l là nguồn nitơ tốt nhất cho sinh tổng hợp hoạt chất 

kháng nấm Foc TR4 VCM1520 của chủng xạ khuẩn VNUA116. Với bột đậu tương 

và cao nấm men mặc dù chủng xạ khuẩn VNUA116 có sự gia tăng về sinh khối 

nhưng khả năng hình thành hoạt tính kháng nấm Foc TR4 VCM1520 là không 

nhiều. Đối với môi trường sử dụng pepton và KNO3 thì chủng xạ khuẩn VNUA116 

không hình thành hoạt tính kháng nấm (Hình 3.15 C). Điều này có thể thấy rằng, 

khi nguồn nitơ là các chất riêng lẻ là không thích hợp cho sinh chất kháng nấm đối 

với chủng xạ khuẩn VNUA116. Kết quả này cũng phù hợp với công bố của M. 

Young và cs (1985) khi sử dụng nguồn nitơ riêng lẻ hoặc nitơ vô cơ làm giảm khả 

năng sinh tổng hợp hoạt chất kháng nấm [212].  
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Hình 3.16. Ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy của quá trình lên men chủng xạ 

khuẩn VNUA116 

(A) Khả năng kháng nấm Foc TR4 VCM1520 của dịch lên men chủng xạ khuẩn 

VNUA116 trên các nhiệt độ nuôi cấy khác nhau; (B) Khả năng kháng nấm Foc TR4 

VCM1520 của dịch lên men chủng xạ khuẩn VNUA116 trên các pH môi trường 

nuôi cấy khác nhau. 

Ngoài ra nghiên cứu cũng cho thấy, khả năng hình thành hoạt tính kháng 

nấm thích hợp nhất của chủng xạ khuẩn VNUA116 ở nhiệt độ nuôi là 30oC, môi 

trường có pH 7 và thời gian 10 ngày (Hình 3.16 A, B).  

Tiến hành lên men chủng xạ khuẩn VNUA116 với các điều kiện thích hợp 

nhất được lựa chọn cho mục đích tăng hoạt tính kháng nấm gồm: Môi trường 

khoáng YIM30, nguồn carbon (tinh bột tan 40 g/l + D-glucose 1 g/l), nguồn nito 

(cao thịt 3g/l + cao nấm men 5g/l + pepton 3g/l), môi trường có pH 7, thời gian lên 

men 10 ngày ở 30oC thì chủng xạ khuẩn VNUA116 đã thể hiện khả năng sinh chất 

kháng nấm với đường kính vòng kháng nấm đạt cực đại 30,67±0,58 mm tương 

đương với hiệu lực kháng nấm đạt 93,20% (tăng 1,43 lần so với ban đầu) sau 11 
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ngày lên men. Kết quả này tương đương với đối chứng dương khi sử dụng Ridomil 

gold 68WG với nồng độ 3 g/l khi thử nghiệm trong phòng thí nghiệm theo công bố 

của L.T. Tuong và cs (2019) [10]. Khả năng kháng nấm ban đầu của chủng xạ 

khuẩn VNUA116 khi chưa lựa chọn các điều kiện nuôi cấy thích hợp chỉ đạt 65%. 

Điều này cho thấy việc lựa chọn được các các yếu tố về thành phần dinh dưỡng môi 

trường, điều kiện nuôi cấy (pH, nhiệt độ) thích hợp vừa tăng cường hiệu quả sản 

xuất các hợp chất kháng nấm vừa có thể đẩy nhanh thời gian lên men, giảm thiểu 

chi phí. Nghiên cứu của Hu và cs (2024) cũng cho thấy chủng Streptomyces 

rectiviolaceus WM-37 khi tối ưu hóa các yếu tố lên men đã tăng cường sản xuất các 

chất chuyển hóa thứ cấp có hoạt tính kháng nấm [92].  

 

Hình 3.17. Khả năng ức chế nấm Foc TR4 VCM1520 của chủng xạ khuẩn 

VNUA116 

(A). Đối chứng dương (thuốc Ridomil gold 68WG); (B) Vòng kháng nấm Foc TR4 

của dịch lên men chủng VNUA116. 

 

3.2.7. Đánh giá hoạt tính kháng nấm Foc TR4 VCM1520 của chủng xạ khuẩn 

VNUA116 

3.2.7.1. Đánh giá tác động của cao chiết chủng xạ khuẩn VNUA116 đến sinh 

trưởng và hình thái hệ sợi 

Cao chiết xạ khuẩn được sử dụng chính là cao metanol  (cao tinh sạch trước 

khi tách chất) thu được từ quy trình phân tách tại phương pháp 2.2.14. Cao chiết xạ 

khuẩn nồng độ 30 µg/ml được nhỏ lên lam kính chứa sợi nấm Foc TR4 VCM1520 

đang phát triển. Sau 2 ngày nuôi ở 28oC, hình thái sợi nấm được quan sát dưới kính 

hiển vi quang học có độ phóng đại 400X. Kết quả được thể hiện ở Hình 3.18. 
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 (A) (B) 

Đối chứng 

  

Thí nghiệm 

   

Hình 3.18. Tác động của cao chiết xạ khuẩn đến sự phát triển của nấm Foc 

TR4 VCM1520  

(A) Tác động của cao chiết lên sinh trưởng sợi nấm; (B) Tác động của cao 

chiết lên hình thái sợi nấm. 

Kết quả cho thấy, ở mẫu đối chứng nấm Foc TR4 VCM1520 có hệ sợi mọc 

đều, hình thái và cấu trúc sợi nấm mọc bình thường, thẳng, đều. Trong khi ở công 

thức thí nghiệm khi xử lý bằng dịch chiết xạ khuẩn, hình thái sợi nấm có nhiều bất 

thường, bị biến dạng, bề mặt sợi nấm xù xì, nhiều đoạn sợi nấm bị gãy gập, hình 

thành các vách ngăn trong hệ sợi nấm.  

3.2.7.2. Đánh giá tác động của cao chiết xạ khuẩn đến khả năng nảy mầm của bào 

tử nấm 

Kết quả quan sát hình thái và sự nảy mầm bào tử nấm (Hình 3.19) cho thấy: 

ở công thức thí nghiệm khi xử lý dịch bào tử với cao chiết xạ khuẩn các bào tử nấm 

gần như không nảy mầm hoặc ống mầm rất ngắn. Trong khi ở công thức đối chứng, 

một số bào tử nảy mầm bình thường với ống mầm dài vượt quá chiều dài bào tử, 

một số bào tử khác được quan sát thấy đang bắt đầu nảy mầm. Điều này chứng tỏ, 

dịch chiết xạ khuẩn có ảnh hưởng rõ rệt đến khả năng nảy mầm bào tử nấm, ức chế 

sự nảy mầm của bào tử. Tiến hành đánh giá khả năng ức chế của dịch chiết xạ 

khuẩn lên sự nảy mầm bào tử nấm Foc Tr4 VCM1520 cho thấy dịch chiết xạ khuẩn 
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có khả năng ức chế mạnh (72,82%) sự nảy mầm của bào tử Foc TR4 VCM1520 và 

ảnh hưởng đến khả năng kéo dài ống mầm (Hình 3.19 C) tương đương với khả năng 

nảy mầm bào tử nấm chỉ đạt 27,18%.  

 

Hình 3.19. Tác động của cao chiết xạ khuẩn VNUA116 đến khả năng nảy mầm 

bào tử nấm Foc TR4 VCM1520  

(A) Hình thái bào tử của mẫu đối chứng; (B) Hình thái bào tử của mẫu thí nghiệm; 

 (C) Tỷ lệ nảy mầm của bào tử nấm Foc TR4 VCM1520 

Gần đây, nhiều nghiên cứu đã phát hiện ra tiềm năng của một số loài 

Streptomyces trong việc kiểm soát nấm Foc gây bệnh trên cây chuối. Qi và cs 

(2019) đã báo cáo rằng Streptomyces huiliensis sp. nov ức chế sự phát triển của nấm 

Foc TR4 bằng các cơ chế: vừa làm hỏng cấu trúc tế bào của nấm vừa ức chế sự phát 

triển sợi nấm và sự nảy mầm bào tử nấm [166]. Tương tự, Streptomyces sp. WHL7 

có cơ chế kháng nấm Foc TR4 thông qua việc ức chế sự nảy mầm của bào tử, ngăn 

chặn sự phát triển của sợi nấm và thay đổi cấu trúc tế bào nấm [200]. So sánh với 

kết quả công bố của Yun và cs (2021) chất chiết chủng xạ khuẩn 5–10 có tỷ lệ nảy 

mầm bào tử nấm Foc TR4 sau 6h ở mẫu thí nghiệm đạt 27,35% thì chất chiết chủng 

xạ khuẩn VNUA116 có hoạt lực tương đương với tỷ lệ này mầm bào tử đạt 27,18%. 

Có thể thấy rằng chủng xạ khuẩn VNUA116 có thể tạo ra các hợp chất thứ cấp có 

khả năng kháng nấm và giải phóng vào môi trường để ức chế sự hình thành bào tử 

nấm Foc TR4 VCM1520. 
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Như vậy, có thể thấy rằng cao chiết xạ khuẩn VNUA116 có tác động hạn chế 

khả năng lây nhiễm của nấm Foc TR4 VCM1520 bằng cách làm biến dạng hệ sợi, 

ức chế sự nảy mầm của bào tử, từ đó làm giảm mức độ gây hại của nấm bệnh.  

3.2.7.3. Xác định nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ diệt nấm tối thiểu 

(MFC) 

Để khẳng định khả năng ức chế của cao chiết chủng xạ khuẩn VNUA116 thì 

việc xác định được nồng độ tối thiểu (MIC) và nồng độ diệt nấm tối thiểu (MFC) 

lên sinh trưởng nấm Foc Tr4 VCM1520 là yêu cầu hàng đầu. Kết quả nghiên cứu 

này đã xác định được giá trị MIC và MFC của cao chiết đối với nấm Foc Tr4 

VCM1520 thể hiện tại Bảng 3.7. 

Bảng 3.7. Nồng độ ức chế của cao chiết lên sinh trưởng nấm Foc TR4 

VCM1520.  

TT Thí nghiệm 
MIC  

(µg/ml) 

MFC 

(µg/ml) 

1.   Cao chiết xạ khuẩn VNUA116 > 6,25 > 30 

2.  Nystatin > 6,25  > 25 

3.  Cycloheximide > 0,052 > 50 

 

Từ kết quả Bảng 3.7 cho thấy, cao chiết xạ khuẩn VNUA116 có nồng độ 

MIC (> 6,25 µg/ml) tương đương với kháng sinh Nystatin (> 6,25 µg/ml) nhưng 

thấp hơn Cycloheximide (> 0,052 µg/ml). Khả năng diệt nấm tối thiểu MFC của cao 

chiết xạ khuẩn VNUA116 thấp hơn kháng sinh Nystatin (> 25 µg/ml) nhưng cao 

hơn Cycloheximide (> 50 µg/ml). So sánh kết quả công bố của Wei và cs 2020 cũng 

cho thấy, chủng xạ khuẩn Streptomyces sp. YYS-7 có khả năng ức chế nấm Foc 

TR4 với giá trị MIC > 6,25 µg/ml và MFC > 25 µg/ml, đồng thời chủng YYS-7 

cũng thể hiện khả năng kháng nấm Foc Tr4 khi thí nghiệm trên chậu vại [202].  

3.2.7.4. Đánh giá khả năng kháng nấm phổ rộng của chủng xạ khuẩn VNUA116 

Khả năng kháng nấm gây bệnh thực vật phổ rộng rất có ý nghĩa và đóng vai 

trò quan trọng trong bảo vệ cây trồng, giúp giảm thiểu thiệt hại do các loại nấm 

bệnh nguy hiểm gây ra. Chủng xạ khuẩn VNUA116 được tiến hành đánh giá hoạt 
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tính đối kháng với các loài nấm gây bệnh phổ biến khác nhau trên thực vật như C. 

gloeosporioides, C. cassiicola, F. solani, S. rolfsii, Diaporthe sp., và F. oxysporum.  

Kết quả Hình 3.20 cho thấy rằng chủng xạ khuẩn VNUA116 có khả năng ức 

chế sự phát triển của tất cả 6 loài nấm gây bệnh khác nhau được thử nghiệm. Tỷ lệ 

ức chế sự phát triển hệ sợi nấm của các loài nấm gây bệnh được thử nghiệm dao 

động từ 59,46% đến 98,9%. Trong đó, chủng xạ khuẩn VNUA116 thể hiện tỷ lệ ức 

chế cao nhất đối với sự phát triển hệ sợi nấm của Diaporthe sp (98,9%) - gây bệnh 

thối thân (thối nõn) chuối. Đồng thời, chủng xạ khuẩn VNUA116 thể hiện khả năng 

ức chế nấm F. oxysporum đạt 71.11%. Những kết quả này cho thấy rằng chủng xạ 

khuẩn VNUA116 có hoạt tính ức chế phổ rộng đối với các loài nấm gây bệnh khác 

nhau.  
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Hình 3.20. Khả năng ức chế một số nấm gây bệnh thực vật của chủng xạ khuẩn 

VNUA116 
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Kết quả công bố của Wei và cs (2020) cho thấy chủng xạ khuẩn Streptomyces 

sp. YYS-7 thể hiện khả năng kháng nấm gây bệnh phổ rộng trong đó tỷ lệ ức chế 

cao nhất đối với C. fallax (76,07 ± 1,97) và thấp nhất đối với C. musae (51,07 ± 

1,57), đồng thời chủng Streptomyces sp. YYS-7 thể hiện khả năng kháng F. 

oxysporum  f. sp. cucumerinum (59,25 ± 1,77) [202]. Hay công bố của Qi và cs 

(2019) cũng cho thấy chủng xạ khuẩn Streptomyces sp. SCA3-4 được phân lập từ 

vùng rễ cây xương rồng Nopal cũng thể hiện hiện khả năng ức chế 13 loại nấm gây 

bệnh thực vật với đường kính vòng kháng nấm cao nhất đối với C. fragariae (84,67 

± 0,58) và thấp nhất đối với F. graminearum (36,67 ± 5,77), chủng Streptomyces sp. 

SCA3-4 cũng thể hiện khả năng kháng nấm Foc TR1 nhưng chỉ đạt (39,67 ± 0,58) 

[166]. So sánh khả năng kháng nấm phổ rộng và tỷ lệ ức chế đối với các chủng nấm 

gây bệnh thực vật thì chủng xạ khuẩn VNUA116 thể hiện hoạt tính kháng nấm đối 

với từng chủng nấm gây bệnh được thử nghiệm đều mạnh hơn các chủng xạ khuẩn 

đã công bố. 

Kết hợp với kết quả đánh giá khả năng kháng nấm Foc TR4 VCM1520 của 

chủng xạ khuẩn VNUA116 chỉ ra rõ ràng rằng Streptomyces lilacinus VNUA116 có 

thể được coi như một chủng xạ khuẩn tiềm năng để ngăn ngừa hoặc ức chế các loại 

nấm gây bệnh khác nhau trên thực vật, đặc biệt là các tác nhân gây bệnh héo 

Fusarium (do Foc TR4). 

Từ các kết quả của nghiên cứu có thể khẳng định rằng chủng xạ khuẩn 

Streptomyces lilacinus VNUA116 có rất nhiều tiềm năng ứng dụng trong sản xuất 

chế phẩm phòng và điều trị bệnh héo vàng trên cây chuối do nấm Foc Tr4 gây ra. 

3.3. Phân lập và xác định cấu trúc hóa học các hợp chất từ dịch lên men chủng 

xạ khuẩn Streptomyces lilacinus VNUA116 

3.3.1. Xử lý mẫu, tạo cặn chiết  

Sau khi lựa chọn được các điều kiện lên men chủng Streptomyces lilacinus 

VNUA116 nhằm mục đích thu nhận hoạt chất kháng nấm Foc TR4 cao nhất. Quy 

trình phân lập cặn chiết của chủng xạ khuẩn VNUA116 trình bày tại Hình 3.21. Kí 

hiệu mẫu là XK4 
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Hình 3.21. Sơ đồ tạo cao chiết tổng chủng xạ khuẩn VNUA116 

 

Dịch lên men được chiết phân lớp với ethyl acetatate với tỉ lệ 1/1, lặp lại quy 

trình chiết 4 lần, thu dịch ethyl acetate, cô quay loại dung môi thu được cao chiết 

tổng ethyl acetate 14,8 g. Cao chiết dạng sệt, màu nâu, có mùi đặc trưng của dịch 

lên men xạ khuẩn (như mùi mốc hoặc mùi đất ẩm). 

Hòa tan cao chiết tổng ethyl acetate (14 g) trong 0,5L methanol 95% sau đó 

chiết phân lớp với 0,5L n-hexane/lần, lặp lại quy trình chiết 3 lần. Tách riêng phần 

dịch chiết n-hexane và methanol 95%, cất quay loại dung môi thu được cao hexane 

XK4N 1.1 (4,2 g) và cao methanol XK4N 1.2 (5,76 g). 

3.3.2. Phân lập các chất từ các cặn chiết  

Sử dụng các hệ dung môi khác nhau để khảo sát trên sắc ký lớp mỏng (TLC) 

để phân tách cặn chiết EtOAc. Hệ dung môi dichloromethane/acetone và hệ 

dichloromethane/methanol cho kết quả tốt nhất. Vì vậy, lựa chọn 2 hệ dung môi này 

làm dung môi rửa giải cho sắc ký cột. Hệ dichloromethane/acetone (gradient, 40/1, 

v/v) và hệ dichloromethane/methanol (gradient, 5/1, v/v) được tiến hành kế tiếp 

nhau. 
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Sự kết hợp giữa sắc ký cột và sắc ký HPLC điều chế trong phân lập và tinh 

chế hoạt chất từ dịch lên men xạ khuẩn mang lại hiệu quả cao nhờ khả năng tách 

chất tốt và tăng cường độ tinh khiết của các hợp chất thu được. HPLC điều chế cho 

phép xác định chính xác và thu được các phân đoạn có hoạt tính sinh học cao, trong 

khi sắc ký cột giúp xử lý lượng mẫu lớn hơn và loại bỏ tạp chất hiệu quả hơn. Sự 

kết hợp này tối ưu hóa quá trình phân lập, đảm bảo thu được các hợp chất với độ 

tinh khiết cao nhất, đây là một trong những yếu tố quan trọng trong nghiên cứu và 

phát triển sản phẩm từ vi sinh vật [20]. 

 

Hình 3.22. Sơ đồ phân lập chất trong mẫu xạ khuẩn VNUA116 

 

Kết quả phân lập các chất từ cặn chiết tổng chủng xạ khuẩn VNUA116 

(Hình 3.22) như sau: 

Phân đoạn XK4N1.2 được rửa giải với hệ dung môi lần luợt là 100% nước, 

30% methanol, 80% methanol và 100% acetone thu được các cao phân đoạn tương 

ứng như sau: XK4N 2.1 (1 g), XK4N 2.2 (0,95g), XK4N 2.3 (1,44 g), XK4N 2.4 (1 

g). Trong quá trình sử dụng bản mỏng TLC để đánh giá triển vọng về thành phần 

hoá học của các cao chiết, chúng tôi nhận thấy cao chiết phân đoạn 80%M là cao 

chiết khả quan nhất nên phân đoạn này được lựa chọn để tiếp tục nghiên cứu phân 

lập hợp chất. 
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Tiến hành phân lập trên cột sắc ký silica gel, rửa giải với hệ dung môi 

dichloromethane/acetone từ 40/1 (v/v) đến dichloromathane/methanol 5/1 (v/v) 

phân đoạn XK4N2.3 (1,44 g) thu được 16 phân đoạn từ XK4N3.1®XK4N 3.16. 

Các phân đoạn thu được tiếp tục tiến hành phân lập chất kết hợp giữa phương pháp 

chấm bản mỏng TLC với sắc kí cột để lựa chọn các phân đoạn có triển vọng dự 

đoán là các hợp chất thứ cấp có hoạt tính kháng nấm. Các phân đoạn XK4N3.2 

(64,8mg) và XK4N3.3 (85,6mg) được lựa chọn và xử lý bằng phương pháp sắc ký 

cột điều chế HPLC với điều kiện sắc ký: cột sắc ký điều chế YMC-Pack ODS-A 

250x20mm, 5mm, 8nm, YMC-column 2 ODS-A 250x20mm, 5mm, 12nm; chương 

trình hệ dung môi methanol – nước (0,1% TFA) gradient từ 10-100% methanol 

trong 180 phút, tốc độ dòng 3-4 mL/min (các điều kiện với mỗi phân đoạn như sơ 

đồ Hình 3.8). Kết quả thu được 3 hợp chất như sau: 

Bảng 3.8. Các hợp chất phân lập được trong dịch lên men chủng xạ khuẩn 

VNUA116 

TT Tên chất 
Trọng lượng chất 

(mg) 
Nhận dạng chất 

1.  XK4N13.1  1,1 Chất rắn vô định hình 

2.  XK4N17.1 2 Chất rắn vô định hình 

3.  XK4N5.5  4,6 Chất rắn vô định hình màu nâu 

Các chất này sẽ được tiến hành xác định cấu trúc hóa học bằng các phương 

pháp phổ kết hợp 

3.3.3. Thông số vật lí và dữ liệu phổ của các hợp chất phân lập được từ chủng 

Streptomyces lilacinus VNUA116 

3.3.3.1. Hợp chất XK4N13.1: p-hydroxybenzadehyde 

 

Hình 3.23. Cấu trúc hợp chất XK4N13.1 

Hợp chất XK4N13.1 thu được dưới dạng chất rắn vô định hình màu nâu. Có 

công thức phân tử C7H6O2 (M = 122). 
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1H-NMR (600 MHz, Acetone-d6):  9,85 (1H, s, CHO), 7,81 (2H, d, 

J=8,4Hz, H-2, H-6), 7,02 (2H, d, J=9,0 Hz, H-3, H-5). 

Dữ liệu phổ 1H-NMR của hợp chất XK4N 13.1 cho thấy sự xuất hiện của tín 

hiệu proton trong vùng trường thấp tại 9,85 (1H, s), cho phép dự đoán sự xuất hiện 

của nhóm -CHO. Xuất hiện 4 tín hiệu proton vòng thơm trong khoảng 7,00 – 8,00 

ppm gợi ý về 1 hợp chất benzadehyde 1 nhóm thế tại vị trí para.  

 

Hình 3.24. Dữ liệu phổ 1H-NMR của hợp chất XK4N13.1 

Kết hợp các dữ liệu phổ NMR và so sánh với tài liệu tham khảo cho phép 

xác định hợp chất XK4N13.1 là p-hydroxybenzadehyde [47]. 

3.3.3.2. Hợp chất XK4N17.1: 4-hydroxysattabacin 

 

Hình 3.25. Cấu trúc hợp chất XK4N17.1 

Hợp chất XK4N17.1 thu được dưới dạng chất rắn vô định hình màu vàng 

nâu. Có công thức phân tử C13H18O3 (M = 222) 
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1H-NMR (600 MHz, Acetone-d6):  6,99 (2H, d, J=8,4 Hz, H-3, H-5), 6,65 

(2H, d, J=8,4 Hz, H-2, H-6), 4,03 (m, 1H, H-2’), 2,80 (1H, dd, J = 7,8;4,2 Hz, H-

1’a), 2,60 (1H, dd, J = 13,8;7,8 Hz, H-1’b), 2,39 (1H, d, J=7,2 Hz, H-4’a), 2,37 (1H, 

d, J=7,2 Hz, H-4’b), 2,00 (1H, m, H-5’), 0,88 (6H, m, H-6’, H-7’). 

13C-NMR (150 MHz, Acetone-d6):  212,6 (C-3’,C=O), 155,6 (C-4), 130,5 

(C-2, C-6), 128,0 (C-1), 114,9 (C-3, C-5), 77,5 (C-2’, C-OH), 46,5 (C-4’), 38,6 (C-

1’), 23,2 (C-5’), 22,4 (C-6’), 22,3 (C-7’). 

Phổ 1H-NMR cho thấy sự xuất hiện proton đối xứng trong khoảng 6,5 – 7,0 

ppm gợi ý một vòng benzen 2 vị trí thế ở vị trí 1-, 4-. Ngoài ra, dữ liệu phổ 1H-

NMR xuất hiện 2 proton methine trong đó có 1 proton xuất hiện trong vùng trường 

thấp tại  4,03 (m, 1H, H-2’) gợi ý liên kết với nguyên tử O, 1 proton methine còn 

lại tại  2,00 (1H, m, H-5’), 2 tín hiệu proton methylene trong khoảng 2,3 – 3,8 

ppm, tín hiệu methyl tại 0,88 (6H, m, H-6’, H-7’). (Phụ lục 10.1: Phổ dãn 1H-NMR 

của hợp chất XK4N17.1) 

 

Hình 3.26. Dữ liệu phổ 1H-NMR của hợp chất XK4N17.1 

Dữ liệu phổ 13C-NMR cho thấy cộng hưởng cho hai methylene, một carbonyl 

bão hòa, hai methyl và hai methine (một trong số đó có oxy). Phổ HSQC của hợp 

chất phù hợp với phổ 1H-NMR và 13C-NMR. (Phụ lục 10.2: Phổ dãn 13C-NMR của 

hợp chất XK4N17.1) 
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Hình 3.27. Dữ liệu phổ 13C-NMR của hợp chất XK4N17.1 

Phổ HMBC cho thấy sự tương tác của proton H-1’ với carbon C-1 và C=O, 

proton H-2’ với carbon C-1 và C=O, proton H-4’ với carbon C=O cho phép gắn 

nhóm =O vào vị trí C-3’, các tương tác proton H-4’ với C=O, C-5’, C-6’ và C-7’ 

cho phép xác định chuỗi liên kết từ C=O tới C-7’. 

 

Hình 3.28. Dữ liệu phổ HMBC của hợp chất XK4N17.1 
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Từ các dữ liệu phổ 1D, 2D – NMR kết hợp với tài liệu tham khảo có thể kết 

luận hợp chất XK4N 17.1 là hợp chất 4-hydroxysattabacin [114], [108] 

3.3.3.3. Hợp chất XK4N5.5: Oxindole  

 

 

Hình 3.29. Cấu trúc hợp chất XK4N5.5 

Hợp chất XK4N5.5 thu được dưới dạng chất rắn vô định hình màu nâu. Có 

công thức phân tử C8H7NO (M=133). 

1H-NMR (600 MHz, Acetone-d6):  9,28 (1H, s, NH), 7,21 (1H, d, J = 7,2 

Hz, H-7), 7,17 (1H, td, J = 7,8; 1,2 Hz, H-6), 6,94 (1H, td, J = 7,8; 1,2 Hz, H-5), 

6,88 (1H, d, J = 7,2 Hz, H-4), 3,43 (2H, s, H-3). 

13C-NMR (150 MHz, Acetone-d6):  206,1 (C-2), 142,6 (C-7a) 128,4 (C-4), 

125,3 (C-3a), 124,5 (C-6) (122,2 C-5), 109,9 (C-7), 30,5 (C-3). 

Dữ liệu phổ 1H-NMR của hợp chất XK4N 5.5 cho thấy sự xuất hiện của 7 tín 

hiệu proton trong đó xuất hiện tín hiệu trong vùng trường thấp tại  9,28 (1H, s) gợi 

ý sự xuất hiện của proton gắn với N, xuất hiện 4 tín hiệu proton thơm trong khoảng 

6,5 – 7,5 ppm, 1 tín hiệu proton methylenene tại 3,43 (2H, s). Phụ lục 11.1: Phổ dãn 

1H-NMR của hợp chất XK4N5.5) 
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Hình 3.30. Dữ liệu phổ 1H-NMR của hợp chất XK4N5.5 

Dữ liệu phổ 13C-NMR và DEPT cũng cho thấy sự xuất hiện của 6 carbon vòng 

thơm trong khoảng 110 – 145 ppm, 1 tín hiệu carbon methylen tại 30,5 ppm. Ngoài 

ra phổ 13C-NMR và DEPT còn cho thấy sự xuất hiện của 1 carbon carbonyl tại  

206,1 ppm. (Phụ lục 11.2: Phổ dãn 13C-NMR của hợp chất XK4N5.5) 

 

Hình 3.31. Dữ liệu phổ 13C-NMR của hợp chất XK4N5.5 
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Từ các dữ liệu phổ kết hợp với tài liệu tham khảo, kết luận được hợp chất XK4N 

5.5 là Oxindole [218].  

Bảng 3.9. Tính chất các hợp chất phân lập được 

TT Phân đoạn Tên chất 
Công thức 

hóa học 

Hoạt tính 

sinh học 
TLTK 

1.  XK4N13.1 
p-

hydroxybenzadehyde 
C7H6O2 

Kháng khuẩn, 

kháng nấm, 

chống ôxy hóa 

[32],[205] 

2.  XK4N17.1 4-hydroxysattabacin C13H18O3 

Kháng khuẩn, 

kháng nấm, 

kháng virus 

[159] 

3.  XK4N5.5 Oxindole C8H7NO 

Kháng khuẩn, 

kháng nấm, 

chống ôxy hóa 

[101], 

[106] 

 Oxindole là nhóm chất dị vòng dẫn xuất của indole đã được Khetmalis và cs 

chứng minh có liên quan đến các hoạt tính sinh học rất phong phú như: kháng 

khuẩn, kháng nấm và chống ô xy hóa cả trong điều kiện in vivo và in vitro. Trong 

đó, hợp chất aminomethyl-3- cyclohexylthiosemicarbazone-2-indolinone có khả 

năng kháng nấm, kháng khuẩn và kháng vi-rút, trong khi hợp chất mới 1,3-dihydro-

3-hydroxy-3- [2-hydroxyimino-2-(thay thế phenyl) ethyl]-2H-indol-2-one cũng 

chứng minh khả năng kháng khuẩn và có nhiều tiềm năng kháng nấm [106]. 

Oxindole cũng đã được công bố tách chiết từ nhiều vi sinh vật như Streptomyces 

sp., Pseudomonas sp. và từ xạ khuẩn biển và đều thể hiện hoạt tính kháng ung thư, 

kháng khuẩn và kháng nấm [183]. 

 4-hydroxysattabacin thuộc nhóm chất peptide đã được Pinzon và cs cũng 

công bố thể hiện hoạt tính đối kháng nấm F. oxysporum  f. sp. dianthi, 

Colletotrichum gloeosporoides C26 được phân lập từ vi khuẩn B. cereus RKHC-09 

[159].  

 Điều này cho thấy chủng xạ khuẩn VNUA116 có tiềm năng ứng dụng trong 

sản xuất chế phẩm vi sinh kháng nấm khi đã tách chiết, phân lập được 3 chất p-

hydroxybenzadehyde, 4-hydroxysattabacin và Oxindole là những chất đã có nhiều 

công bố về các đặc tính sinh học như kháng khuẩn, chống oxy hóa và đặc biệt là 

hoạt tính kháng nấm Foc. 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H7NO
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3.4. Phân tích đặc tính di truyền hệ gen chủng xạ khuẩn VNUA116. 

3.4.1. Giải trình tự hệ gen chủng xạ khuẩn VNUA116. 

Trong nghiên cứu này 2 nền tảng được sử dụng để giải trình tự hệ gen gồm nền 

tảng PacBio - là một phương pháp giải trình tự đoạn dài- kết hợp với nền tảng 

DNBSEQ- giải trình tự đoạn ngắn. Việc kết hợp hai nền tảng giải trình tự sẽ cùng 

lúc có được hai ưu điểm quan trọng và bù trừ lẫn nhau đó là dễ lắp ráp (đối với giải 

trình tự đoạn dài như PacBio) và chính xác (đối với giải trình tự đoạn ngắn 

DNBSEQ). Chính vì vậy, việc kết hợp hai nền tảng sẽ là cơ sở cho công tác lắp ráp, 

hình thành được một hệ gen hoàn chỉnh, ít lỗi cho phép khám phá hệ gen của chủng 

xạ khuẩn VNUA116 được toàn diện hơn về cấu trúc gen và đặc điểm sinh hóa của 

xạ khuẩn. Sự kết hợp này không chỉ tối ưu hóa việc phát hiện các gen và các vùng 

lặp lại khó xác định mà còn đẩy mạnh khả năng khám phá các sản phẩm thứ cấp có 

giá trị từ xạ khuẩn.  

Bảng 3.10. Thông số hệ gen chủng xạ khuẩn VNUA116 theo nền tảng DNBSEQ 

Kích thước 

chèn vào 

(bp) 

Chiều dài 

đoạn đọc 

(bp) 

Kích thước 

dữ liệu thô 

(Mb) 

Tổng các 

trình tự 

(read) 

Dữ liệu sạch sau khi lọc 

(Mb) 

350 (150:150) 1.314 8.764.210 1.311 (157X) 

Kết quả Bảng 3.10 cho thấy chủng xạ khuẩn VNUA116 có số trình tự (read) 

đạt 8.764.210, kích thước trình tự giải được là 1.311 Mb, với số lần che phủ đạt khá 

cao 157X. Với số lần che phủ đạt được này, khả năng lắp ráp để hình thành bộ 

genome hoàn chỉnh và ít bị lỗi của chủng xạ khuẩn VNUA116 là hoàn toàn có cơ 

sở. 

 Trên nền tảng PacBio, do các subreads có kích thước nhỏ hơn 1000 bp đã bị 

lọc và loại bỏ nên trình tự nhỏ nhất của subread là 1000 bp. Kết quả trên Bảng 3.11 

cho thấy số trình tự (Subreads) của chủng xạ khuẩn VNUA116 là 421.729, số lượng 

base đạt 3.644.571.672, chiều dài lớn nhất của một subread là 167.462 bp, chiều dài 

trung bình của Subreads (bp) đạt 8.641. Kết quả trên chứng tỏ các đoạn trình tự giải 

được có kích thước rất lớn, chất lượng tốt. Đây là điều kiện tiên quyết, thuận lợi cho 

công tác lắp ráp để hình thành một bộ genome hoàn chỉnh. 
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Bảng 3.11. Thông số hệ gen chủng xạ khuẩn VNUA116 theo nền tảng PacBio 

Số 

lượng 

ZWM 

Số lượng 

Subreads 

Tổng số bazo 

trong các 

Subreads 

(bp) 

Chiều 

dài trung 

bình của 

Subreads 

(bp) 

Giá trị 

N50 

của 

Subrea

ds 

(bp) 

Giá trị 

N90 

của 

Subre

ads 

(bp) 

Chiều 

dài lớn 

nhất 

của 

Subrea

ds (bp) 

Chiều 

dài 

nhỏ 

nhất 

của 

Subre

ads 

(bp) 

59.911 421.729 3.644.571.672 8.641 9.332 6.120 167.462 1.000 

Dựa vào dữ liệu từ hai nền tảng giải trình tự, tiến hành lắp ráp hệ gen chủng 

xạ khuẩn VNUA116. Trình tự sau khi lắp ráp và chỉnh sửa lỗi được phân tích bằng 

phần mềm Circos. Kết quả cho thấy đã lắp ráp thành công bộ genome của chủng xạ 

khuẩn VNUA116 hình thành được một bản đồ khép vòng (Hình 3.32).  

 

 

Hình 3.32. Bản đồ hệ gen  chủng xạ khuẩn VNUA116 

Từ ngoài vào: Vòng 1 chú thích kích thước hệ gen; vòng 2 và 3 chứa CDS được dự 

đoán theo chiều dương (plus) và chiều âm (minus). Vòng 4 là các rRNA và tRNA; 

vòng 5 biểu thị giá trị G+; vòng 6 biểu thị giá trị độ lệch GC (GC skew) 
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Kết quả lắp ghép de novo và chú giải hệ gen cho thấy hệ gen của chủng xạ 

khuẩn VNUA116 dạng khép vòng, kích thước là 8,306,919 bp, hàm lượng GC đạt 

72,49%. Tổng số có 144 RNA trong đó có 21 rRNA, 71 tRNA và 52 sRNA. Trong 

đó, tổng số trình tự gen mã hóa protein (CDS) là 7.172. Kết quả đánh giá độ hoàn 

thiện của hệ gen bởi công cụ CheckM cho thấy hệ gen có độ hoàn thiện đạt 99.62% 

(Accesstion ASM3052024v1) [155]. Các kết quả đã công bố về trình tự hoàn chỉnh 

và dự đoán bộ gen của các chủng Streptomyces, tỷ lệ % GC dao động từ 66 – 74% 

[84], [167]. Như vậy, tỷ lệ GC của chủng xạ khuẩn VNUA116 là 72.49% là đặc 

trưng với Streptomyces và phù hợp với các công bố trước đó. Toàn bộ trình tự hệ 

gen và dữ liệu liên quan của chủng xạ khuẩn VNUA116 đã được lưu trữ tại 

GenBank (số đăng ký CP130487) và Sequence Read Archive (SRR25317685 và 

SRR25317686). 

3.4.2. Phân tích đặc điểm di truyền hệ gen chủng xạ khuẩn VNUA116. 

Sử dụng công cụ GenMark để dự đoán gen của chủng xạ khuẩn VNUA116. 

Kết quả Bảng 3.12 thu được là 7.172 gen. Các ứng dụng RNAmmer, tRNAscan-SE 

và Rfam được sử dụng để dự đoán và cho kết quả hệ gen VNUA116 có 21 rRNA, 

71 tRNA và 52 sRNA. 

Bảng 3.12. Đặc điểm hệ gen chủng xạ khuẩn VNUA116 

Đặc điểm VNUA116 

Kích thước hệ gen (bp) 

Số lượng đoạn ghép 

Cấu trúc nhiễm sắc thể 

Số lượng gen 

Hàm lượng G+C (%) 

Số lượng gen mã hóa protein (CDS)  

Số lượng rRNA  

Số lượng tRNA  

Số lượng sRNA 

8.306.919 

1 

Khép vòng 

7.172 

72,49 

7.172 

21 

71 

52 
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3.4.2.1. Phân nhóm các gen chức năng trong hệ gen chủng xạ khuẩn VNUA116. 

Số liệu thống kê Hình 3.33 cho thấy kết quả phân tích bản thể luận (Gene 

Ontology - GO) của chủng xạ khuẩn VNUA116 được phân thành ba nhóm 

chính dựa trên chức năng bao gồm: (1) 1.067 gen mã hóa liên quan đến thành 

phần tế bào, vị trí trong tế bào (cellular component – CC); (2) 4.857 gen liên 

quan đến chức năng phân tử (molecular function – MF); và (3) 6.047 gen liên 

quan đến chu trình sinh học (biological process- BP).  

 

Hình 3.33. Phân loại các nhóm gen chức năng của hệ gen chủng xạ khuẩn 

VNUA116 trên kết quả chú thích GO 

Các gen mã hoá protein chức năng là chỉ tiêu đầu tiên để đánh giá đặc điểm 

di truyền hệ gen xạ khuẩn. Chủng xạ khuẩn VNUA116 có số lượng gen mã hóa 
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protein (CDS) là 7.172 gen. Sử dụng phần mềm Blast2GO cho phép chú thích chức 

năng và phân tích trình tự gen hoặc protein, chúng tôi đã tiến hành so sánh trình tự 

gen của chủng xạ khuẩn VNUA116 với CSDL và xác định được mức độ tương 

đồng. Kết quả thống kê Hình 3.34 cho thấy, trong 7.172 gen trong hệ genome của 

chủng xạ khuẩn VNUA116, có 6394 gen đã được định danh dựa trên CSDL 

InterProScan. Trong số gen được định danh đó, có 3879 protein đã có chú thích về 

bản thể luận gen (GO). Như vậy, vẫn còn 778 gen trong hệ gen của chủng xạ khuẩn 

VNUA116 chưa được định danh. Đây là những cơ sở dữ liệu tiềm năng cần khai 

thác trong khám phá các con đường trao đổi chất, các cơ chế sản xuất kháng sinh 

mới của chủng xạ khuẩn VNUA116. 

 

Hình 3.34. Số lượng protein được định danh của chủng xạ khuẩn VNUA116 so 

sánh với cơ sở dữ liệu của InterProScan 

Cơ sở dữ liệu các cụm gen tương đồng (Cluster of orthologous groups -

COG) [186] của các protein chủng xạ khuẩn VNUA116 đã được sử dụng để xác 

định đặc trưng các gen mã hóa protein (CDSs). Tổng cộng có 7.172 gen đã được so 

sánh với cơ sở dữ liệu COG và được chia thành 4 nhóm chức năng chính: (1) 

cellular – chức năng tế bào- chức năng liên quan đến phân chia tế bào, vận chuyển 

chất, và tổ chức tế bào; (2) Information- thông tin và xử lý thông tin- chức năng liên 

quan đến quá trình sao chép DNA, sửa chữa DNA, dịch mã, và các quá trình liên 

quan đến RNA và protein; (3) Metabolism- trao đổi chất- chức năng liên quan đến 
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quá trình trao đổi chất như chuyển hóa carbon, nitơ, axit amin, và nucleotide; và (4) 

Poorly- chức năng chưa xác định- các protein chưa có chức năng xác định rõ ràng 

nhưng được xác định thuộc một nhóm nhờ tính tương đồng về cấu trúc hoặc trình 

tự. 

Chi tiết về phân loại chức năng COG của chủng xạ khuẩn VNUA116 được 

phân vào 24 danh mục. Trong đó, 5 loại chức năng có số lượng gen mã hóa lớn nhất 

là “phiên mã” (683 gen), tiếp theo là “vận chuyển axit amin và trao đổi chất” (458 

gen), “vận chuyển coenzyme và trao đổi chất” (411 gen), “vận chuyển lipit và trao 

đổi chất” (410 gen) và hai nhóm “cơ chế truyền tín hiệu” và “vận chuyển và chuyển 

hóa carbohydrate” đều có 395 gen (Hình 3.35). 

 

Hình 3.35. Phân loại các nhóm gen chức năng của hệ gen chủng xạ khuẩn 

VNUA116 trên cơ sở dữ liệu COG 

Cơ sở dữ liệu Cluster of Orthologous Groups (COG) của các protein là một 

nguồn tài nguyên quan trọng trong nghiên cứu sinh học phân tử và tin sinh học. 
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COG giúp xác định chức năng và vai trò của các protein dựa trên sự bảo tồn tiến 

hóa. Việc phân tích các nhóm COG cung cấp cái nhìn sâu sắc về các quá trình sinh 

học và chức năng của các gen, hỗ trợ việc nghiên cứu gen, protein và quá trình tiến 

hóa [186]. 

3.4.2.2. Phân nhóm enzyme trong hệ gen chủng xạ khuẩn VNUA116. 

Enzyme đóng một vai trò quan trọng trong hoạt động trao đổi chất, sinh 

trưởng của xạ khuẩn. Vì vậy, việc phân tích hệ enzyme hoạt động sử dụng công cụ 

CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes) để chú thích và phân loại các enzyme tham 

gia vào chuyển hóa carbohydrate. CAZy tập trung vào các enzyme như 

glycosyltransferase, glycoside hydrolase, polysaccharide lyase, carbohydrate 

esterase và các carbohydrate-binding module.  

Bảng 3.13. Số lượng các nhóm gen CAZyme của chủng xạ khuẩn VNUA116 

(theo CAZy database) 

Chức năng các 

CAZyme 

Số lượng 

gen 
Họ CAZyme 

Glycoside Hydrolase 77 

GH18 (4), GH19 (1), GH92 (1), GH13 (4), 

GH1 (1), GH101 (1), GH109 (1), GH113 

(1), GH114 (2), GH13 (5), GH135 (1), 

GH15 (2), GH171 (1), GH176 (1), GH178 

(9), GH20 (3), GH23 (2), GH25 (2), GH3 

(2), GH31 (1), GH33 (1), GH38 (1), GH39 

(2), GH4 (2), GH47 (1), GH5 (2), GH55 

(1), GH6 (1), GH63 (1), GH65 (2), GH77 

(1), GH84 (1), GH85 (1), GH89 (2), GH92 

(2), GHnc (10) 

Carbohydrate-Binding 

Module 
63 

CBM12(1), CBM13(12), CBM2 (2), 

CBM32 (2), CBM35 (1), CBM48 (4), 

CBM5 (1), BM50 (1), BM32 (2), BM50 

(1) 

Glycosyl Transferase 2 

GT1 (5), GT11 (4), GT2 (20), GT20 (1), 

GT28 (2), GT35 (1), GT39 (1), GT4 (15), 

GT51 (6), GT81 (1), GT83 (2), GT87 (2), 

GTnc (4) 

Carbohydrate Esterase 7 CE14 (2), CE4 (3), CE9 (1), Cenc 

Auxiliary Activity 3 AA10 (3) 

Polysaccharide Lyase 28 PL8 (1), PLnc (1) 
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Kết quả Bảng 3.13 cho thấy, số lượng CAZyme được dự đoán của chủng xạ 

khuẩn VNUA116 là 180 enzyme. Nhóm có số lượng enzyme dự đoán nhiều nhất là 

GH (Glycoside Hydrolase) (77 enzyme), tiếp theo là nhóm GT (Glycosyl 

Transferase) (63 enzyme), CBM (Carbohydrate-Binding Module) (28 enzyme). Các 

nhóm có số lượng enzyme dự đoán thấp hơn gồm có CE (Carbohydrate Esterase) (7 

enzyme), AA (Auxiliay Activitie) (3 enzyme), PL (Polysaccharide Lyase) (2 

enzyme). Các CAZymes được tìm thấy trong tất cả các sinh vật sống và chiếm 

khoảng 1-3% số lượng gen [93]. Quá trình sinh tổng hợp disaccharides, 

oligosaccharides và polysaccharides liên quan đến hoạt động của hàng trăm 

glycosyltransferases (GTs) khác nhau (EC 2.4.x.y). Các enzyme này xúc tác quá 

trình chuyển các gốc đường từ các phân tử chất cho đã được kích hoạt sang các 

phân tử chất nhận cụ thể, từ đó hình thành các liên kết glycosid. Các enzyme GH, 

CBM và GT chịu trách nhiệm tổng hợp (trong thực vật) và phân hủy (trong vi sinh 

vật) các hợp chất carbohydrate của thành tế bào. Các enzyme disaccharides, 

oligosaccharides và polysaccharides không chỉ đóng vai trò như nguồn dự trữ năng 

lượng và cấu trúc mà còn tham gia vào các quá trình nhận dạng tế bào cả bên trong 

và bên ngoài [93]. Điều này cho thấy sự quan trọng của chúng trong nhiều chức 

năng sinh học và ứng dụng công nghiệp. Vì vậy, việc chú thích các enzyme trong hệ 

gen xạ khuẩn giúp các nhà khoa học hiểu rõ hơn về chức năng và cơ chế của các 

enzyme, đồng thời hỗ trợ nghiên cứu về sinh hóa, cung cấp thông tin về chức năng 

và cơ chế hoạt động của các enzyme. 

Thành tế bào nấm chủ yếu được cấu tạo từ polysaccharide, chiếm 80-90% 

trọng lượng khô của chúng. CAZymes là các enzyme quan trọng nhất trong việc 

phân hủy polysaccharide. Các gen chức năng mã hóa CAZymes tham gia vào quá 

trình phân hủy thành tế bào nấm. Phân tích CAZymes cho thấy rằng bộ gen của 

chủng xạ khuẩn VNUA116 chứa 180 CAZymes, chiếm 2,51% tổng số gen (Hình 

3.36 A). Trong hầu hết các bộ gen của vi khuẩn, CAZymes thường chiếm ít hơn 2% 

tổng số gen [131]. Bộ gen của chủng xạ khuẩn VNUA116 có tỷ lệ CAZymes cao, 

cho thấy tiềm năng mạnh mẽ của nó trong việc phân hủy thành tế bào nấm. Cụ thể, 
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nhóm GH của CAZymes trong bộ gen của chủng xạ khuẩn VNUA116 chứa 11 gen 

chitinase và 01 gen β-1,3-glucanase (Hình 3.36 B). Đồng thời, kết quả định lượng 

khả năng sinh các enzyme chitinase và β-1.3-glucanase của chủng xạ khuẩn 

VNUA116 lần lượt là 21,22 ± 2,15 và 52,06 ± 1,25 U/ml tương đương với chủng 

SCA4-21T thể hiện hoạt tính chitinase và β-1,3-glucanase ở mức cao lần lượt là 

22,42 và 50,44 U/ml [165].  

 

Hình 3.36. Phân tích các CAZyme của chủng xạ khuẩn VNUA116 

(A) Số lượng các CAZyme; (B) Số lượng các enzyme có khả năng phân hủy thành tế 

bào nấm 

Cơ chế kháng nấm của chủng xạ khuẩn VNUA116 được dự đoán có thể liên 

quan đến khả năng sản xuất enzyme thủy phân bao gồm β-1,3-glucanase và 

chitinase. Các enzyme tác động vào các thành phần cấu trúc chính của thành tế bào 

nấm như β-glucan, chitin từ đó phá hủy thành tế bào nấm và rò rỉ của tế bào, ức chế 

sự phát triển của nấm gây bệnh thực vật [90]. Các báo cáo tương tự cũng cho thấy 

Streptomyces cavourensis SY224 ngăn chặn sự lây nhiễm của nấm Colletotrichum 

gloeosporioides nhờ khả năng sinh các enzyme thủy phân [117]. Hoạt tính kháng 

nấm của Trichoderma harzianum QTYC77 chống lại F. oxysporum f. sp. 

cucumerinum có liên quan đến khả năng sinh chitinase và β-1,3-glucanase [217]. 

Hay dịch nuôi cấy của Streptomyces violaceusniger MTCC 3959 thể hiện nhiều 

hoạt tính kháng nấm chống lại cả nấm thối trắng và thối nâu thông qua khả năng 

sinh chitinase và β-1,3-glucanase [146]. Anitha và cs (2009) cũng công bố rằng 

chitinase từ Streptomyces griseus có thể ức chế các tác nhân gây bệnh thực vật 
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trong đất như Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Rhizoctonia solani và 

Fusarium solani [23]. Chitinase và β-1,3-glucanase do Streptomyces cavourensis 

SY224 sản xuất có khả năng đối kháng bệnh thán thư trên cây ớt [117]. Với các kết 

quả định tính, định lượng xác định khả năng sinh các enzyme như amylase, 

protease, cellulase… có thể thấy rằng khả năng sinh các enzyme đặc biệt là β-1,3-

glucanase và chitinase của chủng Streptomyces lilacinus VNUA116 được dự đoán 

liên quan đến khả năng đối kháng với nấm gây bệnh thực vật, đặc biệt là nấm Foc 

TR4. 

3.4.3. Các cụm gen sinh tổng hợp hợp chất thứ cấp của chủng xạ khuẩn 

VNUA116.  

Bằng công cụ AntiSMASH, tiến hành phân tích các cụm gen sinh tổng hợp 

hợp chất thứ cấp (smBGC) của hệ gen chủng VNUA116. Kết quả cho thấy có 44 

cụm gen (BGC) mã hoá sinh tổng hợp nhiều nhóm hợp chất thứ cấp, peptide như: 

Non-ribosomal Peptide Synthetase Gen Clusters (NRPS), Polyketide synthase, 

terpene, kháng khuẩn, melanin, hợp chất kháng nấm, siderophore, geosmin, 

carotenoid, osmolyte và terpenes… trong đó mã hóa cho nhiều hợp chất có tính 

kháng, kháng sinh như: mitomycin, qinichelins, griseobactin, telomycin (Phụ lục 

12). 

Cụm 6 
 

Cụm 9 
 

Cụm 15 
 

Cụm 27 
 

Hình 3.37. Các cụm gen sinh tổng hợp có tỷ lệ tương đồng với các cụm gen đã 

biết trên 90% 

Hình 3.37 cho thấy, cụm gen 6 của chủng xạ khuẩn VNUA116 tương đồng ở 

mức 100% với cụm gen mã hoá cho PKS-T1 của Streptomyces sp. S816 (NCBI 

GenBank: QQVZ01000001.1). Đây là cụm gen mã hoá cho các gen tham gia vào 
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quá trình sản xuất pentamycin, là một chất thuộc nhóm polyene có tính kháng 

khuẩn, kháng nấm đã được Zhou và cs công bố năm 2019 [220]. Cụm gen 9 tương 

đồng ở mức 100% với cụm gen mã hoá cho NRPS của Streptomyces sp. (NCBI 

GenBank: MT149901.1), chịu trách nhiệm sản xuất antipain- chất ức chế các 

enzyme protease serine và cysteine. Cụm gen 15 tương đồng ở mức 100% với cụm 

gen mã hoá cho polyketide từ Streptomyces sp., tham gia vào quá trình sinh tổng 

hợp các hợp chất sinh học như ectoine. Cụm gen 27 tương đồng ở mức 90% với 

cụm gen mã hoá cho marineosin A/ marineosin B của chủng Streptomyces sp. 

CNQ-617 (NCBI GenBank: KF711829.1). Các cụm gen có độ tương đồng > 80% 

bao gồm ectoine, geosmin, desferrioxamine E, sapB, xantholipin. Điều này phù hợp 

với các nghiên cứu trước đây chứng minh cụm gen xantholipi, ectoine, geosmin và 

sapB có độ bảo thủ cao trong chi Streptomyces [201]. Bên cạnh các gen mã hóa cho 

các chất chuyển hóa có mức độ tương đồng cao (> 90%) thì còn lại rất nhiều cụm 

gen mã hóa cho các hợp thứ cấp có mức độ tương đồng dưới 20% như dudomycin 

A (8%), hexacosalactone A (13%), hedamycin (9%), legonindolizidine A6 (12%), 

sarasinoside (18%), kendomycin B (9%), actonamycin (3%). Điều này cho thấy, bộ 

gen chủng xạ khuẩn VNUA116 có tiềm năng trong khai thác các chất chuyển hóa 

thứ cấp mới. Những kết quả này gợi ý rằng chủng xạ khuẩn VNUA116 có khả năng 

tạo ra các hợp chất hợp chất mới và được dự đoán là rất đa dạng. Vì vậy, chủng xạ 

khuẩn VNUA116 mang 44 cụm gen (BGC) mã hoá sinh tổng hợp nhiều chất kháng 

sinh, khả năng sinh siderophore và các enzyme (chitinase, β-1,3-glucanase)… cũng 

có thể góp phần giải thích được vì sao chủng này có khả năng kháng nấm Foc TR4. 

3.4.4. Tìm kiếm con đường liên quan đến sinh tổng hợp hoạt chất kháng nấm 

của chủng xạ khuẩn VNUA116. 

3.4.4.1. Con đường sinh tổng hợp hoạt chất kháng nấm của chủng xạ khuẩn 

VNUA116. 

Xạ khuẩn. Streptomyces đầu tiên được giải trình tự toàn bộ bộ gen – với các hợp 

chất hoạt tính sinh học quan trọng được tạo ra từ chất chuyển hóa thứ cấp – chính là 

Streptomyces coelicolor. Việc khai thác hệ gen của chủng S. coelicolor A3(2) đã chỉ ra 



 

135 

 

rằng ngoài 5 hợp chất đã biết, chủng S. coelicolor A3(2) có thể tạo ra khoảng 20 hợp 

chất khác nhau [36]. Công bố của Bentley và cs cũng cho thấy nhóm xạ khuẩn này vẫn 

là nguồn phát hiện của các chất chuyển hóa mới có hoạt tính sinh học. Nghiên cứu 

khác nhau của Becerril và cs năm 2018 cho thấy sự tồn tại của các gen ở trạng thái im 

lặng trong những điều kiện nhất định chính là những khoảng trống còn thiếu trong việc 

tìm kiếm các sản phẩm tự nhiên mới [31]. 

Một số cụm gen được dự đoán liên quan đến sinh tổng hợp hoạt chất kháng nấm 

của chủng xạ khuẩn VNUA116 bao gồm 7 cụm gen: cụm gen 3 (Sarasinoside), 6 

(pentamycin), 14 (peucechelin), 29 (Guanipiperazine A guanipiperazine B), 34 

(griseobactin), 35 (Toxoflavin/fervenulin) 41 (niphimycins C-E). Các hợp chất này 

thuộc nhiều nhóm chất hóa học khác nhau: triterpene glycoside, polyene macrolide, 

peptide, alkaloid piperazine, alkaloid dị vòng… điều này cho thấy khả năng sinh tổng 

hợp hoạt chất kháng nấm của chủng xạ khuẩn VNUA116 rất phong phú. 

Trong 7 chất kháng nấm được dự đoán này, tiến hành phân tích mô phỏng các 

cụm gen mã hóa 2 hợp chất là 6 (pentamycin) và cụm 41 (niphimycins C-E) đã được 

nhiều nhà khoa học công bố có khả năng kháng nấm làm cơ sở khoa học cho các giả 

thuyết cho phép giải thích được khả năng kháng nấm của chủng xạ khuẩn VNUA116 ở 

cấp độ gen. 

Bảng 3.14. Các cụm gen sinh tổng hợp chất kháng nấm được dự đoán trong hệ 

gen chủng xạ khuẩn VNUA116 

Cụm 

gen 

Kích 

thước 

(bp) 

Loại cụm 

gen 

Cụm gen tham 

chiếu 

Hoạt 

tính/Chức 

năng 

Độ 

tương 

đồng 

(%) 

Chủng tham 

chiếu 

Cụm 3 22,172 Terpene Sarasinoside 

Chống ung 

thư, kháng 

khuẩn, kháng 

nấm, chống 

viêm 

18 

uncultured 

bacterium 

ID: 77133 

https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002466/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002582/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000368/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001972/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001700/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001700/1
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Cụm 6 163,825 

T1PKS, 

transAT-

PKS-like, 

T3PKS 

Pentamycin Kháng nấm 100 

 

Streptomyces sp. 

S816  

ID: 2283197 

Cụm 

14 
48,664 

Terpene, 

NI-

siderophore 

Peucechelin 

Vận chuyển 

sắt, kháng 

khuẩn, kháng 

nấm 

25 

Streptomyces 

peucetius sub. sp. 

caesius ATCC 

27952 

ID: 316280 

Cụm 

29 
43,126 

NRPS-like, 

terpene 

Guanipiperazine 

A 

Guanipiperazine 

B 

Chống ung 

thư, kháng 

khuẩn, kháng 

nấm 

80 

Streptomyces 

chrestomyceticus 

ID: 68185 

Cụm 

34 
47,590 T1PKS Griseobactin 

Vận chuyển 

sắt, kháng 

khuẩn, kháng 

nấm 

8 

Streptomyces 

albus sub sp. 

chlorinus  

ID: 337066  

Cụm 

35 
53,133 

T1PKS, 

betalactone, 

terpene 

Toxoflavin/ferve

nulin 

Kháng 

khuẩn, kháng 

nấm, gây độc 

tế bào  

67 

Streptomyces 

hiroshimensis 

ID: 66424 

Cụm 

41 
48,037  

T1PKS, 

NRPS-like 
Niphimycin C-E Kháng nấm 22 

Streptomyces sp. 

IMB7-145 

ID: 2070498 

 

Con đường sinh tổng hợp pentamycin cụm gen 6 

Trong cụm gen 6 với chiều dài ADN là 163,825 cặp base được dự đoán mã 

hoá cho các gen trong con đường sản xuất pentamycin - chất kháng sinh thuộc nhóm 

polyene macrolide có mức độ tương đồng 100% với cụm gen tham chiếu sinh 

pentamycin từ Streptomyces sp. S816. Bên cạnh đó, cụm gen 6 cũng thể hiện độ 

tương đồng tới 100% với cụm gen sinh chất kháng nấm filipin của Streptomyces 

avermitilis MA-4680, 47% với cụm gen sinh chất kháng nấm pimaricin của 

Streptomyces avermitilis MA-4680 và các chất kháng nấm khác được so sánh với 

các mức độ tương đồng khác nhau ( Hình 3.38). 

 

https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002466/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002582/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002582/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002582/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002582/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000368/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001972/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001972/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001700/1
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Hình 3.38. Dữ liệu so sánh cụm gen 6 trên MIBiG 
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Pentamycin là một loại kháng sinh polyene- là một phân nhóm của 

macrolide- có hoạt tính kháng nấm mạnh. Cơ chế của pentamycin là tác động lên 

các sterol của màng tế bào, làm thay đổi tính chất màng tế bào, gây mất ổn định 

màng, khiến các thành phần nội bào như ion và các phân tử nhỏ thoát ra ngoài, dẫn 

đến sự phá vỡ chức năng tế bào và cuối cùng gây chết tế bào nấm. Cho đến nay, 

hơn 200 loại kháng sinh polyene macrolide đã được phân lập và xác định đặc điểm 

như rapamycin, pentamycin, nystatin, filipin và amphotericin B và hầu hết trong số 

đó được sản xuất bởi chi Streptomyces [163]. Điều này càng khẳng định rằng, 

chủng xạ khuẩn VNUA116 có khả năng kháng nấm khi cụm gen 6 có độ tương 

đồng 100% với cụm gen mã hóa pentamycin đã được công bố của chủng 

Streptomyces sp. S816.  

Con đường sinh tổng hợp Niphimycins C-E cụm gen 41 

Cụm gen 41 có kích thước 48,037 cặp base được dự đoán là cụm gen sản 

xuất niphimycins C-E- là kháng sinh thuộc nhóm guanidyl-polyol macrolide có mức 

độ tương đồng 22% với cụm gen tham chiếu sinh niphimycins C-E của chủng 

Streptomyces sp. IMB7-145. Cụm gen 41 cũng thể hiện mức độ tương đồng với 

cụm gen sinh chất kháng nấm azalomycin F3a (21%), cyphomycin (6%), eurocidin 

D/eurocidin E (17%), lasalocid (7%) và megalomicin A/megalomicin 

B/megalomicin C1/megalomicin C2 (10%) (Hình 3.39). 

https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001700/1
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Hình 3.39. Dữ liệu so sánh cụm gen 41 trên MIBiG 
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Niphimycins C-E thể hiện khả năng kháng nấm mạnh, đặc biệt chống lại các 

loại nấm gây bệnh trên thực vật. Cơ chế hoạt động của các hợp chất niphimycins 

bằng cách can thiệp vào màng tế bào nấm, có thể bằng cách liên kết với các sterol 

như ergosterol trong màng tế bào nấm, làm rối loạn cấu trúc màng và gây chết tế 

bào nấm. 

Chen và cs (2022) đã công bố niphimycin C thể hiện hoạt tính kháng nấm 

mạnh đối với Foc TR4 với giá trị 1,20 μg/mL đối với EC50  và ức chế sự phát triển 

sợi nấm và sự nảy mầm bào tử của Foc TR4. Đồng thời, niphimycin C gây ra sự 

mất chức năng của ty thể từ đó gây rối loạn chuyển hóa của tế bào nấm Foc TR4 

[48]. Kim và cs (2013) công bố Niphimycin thể hiện hoạt tính kháng nấm phổ rộng 

chống lại Alternaria mali, Aspergillus oryzae, Colletotrichum coccodes, 

Colletotrichum gloeosporioides, Cercospora canescens, Cylindrocarpon 

destructans, F. oxysporum  f. sp. cucumerinum, F. oxysporum  f. sp. lycopersici và 

Rhizoctonia solani ở nồng độ từ 8 đến 64 µg/ml thông qua cơ chế phá vỡ màng tế 

bào các loại nấm [107]. 

3.4.4.2. Con đường sinh tổng hợp siderophore 

Siderophores là nhóm các hợp chất do vi sinh vật tổng hợp, có ái lực lớn với 

sắt và do vậy nó có khả năng thu hút sắt trong môi trường. Chúng đóng vai trò quan 

trọng trong việc thu nhận và vận chuyển sắt, một yếu tố thiết yếu cho sự phát triển 

của nhiều loài sinh vật bao gồm cả nấm. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng một số 

siderophores có hoạt tính kháng nấm mạnh mẽ, không chỉ nhờ việc làm cạn kiệt 

nguồn sắt mà còn có khả năng trực tiếp ảnh hưởng đến cấu trúc và chức năng của 

thành tế bào nấm [104] 

Phân tích hệ gen của chủng xạ khuẩn VNUA116 cho thấy có 2 con đường 

sinh tổng hợp siderophore bao gồm: (1) Con đường sinh tổng hợp carboxylate 

siderophore và (2) Con đường sinh tổng hợp hydroxamate siderophore (Hình 3.40) 
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Cụm 14 
 

Cụm 25 
 

Hình 3.40. Các cụm gen sinh tổng hợp NI-siderophore của hệ gen chủng xạ 

khuẩn VNUA116 

Con đường sinh tổng hợp carboxylate siderophore  

Carboxylate siderophore có vai trò quan trọng trong việc thu thập sắt từ môi 

trường cho hoạt động sống của các vi sinh vật, đặc biệt là những sinh vật sống trong 

đất hoặc những nơi có nồng độ sắt thấp. Các nhóm carboxylate tạo ra liên kết mạnh 

mẽ với sắt và cho phép vi sinh vật cạnh tranh hiệu quả trong việc hấp thụ sắt từ môi 

trường [207].  

Con đường sinh tổng hợp siderophore đầu tiên của chủng xạ khuẩn 

VNUA116 dự đoán được tìm thấy trong cụm gen 14 với chiều dài ADN là 260,763 

cặp base. Con đường sinh tổng hợp carboxylate siderophore được dự đoán có liên 

quan mật thiết tới quá trình sản xuất vibrioferrin- là siderophore được tạo ra từ các 

chủng vi khuẩn biển Vibrio parahaemolyticus - khi so sánh trong cơ sở dữ liệu 

MIBiG (Hình 3.41A). Bằng cách so sánh các cụm gen đã biết (ClusterBlast) cho 

thấy có sự tương đồng của con đường sinh tổng hợp carboxylate siderophore của 

chủng xạ khuẩn VNUA116 với các chủng Streptomyces eurocidicus CECT 3259 

(100%), Streptomyces sp. NRRL B-1677 B1677 XRG (97%), Streptomyces 

rectiverticillatus B15-08 (91%), Streptomyces hiroshimensis JCM 4586 

(78%)… (phụ lục 13.1).  

Toàn bộ con đường sinh tổng hợp carboxylate siderophore của chủng xạ 

khuẩn VNUA116 bao gồm các gen mã hóa cho các enzyme: (1) Glycosyl 

transferase (Q3V23_08630) được dự đoán tham gia vào quá trình sinh tổng hợp 

siderophore, đặc biệt trong các con đường cần sự hình thành hoặc chuyển hóa các 

hợp chất chứa nitrogen, thông qua việc chuyển nhóm amino từ glutamine để sản 

xuất các tiền chất cần thiết cho việc tổng hợp siderophore không có vai trò trực tiếp 

trong quá trình sinh tổng hợp siderophore nhưng được dự đoán có thể có liên quan 



 

142 

 

gián tiếp đến việc cung cấp tiền chất và quản lý nguồn nitơ cho tế bào; (2) 

Pyridoxal-dependent decarboxylase và pyridoxal binding domain (Q3V23_08670) 

được dự đoán có vai trò gián tiếp trong sinh tổng hợp siderophore bằng cách tạo ra 

các hợp chất chứa nitrogen, thông qua phản ứng khử carboxyl (decarboxylation) 

liên quan đến các hợp chất chứa nhóm amino của các axit amin từ đó cung cấp các 

tiền chất cần thiết cho quá trình sinh tổng hợp siderophore; (3) hai họ protein sinh 

tổng hợp siderophore IucA/IucC (Q3V23_08675, Q3V23_08685) và chất vận 

chuyển FhuF (Q3V23_08675, Q3V23_08685) có khả năng khử Fe3+ thành Fe2+ 

trong các phức hợp siderophore-ferric hydroxamate trong điều kiện môi trường 

thiếu sắt để sắt trở nên sẵn có cho các quá trình sinh học của vi sinh vật; (4) ATP-

grasp domain (Q3V23_08690) một miền protein có vai trò quan trọng trong quá 

trình sinh tổng hợp siderophore, thông qua việc sử dụng ATP để thúc đẩy các phản 

ứng hình thành liên kết trong quá trình tạo ra các hợp chất siderophore; (5) Amino 

acid permease (Q3V23_08725) được dự đoán vai trò vận chuyển các amino acid là 

các tiền chất quan trọng để tổng hợp các siderophore có thành phần từ các peptide 

hoặc nhóm chức chứa nitrogen; (6) Hydrolase, activity lipid catabolic process 

(Q3V23_08750) được dự đoán gián tiếp tham gia vào quá trình sinh tổng hợp 

siderophore thông qua việc cung cấp năng lượng dưới dạng ATP và các nguyên liệu 

quan trọng cho quá trình trao đổi chất trong tế bào. (Hình 3.41B) 
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Hình 3.41. Thông tin các gen mã hóa carboxylate siderophore của chủng xạ khuẩn VNUA116 trên AntiSMASH. 

(A)  So sánh giữa cụm gen carboxylate siderophore (các gen màu đỏ thẫm và cam) . (B) Cụm gen carboxylate siderophore 

được xác định dựa trên Pfam. (I) Cụm gen mã hóa carboxylate siderophore trên đoạn mã contig_1.14 từ trình tự toàn bộ bộ 

gen; (II) các gen mã hóa cho các enzyme tham gia vào quá trình sinh tổng hợp carboxylate siderophore. 
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Con đường sinh tổng hợp hydroxamate siderophore  

Con đường sinh tổng hợp hydroxamate siderophore được tìm thấy trong cụm 

gen 25 với chiều dài DNA là 33,223 cặp base. Con đường này chứa 6 gen được dự 

đoán sẽ tổng hợp siderophore có liên quan chặt chẽ đến desferrioxamine B/E (là 

thành phần chính tạo nên các hydroxamate siderophore và thường được tạo ra bởi 

các chủng xạ khuẩn Streptomyces [199]. Các gen này đã được tìm thấy trong chủng 

Streptomyces coelicolor A3(2), Streptomyces argillaceus và Pantoea agglomerans 

(Hình 3.42A). Bằng cách so sánh các cụm gen đã biết (KnownClusterBlast) trong 

cơ sở dữ liệu MIBiG cho thấy có sự tương đồng của con đường sinh tổng hợp 

hydroxamate siderophore với chủng Streptomyces hiroshimensis JCM 4586, 

Streptomyces rectiverticillatus B15-08 ở mức độ 100%, chủng Streptomyces 

lateritius JCM 4389 (92%), Streptomyces roseolus JCM 4411 (91%) (phụ lục 13.2). 

Toàn bộ con đường sinh tổng hợp hydroxamate siderophore của chủng xạ khuẩn 

VNUA116 bao gồm các gen: (1) một enzyme aminotransferase class-III 

(Q3V23_26895) có khả năng xúc tác cho phản ứng chuyển nhóm amin trong quá 

trình tổng hợp amino axit, các tiền chất cần thiết cho việc tổng hợp siderophore; (2) 

hai họ protein sinh tổng hợp siderophore IucA/IucC (Q3V23_26900, 

Q3V23_26910) và chất vận chuyển FhuF (Q3V23_26900, Q3V23_26910) có khả 

năng khử Fe3+ thành Fe2+ trong các phức hợp siderophore-ferric hydroxamate 

trong điều kiện môi trường thiếu sắt để sắt trở nên sẵn có cho các quá trình sinh học 

của vi sinh vật; (3) một acetyltransferase (Q3V23_26905) có vai trò quan trọng 

trong việc chuyển nhóm acetyl từ phân tử acetyl-CoA đến các phân tử đích hoặc có 

thể thêm nhóm acetyl vào các protein, từ đó điều chỉnh hoạt động của chúng; (4) 

DUF1348 -một protein chưa được biết (Q3V23_26935); (5) miền chức năng chưa 

được xác định (Q3V23_26950) và (6) một protein thuộc họ histidine phosphatase 

(Q3V23_26965) liên quan đến việc xúc tác các phản ứng thủy phân nhóm 

phosphate từ các phân tử phosphohistidine hoặc các hợp chất phosphorylated khác. 

Tuy nhiên, His_Phos_1 không trực tiếp tham gia vào quá trình sinh tổng hợp 

siderophore [179] (Hình 3.42 B). 
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Hình 3.42. Thông tin các cụm gen mã hóa hydroxamate siderophore của chủng xạ khuẩn VNUA116 trên AntiSMASH 

(A) So sánh giữa cụm gen hydroxamate siderophore (các gen màu đỏ thẫm và cam). (B) Cụm gen hydroxamate siderophore 

được xác định dựa trên Pfam. (I) Cụm gen mã hóa hydroxamate siderophore trên đoạn mã contig_1.25 từ trình tự toàn bộ bộ 

gen; (II) các gen mã hóa cho các enzyme tham gia vào quá trình sinh tổng hợp hydroxamate siderophore 
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Đồng thời, tiến hành tìm kiếm các trình tự tương đồng của các enzyme mã hóa 

trên Hình 3.42 cho thấy: đã tìm được 100% các trình tự tương đồng của các enzyme 

cần thiết trong các con đường sinh tổng hợp siderophore trong hệ gen chủng xạ khuẩn 

VNUA116. Như vậy, hệ gen chủng xạ khuẩn VNUA116 có đầy đủ các gen để tổng 

hợp được Mycobactin, Enterochelin, petrobactin, MyxochelinA/B (Hình 3.43). 

Với các kết quả tìm kiếm, khai thác hệ gen của chủng xạ khuẩn VNUA116 

cho thấy rằng: với các đoạn gen mã hóa cho việc sinh tổng hợp siderophore loại 

carboxylate và hydroxamate, chứng tỏ khả năng thu nhận sắt từ môi trường khan 

hiếm sắt của chủng này là rất mạnh mẽ. Việc sở hữu đầy đủ các enzyme cần thiết 

trong các con đường sinh tổng hợp siderophore, như non-ribosomal peptide 

synthetases (NRPSs) và các enzyme liên quan đến biến đổi nhóm chức nitrogen, 

giúp chủng này có thể tổng hợp đồng thời cả hai loại siderophore. Điều này cho 

thấy chủng xạ khuẩn VNUA116 có thể cạnh tranh hiệu quả với các vi sinh vật khác 

trong việc hấp thụ sắt, một yếu tố quan trọng cho sự sinh trưởng và phát triển. Theo 

dự đoán, chủng xạ khuẩn VNUA116 có thể sản xuất siderophore và thích nghi tốt 

hơn trong các môi trường khan hiếm vi lượng sắt. Bên cạnh đó, việc xác định được 

hàm lượng siderophore tạo thành trong dịch nuôi cấy chủng xạ khuẩn 

VNUA116cho thấy rằng khả năng sinh siderophore không chỉ được dự đoán thông 

qua các dữ liệu hệ gen mà còn biểu hiện thành kiểu hình. Kết quả này một lần nữa 

khẳng định chủng xạ khuẩn VNUA116 có tiềm năng ứng dụng trong kiểm soát vi 

sinh vật gây bệnh và tăng cường khả năng hấp thu dinh dưỡng của cây trồng. 
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Hình 3.43. Con đường sinh tổng hợp siderophore của chủng xạ khuẩn VNUA116
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Hoạt tính kháng nấm của chủng Streptomyces sp. SCA3-4 T có liên quan chặt 

chẽ đến khả năng sinh siderophore và chiết xuất của nó (terpenoid, este, axit, 

macrolide) gây ra quá trình tự hủy của tế bào Foc TR4 [167]. Khan và cs 2021 đã 

công bố các siderophore có khả năng cạnh tranh với sắt dạng (Fe³⁺) qua các thụ thể 

của các chủng xạ khuẩn sản sinh siderophore. Từ đó, góp phần quan trọng trong 

việc tăng cường khả năng chống chịu của cây trồng và giảm thiểu nguy cơ mắc 

bệnh của thực vật. Đồng thời, công bố cũng cho thấy chủng Brevibacillus brevis 

GZDF3 có hoạt tính kháng mạnh đối với nấm Candida albicans thông qua việc sản 

xuất siderophore [104]. Tuy nhiên, một công bố khác của Cao và cs 2005 cũng 

chứng minh xạ khuẩn Streptomyces S96 không thể hiện hoạt tính đối kháng với Foc 

TR4 khi được bổ sung dư sắt ferric [44].  

Việc tìm các con đường trong trình tự hệ gen của chủng xạ khuẩn 

Streptomyces lilacinus VNUA116 cho thấy chủng này có khả năng đối kháng với 

nấm gây bệnh thực vật và có ý nghĩa đặc biệt quan trọng trong nông nghiệp và bảo 

vệ thực vật. Khai thác hệ gen và phân tích các hợp chất chuyển hóa cho thấy chủng 

xạ khuẩn Streptomyces lilacinus VNUA116 có tiềm năng lớn trong việc sản xuất 

các hợp chất thứ cấp. Ngoài việc sản xuất các terpene, siderophore, các enzyme 

chitinase, β- 1,3 glycanese với cấu trúc đã biết, nhiều cụm gen sinh tổng hợp 

(BGCs) khác trong hệ gen chủng xạ khuẩn VNUA116 có độ tương đồng thấp (< 

20% hoặc không xác định), có thể mã hoá các nhóm gen sinh tổng hợp hợp chất 

mới chưa được khai thác. Kết quả này cho thấy tiềm năng của chủng xạ khuẩn 

Streptomyces lilacinus VNUA116 trong việc sinh tổng hợp các hợp chất chuyển hóa 

mới.  

Bằng cách xác định và hiểu rõ các con đường liên quan đến việc sản xuất các 

chất kháng nấm, cùng với những kết quả thực nghiệm trong phòng thí nghiệm như 

khả năng kháng nấm gây bệnh thực vật phổ rộng, kháng khuẩn, sinh siderophore, 

sinh enzyme β- 1,3 glycanese... của chủng xạ khuẩn Streptomyces lilacinus 

VNUA116 sẽ là căn cứ khoa học để chứng minh tiềm năng ứng dụng của chủng xạ 

khuẩn VNUA116 trong kiểm soát bệnh héo vàng trên cây chuối do nấm Foc TR4 

gây ra. 
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KẾT LUẬN 

1. Phân lập, lựa chọn được chủng nấm Foc TR4 VCM1520 với những đặc điểm 

gây bệnh héo vàng làm chủng kiểm định trong nghiên cứu. 

2. Đã tuyển chọn, xác định đặc điểm sinh học và định danh 3 chủng xạ khuẩn 

thuộc loài Streptomyces diastatochromogenes VNUA27, Streptomyces 

decanensis VNUA30 và Streptomyces lilacinus VNUA116. Lựa chọn chủng 

Streptomyces lilacinus VNUA116 có hoạt tính đối kháng Foc TR4 

VCM1520 mạnh nhất (65%), khả năng sinh các enzyme ngoại bào cao nhất, 

khả năng sinh chất kích thích sinh trưởng thực vật (IAA) (35,5 µg/ml), khả 

năng sinh siderophore dạng hydroxamates và một số hoạt tính sinh học tiềm 

năng khác. 

3. Đã phân tách, tinh sạch và xác định cấu trúc 3 chất có tiềm năng kháng nấm 

là p-hydroxybenzadehyde, 4-hydroxysattabacin và oxindole từ dịch lên men 

xạ khuẩn Streptomyces lilacinus VNUA116. 

4. Đã giải trình tự, lắp ráp và dự đoán thành công hệ gen chủng Streptomyces 

lilacinus VNUA116: 

- Hệ gen chủng xạ khuẩn Streptomyces lilacinus VNUA116 có kích 

thước genome 8.306.919 bp, số lượng gen 7.172 gen, cấu trúc nhiễm sắc thể 

dạng khép vòng, tỷ lệ G+C đạt 72,49 %, tổng số RNA đạt 144 (trong đó có 

21 rRNA, 71 tRNA và 52 sRNA), số lượng gen mã hóa protein (CDS) là 

7.172 gen. 

- Số lượng CAZymes được dự đoán của chủng xạ khuẩn Streptomyces 

lilacinus VNUA116 là 180 enzyme. Trong đó, nhóm GH (Glycoside 

Hydrolase) (77 enzyme), nhóm GT (Glycosyl Transferase) (63 enzyme), 

nhóm CBM (Carbohydrate-Binding Module) (28 enzyme), nhóm CE 

(Carbohydrate Esterase) (7 enzyme), nhóm AA (Auxiliay Activitie) (3 

enzyme) và nhóm PL (Polysaccharide Lyase) (2 enzyme). 

- Các cụm gen sinh tổng hợp hợp chất thứ cấp (smBGC): 44 cụm gen 

mã hóa cho nhiều hợp chất có tính kháng nấm, kháng khuẩn, chống ung thư, 
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kháng kháng sinh như: pentamycin, mitomycin, qinichelins, griseobactin, 

telomycin… với mức độ tương đồng khác nhau. 

- Tìm kiếm, xác định, dự đoán thành công các con đường liên quan đến 

hoạt tính đối kháng nấm Foc TR4 VCM1520 như: khả năng sinh chất kháng 

nấm, sinh siderophore, sinh enzyme β- 1,3 glycanese, chitinase... của chủng 

xạ khuẩn Streptomyces lilacinus VNUA116.  
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KIẾN NGHỊ 

1. Nghiên cứu thêm về các hợp chất kháng nấm Foc TR4 tiềm năng từ chủng 

xạ khuẩn Streptomyces lilacinus VNUA116, đồng thời định hướng nghiên 

cứu làm rõ cơ chế di truyền và sinh hóa liên quan đến các đường tổng hợp ba 

hoạt chất đã được xác định. 

2. Nghiên cứu tối ưu hóa các điều kiện lên men quy mô công nghiệp nhằm ứng 

dụng sản xuất chế phẩm vi sinh và phân bón hữu cơ vi sinh trong phòng trừ 

bệnh héo vàng trên cây chuối. 

3. Thử nghiệm chế phẩm vi sinh kháng nấm Foc Tr4 trên mô hình trồng tại một 

số vùng trồng chuối chuyên canh miền Bắc Việt Nam (Hưng Yên, Phú 

Thọ...). 
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PHỤ LỤC 



PHỤ LỤC 1 

HÓA CHẤT SỬ DỤNG TRONG LUẬN ÁN 

 

1. Các hóa chất dùng trong nuôi cấy vi sinh vật  

Peptone, cao nấm men, glucose, sucrose, lactose, mantose, ,… đựợc cung cấp 

bởi các hãng Himedia (Ấn Độ), Biobasic (Canada), TM-Media (Ấn Độ), Sigma 

(Mỹ) …  

2. Hóa chất dùng trong sinh học phân tử  

CTAB , EDTA, Tris base NaCl, 2- mercaptoethanol, Chloroform, 

Isoamylalcohol TE, Ethanol 70%, Ethanol tuyệt đối, Đệm chạy điện di TAE, 

đệm mẫu (loading dye), dung dịch Redsafe. 

3. Hóa chất dùng trong phân lập, tách chất 

 n-Hexane, Dichloromethane, Ethyl acetate, Methanol, Acetone kỹ thuật 

(Sigma, Mỹ), Trung Quốc,  nước dùng cho HPLC điều chế (Daesung, Hàn 

Quốc), Triflouracetic acid (TFA) (Merck). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



PHỤ LỤC 2 

CÁC LOẠI MÔI TRƯỜNG SỬ DỤNG 

 

• Môi trường Gause I: tinh bột tan (10(g/L), K2HPO4 (0,5 g/L), MgSO4.7H2O (0,5 

g/L), KNO3 (0,5 g/L), NaCl (0,5 g/L), FeSO4.7H2O (0,01 g/L),  pH (7,2). 

• Môi trường Gause II: glucose (10 g/L), pepton (5 g/L), cao thịt (0,5 g/L), NaCl (5 

g/L), pH (7,2). 

• Môi trường ISP-1: trypton (5 g/L), cao nấm men (3 g/L), pH 7) 

• Môi trường ISP-2: cao nấm men (4 g/L), cao malt (10 g/L), glucose (4 g/L), pH 7,3). 

•  Môi trường ISP-3 : bột yến mạch (20 g/L), dung dịch muối vi lượng (1 ml), pH 

(7,0). 

•  Môi trường ISP-4: tinh bột tan (10 g/L), K2HPO4 (1 g/L), MgSO4.7H2O (1 g/L), 

NaCl 1(g/L), (NH4)2SO4 (2 g/L), CaCO3 (2 g/L); dung dịch muối vi lượng (1 ml), 

pH (7). 

•  Môi trường ISP-5: L-asparagin (1 g/L), glyxerin (10 g/L),  K2HPO4 (1 g/L), dung 

dịch muối vi lượng (1 ml),  pH (7). 

• Môi trường ISP-6: pepton (10 g/L), cao nấm men (1 g/L), C6H8FeNO7 (0,5 g/L), pH 

(7,0). 

• Môi trường Emerson: cao thịt bò (4 g/L), cao nấm men (1 g/L), pepton (4 g/L), 

glucose (10 g/L); NaCl-2,5; pH 7,0). 

• Môi trường Casein: tinh bột tan (10 g/L), casein (0,3 g/L), KNO3 (2 g/L), K2HPO4 

(2 g/L), NaCl (2 g/L), CaCO3 (0,02 g/L), FeSO4.7H2O (0,01 g/L), pH 7,0). 

• Môi trường A-4: glucose (10 g/L), bột đậu tương (10 g/L),  NaCl (5 g/L), CaCO3 (11 

g/L),  pH (7,0). 

• Môi trường YIM 61: bột đậu tương (20 g/L), pepton (2 g/L), glucose (20 g/L), tinh 

bột tan (5 g/L), cao nấm men (2 g/L), NaCl (4 g/L), K2HPO4 (0,5 g/L), MgSO4.7H2O 

(0,5 g/L),  CaCO3 (2 g/L), pH (7,8). 

• Môi trường YIM 301 : tinh bột tan (24 g/L), cao thịt (3 g/L), cao nấm men (5 g/L), 

pepton (3 g/L), glucose 1 (g/L). 

• Môi trường PDA (Potato Dextrose  Agar): khoai tây ( 200 g/L), dextrose (20 g/L), 

agar (20 g/L), nước cất: 1000ml. 



• Môi trường PDB (Potato Dextrose  Broth): khoai tây ( 200 g/L), dextrose (20 g/L), 

nước cất: 1000ml. 

• Môi trường WA (Water agar):  Agar (20 g/L), nước 1000ml. 

• Môi trường SDA (Sabouraud Dextrose Agar): Dextrose (40 g/L), peptone (10 g/L), 

Agar (20 g/L), nước cất (1000 ml). 

• Môi trường Czapek: Saccharose (30 g/L), NaNO₃ (3 g/L), K₂HPO₄ (1 g/L), MgSO₄ 

(0,5 g/L), KCl (0,5 g/L), FeSO₄ (0,1 g/L), Agar (20 g/L), nước (1000ml). 

 



PHỤ LỤC 3 

CÁC CẶP MỒI PCR VÀ REAL-TIME PCR SỬ DỤNG TRONG LUẬN ÁN 

 

Tên mồi Trình tự mồi Ghi chú 

27F 5’-GAGTTTGATCCTGGCTAAG-3’  

1492R 5’-AGAAAGGAGGTGATCCAGGC-3’  

ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’  

ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’  

Foc-1   5’-CAGGGGATGTATGAGGAGGCT-3’  

Foc- 2 5’-GTGACAGCGTCGTCTAGTTCC-3’  

Foc TR4-F  5’-CACGTTTAAGGTGCCATGAGAG-3’  

Foc TR4-R  5’-CGCACGCCAGGACTGCCTCGTGA-3’  



 

PHỤ LỤC 4 

ĐẶC ĐIỂM SINH HỌC CỦA CÁC CHỦNG NẤM GÂY BỆNH HÉO 

VÀNG TRÊN CÂY CHUỐI PHÂN LẬP ĐƯỢC 

 

4.1  Đặc điểm hình thái tản nấm, hình thái sợ nấm, hình thái bào tử 

Thông qua đặc điểm hình thái tản nấm (tản nấm bông xốp màu trắng hoặc màu 

tím hoặc màu tím nhạt), đặc điểm hình thái bào tử đại (bào tử cong hình lưỡi liềm, có 2-

3 vách ngăn), đặc điểm hình thái bào tử nhỏ (bào tử nhỏ hình bầu dục, không có vách 

ngăn) thì 50 chủng nấm bệnh này được xác định có đặc điểm hình thái thuộc loài 

Fusarium oxysporum.  

Bảng PL4.1 Đặc điểm hình thái của một số chủng nấm điển hình phân lập được 

Ký hiệu 

chủng 
Tản nấm 

Bào tử nhỏ, bào 

tử đại 
Hậu bào tử 

Đặc điểm tản 

nấm 

VP1(2) 

  
 

Bề mặt tản nấm 

màu trắng, rất 

bông và mịn 

VP1(5) 

   

Bề mặt tản nấm 

màu trắng, rất 

bông và mịn 

VP2(6) 

   

Bề mặt tản nấm 

màu tím nhạt, rất 

bông và mịn, dày 

đặc 

QG1R 

   

Bề mặt tản nấm 

màu trắng bám sát 

môi trường, kém 

bông xốp 



Ký hiệu 

chủng 
Tản nấm 

Bào tử nhỏ, bào 

tử đại 
Hậu bào tử 

Đặc điểm tản 

nấm 

QH2R 

   

Bề mặt tản nấm 

màu trắng, bông 

xốp, dày đặc 

QG4T 

   

Bề mặt tản nấm 

màu trắng, bông 

xốp, dày đặc 

MS1T2 

   

Bề mặt tản nấm 

màu hồng viền 

trắng, bông xốp 

BV03 

   

Bề mặt tản nấm 

màu trắng, chính 

giữa tản nấm có 

màu tím nhạt, 

bông xốp 

BV06 

  
 

Bề mặt tản nấm 

màu hồng nhạt, 

bông xốp 

VCM1520 

   

Bề mặt tản nấm 

màu tím nhạt, 

bông xốp và mịn, 

dày đặc 

HT39 

   

Bề mặt tản nấm 

màu trắng, chính 

giữa tản nấm có 

màu tím nhạt, 

bông xốp. 



Ký hiệu 

chủng 
Tản nấm 

Bào tử nhỏ, bào 

tử đại 
Hậu bào tử 

Đặc điểm tản 

nấm 

L05n 

   

Bề mặt tản nấm 

màu trắng, bông 

xốp, hơi xù xì, 

chính giữa tản 

nấm có màu vàng 

nhạt. 

TG1t 

   

Bề mặt tản nấm 

màu trắng, sợi 

bông xốp phía 

ngoài gần thành 

đĩa, chính giữa tản 

nấm có màu tím 

nhạt. 

HT10 

   

Bề mặt tản nấm 

màu trắng, sợi 

bông xốp, chính 

giữa sợi nấm có 

màu tím hồng. 

 

4.2  Đặc điểm sinh trưởng của các chủng nấm trên các môi trường khác nhau 

Đặc điểm sinh trưởng của hệ sợi nấm Fusarium có liên quan mật thiết đến khả 

năng gây bệnh nhanh hay chậm của nấm trên vật chủ hay tốc độ phát triển của sợi nấm 

có thể ảnh hưởng đến khả năng xâm nhập và lây lan của nấm bệnh trong cây chuối  

{Cannon, 2022 #347}. Vì vậy, theo dõi tốc độ sinh trưởng của các chủng nấm có thể 

biết được khả năng gây bệnh của từng chủng nấm nghiên cứu. Kết quả sau 7 ngày nuôi 

cấy, các chủng nấm sinh trưởng khác nhau rõ rệt trên các môi trường thí nghiệm thể hiện 

thông qua đường kính tản nấm cũng như hình thái tản nấm (bảng 3.4). Trên môi trường 

PDA, các chủng nấm đều sinh trưởng tốt, hệ sợi khí sinh phát triển mạnh, dày đặc, bông 

xốp, đường kính tản nấm lớn. Trên môi trường SDA mật độ hệ sợi khí sinh thưa hơn; ở 

một số chủng nấm đường kính tản nấm nhỏ hơn so với trên môi trường PDA. Khi nuôi 

cấy các chủng nấm trên môi trường Czapek, mật độ hệ sợi khí sinh thưa, phân bố không 

đều; tản nấm có phần biến dạng. Đặc biệt, trên môi trường WA (môi trường thạch nước) 

các chủng nấm vẫn có khả năng sinh trưởng nhưng hệ sợi nấm rất ít, mọc thưa thớt, bám 

sát môi trường, khó quan quan sát. Nghiên cứu cũng khẳng định nhiệt độ 30oC, pH = 5 

- 7 là điều kiện tối ưu để các chủng nấm phát triển tốt.  

Môi trường nuôi cấy 



Chủng 

nấm 
PDA SDA Czapek WA 

VP1(2) 

    

VP1(5) 

    

VP2(6) 

    

VCM1520 

    

HT39 

    

R05 

    

 

Hình PL4.1 Khả năng sinh trưởng của một số chủng nấm đại diện trên các môi 

trường khác nhau sau 7 ngày nuôi cấy. 



PHỤ LỤC 5 

CÁC TRÌNH TỰ GEN MỘT SỐ CHỦNG ĐẠI DIỆN 

 

1. Trình tự gen 16S của chủng xạ khuẩn Streptomyces lilacinus VNUA116 

GCTGTGTCCAACGAATTGAACCCCTTGCGGGGTGGATTAGTGGCGAACG

GGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGG

AAACGGGGTCTAATACCGGATACGACCACTAGGGGCATCCCTGGTGGTG

GAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGT

GGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGC

GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC

AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCC

GCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAG

AAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGC

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG

GCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGG

GCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGG

GGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG

AACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGA

GCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC

GTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCG

CAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAA

AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGC

TTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGG

AAAGCGCTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCA

TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG

AGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGG

ACTCACAGGAAACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACG

TCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCCACGTGCTACAATGGCC

GGTACAATGAACTGCCAATCCCGCAAGGTGGAACGAATTTCAAAAAGCC

GGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTTGGAGT

TGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCT



TGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCTG

TGTGGCCCAACCCAATGG 

 

 

2. Trình tự gen 16S chủng xạ khuẩn Streptomyces decanensis VNUA30 

TAAGGCATCCTAATTCGAACGCTCCCTCCCTTGCGGGTTGGGCCACCG

GCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTACAA

GGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGC

AACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAG

ACAGGCTTTTTGAGATTCGCTCCGCCTCACGGCTTCGCAGCTCATTGT

ACCTGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATGAT

GACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTC

CTGTGAGTCCCCATCACCCCGAAGGGCATGCTGGCAACACAGAACA

AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG

CTGACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGCGA

CCATCTCTGGCCGTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTC

GCGTTGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCC

CGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGG

GAACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACCGACGACGTGGAATGTCGCCAA

CACCTAGTTCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCC

TGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAATGGCCCAGA

GATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACC

GCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCACACTCTAGTCTGCCCGT

ATCGAATGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGC

GACAGACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGC

TCGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGC

TTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGT

TACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGC

TTTCGCCCATTGGGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT

GGGCCGGGTCTCAGTCCCAGGGTGGGCGGGTCGCCTTTCAGGGCG 

 



3. Trình tự gen 16S chủng xạ khuẩn Streptomyces  diastatochromogenes 

VNUA27 

CCATCCAATTCGGAACGCTCCCTCCCTTGCGGGTTGGGCCACCGGCT

TCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC

CCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCAAC

TCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACA

GGCTTTTTGAGATTCGCTCCGCCTCACGGCTTCGCAGCTCATTGTACC

TGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGAC

TTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTGT

GAGTCCCCATCACCCCGAAGGGCATGCTGGCAACACAGAACAAGGG

TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGA

CGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGCGACCAT

CTCTGGCCGTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGT

TGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGTC

AATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAA

CTTAATGCGTTAGCTGCGGCACCGACGACGTGGAATGTCGCCAACAC

CTAGTTCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGT

TCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAATGGCCCAGAGATC

CGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTA

CACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCACACTCTAGTCTGCCCGTATCG

AATGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGCGACA

GACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTCGC

GCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCT

TCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAAGGTTAC

AACCCGAAGGCCGTCATTCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTT

CCCCCATTGTGCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAATCTGGG

GCCGGGTCTCAGTCCCAGGGGGGCCG 

 

4. Trình tự gen vùng ITS chủng nấm Foc TR4 VCM1520 

ATTGTTTCCTTACCTGATCCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGGTTTA

ACGGCGTGGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGGGTTTTACTACTACG

CTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCAATTTGAGGAACGCGAATT



AACGCGAGTCCCAACACCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAAATGACGC

TCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTC

AAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAT

TTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAA

AGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGA

GTTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCT

GATCCGCCGAGGCAACAAGTGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTG

TAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAAGGATCATT

ACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCT

CGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGG

ACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATA

AATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG

AACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA

TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGCC

ATGCCTGTTCCAGCGTCATTTGAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTCA

GAACTCGC 

 

 

 

 

 

 



PHỤ LỤC 7 

1. Hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao Agilent 1100 

 

2. Hệ thống cô quay chân không thu tách dịch chiết (20L) 

 



PHỤ LỤC 8 

Sắc ký lớp mỏng  

  

(A) (B) 

Hình 8.1. TLC test hệ dung môi 

(A) bản mỏng soi đèn UV254nm, (B) bản mỏng hiện thuốc thử vanillin-sulfuric acid 

 

  

  

A B 

Hình 8.2. TLC phân đoạn XK4N 2.3 

(A) – soi đèn UV254nm, (B) – hiện màu thuốc thử vanillin-sulfuric acid 

 



  

  

  

(A) (B) 

Hình 8.3. TLC phân đoạn XK4N3.2 

(A) – soi đèn UV254nm, (B) – hiện màu thuốc thử vanillin-sulfuric acid 

 

 

 

 

 

 

 



  

(A) (B) 

Hình 8.4. TLC phân đoạn XK4N 3.3 

(A) – soi đèn UV254nm, (B) – hiện màu thuốc thử vanillin-sulfuric acid 

 



PHỤ LỤC 9 

Sắc ký đồ của một số phân đoạn đại diện 

 

1. Phân đoạn XK4N13.1 

 

Hình 10.1 Sắc ký đồ UV của một số hợp chất phân đoạn XK4N13.1 

(A) – Bước sóng 210nm, (B) – Bước sóng 230nm, (C) – Bước sóng 254nm, (D) – 

bước sóng 270nm. 

2. Phân đoạn XK4N17.1 

 

Hình 10.2 Sắc ký đồ UV của một số hợp chất phân đoạn XK4N17.1 

(A) – Bước sóng 210nm, (B) – Bước sóng 230nm, (C) – Bước sóng 254nm, (D) – 

bước sóng 270nm 

3. Phân đoạn XK4N5.5 

 

Hình 10.3 Sắc ký đồ UV của một số hợp chất phân đoạn XK4N5.5 

(A) – Bước sóng 210nm, (B) – Bước sóng 230nm, (C) – Bước sóng 254nm, (D) – 

bước sóng 270nm. 



PHỤ LỤC 10 

 

10.1 Phổ dãn 1H-NMR của hợp chất XK4N17.1 

 

 

 

 

 



10.2  Phổ dãn 13C-NMR của hợp chất XK4N17.1 

 

 

 

 

 

 

 



PHỤ LỤC 11 

11.1  Phổ dãn 1H-NMR của hợp chất XK4N5.5 

 

11.2  Phổ dãn 13C-NMR của hợp chất XK4N5.5 

 



PHỤ LỤC 12 

Các cụm gen sinh tổng hợp (biosynthetic gen clusters - BGC) các hợp chất thứ cấp của chủng xạ khuẩn VNUA116 bằng 

AntiSMASH 

Vùng gen trên hệ 

genome 
Tên vùng gen sinh tổng hợp - BGC Định danh gần nhất Định danh khác 

Tỷ lệ tương đồng 

(%) 

Vùng 1 terpene hedamycin Polyketide 9% 

Vùng 2 hglE-KS,T1PKS  

Vùng 3 terpene sarasinoside Other 18% 

Vùng 4 RiPP-like,T1PKS,hglE-KS hexacosalactone A  Other 13% 

Vùng 5 NRPS,RRE-containing, 

lanthipeptide-class-iv 
cadaside A/cadaside B  NRP 14% 

Vùng 6 T1PKS,transAT-PKS-like,T3PKS pentamycin  Polyketide 100% 

Vùng 7 hydrogen-cyanide  aborycin  RiPP 21% 

Vùng 8 T1PKS  heme D1  Other 11% 

Vùng 9 NRPS,NRPS-like,RiPP-like antipain  NRP 100% 

Vùng 10 NRPS-like  conglobatin  NRP 15% 

Vùng 11 RiPP-like  

 

Vùng 12 NRPS,T1PKS kendomycin B  Polyketide 9% 

Vùng 13 terpene  

 

Vùng 14 NI-siderophore,terpene peucechelin  NRP 25% 

https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002497/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001968/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002032/1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#hydrogen-cyanide
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002285/1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#t1pks
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000905/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002051/1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001215/1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ripp-like
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002671/1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002466/1


Vùng 15 ectoine  ectoine  Other 100% 

Vùng 16 lanthipeptide-class-iii,terpene Amfs RiPP:Lanthipeptide 80% 

Vùng 17 melanin  melanin  Other 28% 

Vùng 18 

T2PKS  

prejadomycin/rabelomycin/

gaudimycin C/gaudimycin 

D/UWM6/gaudimycin A  

Polyketide:Type II 

polyketide+Saccharide:

Hybrid/tailoring 

saccharide 

39% 

Vùng 19 hydrogen-cyanide  

 

Vùng 20 
T2PKS,RiPP-like granaticin  

Polyketide:Type II 

polyketide 
81% 

Vùng 21 lassopeptide  TVA-YJ-2  RiPP 19% 

Vùng 22 butyrolactone  methylenomycin A  Other 14% 

Vùng 23 T3PKS  vazabitide A  NRP 28% 

Vùng 24 NAPAA  

 

Vùng 25 NI-siderophore  kinamycin  Polyketide 13% 

Vùng 26 NRP-metallophore,NRPS paenibactin  NRP 83% 

Vùng 27 NRPS-like,T1PKS,prodigiosin marineosin A/marineosin B  Polyketide 90% 

Vùng 28 NAPAA,terpene hopene  Terpene 76% 

Vùng 29 
NRPS-like,terpene 

guanipiperazine A 

guanipiperazine B  

NRP 80% 

https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ectoine
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https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#hydrogen-cyanide
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https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#lassopeptide
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Vùng 30 NRPS  griseobactin  NRP 61% 

Vùng 31 LAP,NRPS-like,NRPS,lassopeptide telomestatin  RiPP 76% 

Vùng 32 terpene  

 

Vùng 33 NRP- 

metallophore,NRPS,butyrolactone 
qinichelins  NRP 88% 

Vùng 34 T1PKS  dudomycin A  NRP 8% 

Vùng 35 T1PKS,betalactone,terpene toxoflavin/fervenulin  Other 67% 

Vùng 36 terpene  legonindolizidine A6  NRP+Alkaloid 12% 

Vùng 37 crocagin  

 

Vùng 38 butyrolactone  lactonamycin  Polyketide 3% 

Vùng 39 terpene  legonindolizidine A6  NRP+Alkaloid 8% 

Vùng 40 terpene  

 

Vùng 41 T1PKS,NRPS-like niphimycins C-E  Polyketide 22% 

Vùng 41 thiopeptide,NRPS-

like,T1PKS,NRPS,NI-

siderophore,other 

mitomycin  Other:Aminocoumarin 58% 

Vùng 43 NRPS-like  telomycin  NRP 5% 

Vùng 44 lanthipeptide-class-i  nocathiacin  RiPP:Thiopeptide 4% 

https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000368/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001797/1
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PHỤ LỤC 13 

 

13.1  Dữ liệu so sánh các cụm gen đã biết (ClusterBlast) của con đường sinh tổng hợp  carboxylate siderophore cụm gen 14 

 

 

 



13.2  Dữ liệu so sánh các cụm gen đã biết (ClusterBlast) của con đường sinh tổng hợp hydroxamate  siderophore cụm gen 25 


