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TÓM TẮT
Cây cỏ năn là giống cây mọc dại phổ biến ở vùng sông nước miền Tây Nam Bộ, Việt Nam. Chúng
mọc rất nhiều và tươi tốt ở những ruộng đất bị nhiễm phènmặn. Cây cỏ mọc tự nhiên luôn tương
tác với hệ vi sinh vật nội sinh đặc thù của chúng. Tuy nhiên, cho đến nay vâñ chưa có nhiều nghiên
cứu về đối tượng này, đặc biệt là đối tượng cỏ năn ở Việt Nam.
Từ cây cỏ năn, nghiên cứu đã phân lập và làm thuần 3 chủng nấm nội sinh từ rễ. Kết quả ghi nhận
chủng nấm có khả năng phân giải P cao nhất là NR3 với hàm lượng PO4

3− là 696,74 mg/L. Cả 3
chủng đều có khả năng sinh trưởng và phát triển, tuy nhiên không nhận thấy khả năng phân giải.
Bên cạnh đó, cả 3 chủng nấm đều có khả năng tổng hợp N nhưng kết quả khá thấp. Khảo sát
khả năng sinh tổng hợp kích thích tố thực vật IAA trong môi trường PDB có/không có bổ sung L-
Tryptophan và định lượng bằng phương pháp đo quang với thuốc thử Salkowski. Kết quả ghi nhận
trongmôi trường không có bổ sung L-Tryptophan, chủng NR3 có khả năng tổng hợp IAA cao nhất
với hàm lượng IAA tổng hợp là 12,06 mg/L. Ở môi trường có bổ sung L-Tryptophan, lượng IAA sinh
ra cao hơn trong đó chủng nấm NR1 với hàm lượng IAA ngoại bào là 24,62 mg/L. Kết quả nghiên
cứu đã đưa ra những số liệu sơ khởi về khả năng sinh học của nấm nội sinh trong rễ cây cỏ năn,
tạo tiền đề cho các nghiên cứu tiếp theo.
Từ khoá: cỏ năn, nấm nội sinh, phân giải K, phân giải P, sinh tổng hợp IAA, sinh tổng hợp N

GIỚI THIỆU
Vi sinh vật nội sinh, còn gọi là endophyte, là một
nhóm vi sinh vật bao gồm cả vi khuẩn, xạ khuẩn và
nấm xâm chiếm các vị trí giữa và/hoặc nội bào của
thực vật1–3. Đối với những sinh vật này, toàn bộ hoặc
một phần vòng đời của chúng diễn ra bên trong vật
chủ mà không gây ra bất kỳ triệu chứng bệnh rõ ràng
nào. Chúng tồn tại trong tất cả các bộ phận thân, lá,
rễ, hoa, hạt và có ảnh hưởng tích cực đến sự phát triển
của cây1–3. Các vi sinh vật nội sinh được biết đến với
vai trò đẩy mạnh sự phát triển của vật chủ, chúng có
thể cải thiện khả năng chịu đựng các loại áp lực phi
sinh học và sinh học khác nhau của cây trồng, đồng
thời tăng cường sức đề kháng của cây trồng đối với
côn trùng và sâu bệnh. Chúng tạo ra các kích thích tố
thực vật và các hợp chất có hoạt tính sinh học có lợi
cho cây trồng2–4.
Hệ vi sinh vật nội sinh tham gia trực tiếp hoặc gián
tiếp vào sự tăng trưởng và phát triển của cây chủ thông
qua việc tăng cường khả năng tổng hợp N, sinh các
kích thích tố, sản xuất siderophore, hòa tan P,… 5 góp
phần giúp cây phát triển trên các vùng đất khắc nghiệt
như đất phènmặn, hạn hán kéo dài. Một số cây cỏ dại
như cây cỏ hôi, cỏ gấu, cây dền gai, … chúng có thể
phát triển rất tốt trên các vùng đất khô cằn, hạn hán

thậm chí là nhiễm phèn mặn.
Cây cỏ năn (hay còn gọi là năn bộp) có tên khoa học
là Eleochararis dulcis, thuộc họ Cói và là loại thực vật
bản địa của Châu Á, Úc và vùng nhiệt đới Châu Phi.
Loại cây này mọc nhiều ở các tỉnh miền Tây như Bạc
Liêu, Long An, Cà Mau, Sóc Trăng, … Năn bộp có
cọng suôn, tròn to cỡ chiếc đũa bếp, màu nâu non,
mọc ở những vùng ruộng sâu nhiễm phèn - nơi mà
cây trồng rất khó để phát triển. Vậy nên với mong
muốn tìm được những chủng vi sinh vật có hoạt tính
tốt để ứng dụng lại vào cây trồng, nghiên cứu đã tiến
hành phân lập và khảo sát các tiềm năng sinh học của
hệ vi sinh vật nội sinh trong cây cỏ năn.

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
NGHIÊN CỨU
Thu thập và xử lý mẫu
Mẫu cây cỏ năn được thu lấy vùng đất bị nhiễm phèn
(pH= 3-5), nhiễmmặn (0,3 – 0,8%), đất xám bạcmàu
lẫn sỏi đá tại xã Hưng Long, huyện Bình Chánh, Tp.
Hồ Chí Minh.
Mẫu sau khi thu thập được tiến hành xử lý như sau:
rửa sạch đất cát dưới vòi nướcmạnh khoảng 2-3 phút;
sau đó, dùng kéo đã lau sạch bằng cồn cắt phần rễ
nhỏ chừng 5-10 cm; tiếp tục rửa trong nước sạch vô
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trùng 2 phút, chuyển qua ngâm trong nước xà phòng
vô trùng 5 phút; kế tiếp rửa nước tiệt trùng và lau khô
bằng khăn tiệt trùng.
Mẫu sẽ được cắt thành khúc nhỏ chừng 0,5-1 cm bằng
kéo đã hấp tiệt trùng. Tiếp theo, cân 1 g mâũ cho vào
chai tiệt trùng. Sau đó, mâũ lần lượt được khử trùng
mẫu trong javel 50% trong 2 phút, H2O2 3% trong 2
phút, cồn 70% trong 2 phút và rửa lại với nước tiệt
trùng ởmỗi lần ngâm với hóa chất để tẩy rửa hóa chất
còn thừa. Để kiểm tra khả năng các vi sinh vật còn sót
lại trên bề mặt mẫu, cấy trang 100 µL nước rửa cuối
vào đĩa petri có chứa môi trường LB, ủ 28 ◦C và quan
sát trong 7 ngày. Nếu sau 24 giờ nuôi cấy các đĩa môi
trường này không có sự xuất hiện các khuẩn lạc thì
các mẫu đã khử trùng đạt yêu cầu5,6.

Phân lập nấm nội sinh
Mẫu sau khi đã khử trùng sẽ được nghiền trong falcon
15mL chứa 9mL nước cất vô trùng, dùng đũa đã khử
trùng trên ngọn lửa đèn cồn để nghiền nát mẫu. Lấy
100 µL nước nghiền mẫu cấy vào môi trường PDA có
bổ sung ampicillin (20 µg/mL), ủ 28 ◦C và quan sát
trong 10 ngày. Khi có nấm mọc, dùng tăm vô trùng
tách ra từng chủng nấm khác nhau ra các đĩa petri có
chứa môi trường PDA và ghi rõ ký hiệu. Quan sát
và mô tả các dạng nấm phát triển trên từng loại môi
trường đặc, quan sát hình dạng của dòng vi nấm phân
lập được5,6.

Quan sát hình thái
Đánh dấu ký hiệu của chủng nấm lên lam kính, sau đó
nhỏ 1 giọt nhuộm safranine lên lam kính. Tiếp theo
dùng tăm đã tiệt trùng lấy một phần nấm đặt lên trên
lam kính và đợi trong 1 phút. Sau 1 phút đậy phiến
kính lên và soi trên kính hiển vi để quan sát.

Đánh giá khả năng phân giải P
Đo vòng phân giải: Nấm được nuôi cấy trên môi
trường PDA trong 3 ngày, tiếp theo lấy 1 khoanh tròn
5 mm sinh khối nấm đặt trên môi trường NBRIP và
ủ ở nhiệt độ phòng trong 4 ngày. Cuối cùng đo bán
kính vòng phân giải P của nấm.
Chỉ số phân giải P (Phosphate Solubilazation Index -
PSI) được tính theo công thức:
PSI = d1+d2

d1
d1 là đường kính khuẩn lạc, tính bằng mm;
d2 là đường kính vùng phân giải, tính bằng mm.
Định lượng hàm lượng PO4

3+ trong mẫu bằng
phương pháp so màu xanh molypdate: Nuôi cấy nấm
trên PDA trong 3 ngày. Sau đó, lấy 1 một vòng sinh
khối nấm/xạ khuẩn có bán kính 5 mm cho vào bình
tam giác chứa 50 mL môi trường NBRIP lỏng. Tiếp

đó, dịch nuôi cấy sẽ được ly tâm 10.000 rpm trong thời
gian 10 phút. Kế tiếp, hút 1 mL dịch nổi rồi bổ sung
thêm0,2mL (NH4)6Mo7O24 2,5%, 0,1mLHNO3 1M
và 0,2 mL SnCl2 2,5% đem xử lý và so màu ở bước
sóng 880 nm. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần5.

Đánh giá khả năng phân giải K
Nấm được nuôi cấy trên môi trường PDA trong 3
ngày, tiếp theo lấy 1 khoanh tròn 5 mm sinh khối
nấm đặt trên môi trường Aleksandrov và ủ ở nhiệt
độ phòng trong 4 ngày. Cuối cùng đo bán kính vòng
phân giải (vòng sáng quanh lỗ đục)5,7.

Đánh giá khả năng sinh tổng hợp N
Nấm được nuôi cấy trên môi trường PDA trong 3
ngày, sau đó lấy 1 khoanh nấm 5 mm sinh khối nấm
hòa tan trong bình tam giác chứa 25 mL môi trường
Burk lỏng, ủ trong 2 ngày ở nhiệt độ phòng với điều
kiện lắc 150 rpm. Tiếp đến, hút 1,5 mL dịch mẫu thử
cho vào các eppendorf, ly tâm 13.000 rpm trong 10
phút. Hút 1 mL dịch nuôi vi khuẩn đã ly tâm, thêm
vào 4 mL H2O, 5 mL buffer và 5 mL thuốc thử. Sau
đó, tiến hành đoODở bước sóng 636 nm. Thí nghiệm
được lặp lại 3 lần [6].

Đánh giá khả năng sinh kích thích tố thực
vật IAA
Nấm được nuôi cấy trên môi trường PDA trong 3
ngày. Tiếp theo, lấy 1 khoanh tròn 5 mm sinh khối
nấm đặt trên 20 mL PDB lỏng có hoặc không có bổ
sung 0,1% L-Tryptophan và nuôi lắc ở nhiệt độ phòng
trong 3 ngày. Sau thời gian nuôi cấy, lấy 250 µL dịch
nuôi cấy và thêm vào đó 250 µL thuốc thử Salkowski
rồi mang đi ủ trong điều kiện tối 25 phút. Cuối cùng
mang mẫu đi ly tâm, sau đó đo ở bước sóng 530 nm.
Thí nghiệm được lặp lại 3 lần5.

KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN
Kết quả phân lập
Từ rễ cỏ năn, nghiên cứu đã phân lập được 3 chủng
nấm gồm NR1, NR2 và NR3. Nấm nội sinh phân lập
từ rễ cây năn sinh trưởng và phát triển tốt trên môi
trường PDA ở nhiệt độ phòng (Hình 1, 2 và 3).
Hiện nay vâñ chưa có nhiều công bố về nấm nội sinh
trong cây cỏ năn. Một vài nghiên cứu như vào năm
2010, một nghiên cứu đã công bố chủng vi khuẩn
Burkholderia heleia sp. nov. nội sinh trong cây cỏ năn
mọc trong vùng đất ngập bị nhiễm phèn (pH 2–4) có
khả năng cố định đạm8. Xạ khuẩn Streptomyces hu-
midus SCB0232 nội sinh trong cỏ năn sinh tổng hợp
hợp chất macrolide mới có tên concanamycin H, chất
này có khả năng đối kháng Fusarium verticillioides và
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Hình 1: Hình thái a) Đại thể, b) Vi thể của NR1

Hình 2: Hình thái a) Đại thể, b) Vi thể của NR2

Hình 3: Hình thái a) Đại thể, b) Vi thể của NR3

Phytophthora infestans với giá trị IC50 từ 32,64 đến
72,35 µg/mL9.

Kết quả đánh giá khả năng phân giải P
Khả năng phân giải P trên môi trường thạch đĩa
NBRIP được đánh giá thông qua đường kính vòng
phân giải và đường kính vòng sinh khối. Kết quả được
ghi nhận ở Bảng 1.
Kết quả cho thấy cả 3 chủng nấm đều có khả năng
sinh trưởng trên môi trường thạch NBRIP tuy nhiên
không thể hiện khả năng tạo vòng phân giải P.
Các chủng vi sinh vật sẽ chuyển P về dạng orthophos-
phate tan trong nước. Ion PO4

3− phản ứng với am-
monium molybdate với xúc tác antimony potassium
tartrate sẽ tạo phức ở môi trường acid. Để xác định
nồng độ PO4

3− phân giải, phức này bị phá vỡ bởi

Hình 4: Khả năng phân giải P

acid hình thành dạng phức màu xanh và hấp thụ ở
bước sóng 880 nm. Kết quả định lượng PO4

3− bằng
phương pháp xanh molydate cho thấy có chủng NR3
có khả năng phân giải PO4

3− cao nhất với hàm lượng
là 696,74 mg/L (Hình 4).

Kết quả đánh giá khả năng phân giải K
Kali là một trong ba dưỡng chất đa lượng cần thiết,
tham gia vào quá trình quang hợp, trao đổi chất, hoạt
hóa nhiều enzyme, chống chịu với stress sinh học và
phi sinh học. Trong đất K tồn tại ở dạng khoáng chứa
K, không hữu dụng cho cây trồng hấp thụ. Vậy nên
việc vi sinh vật nội sinh có khả năng phân giải K khó
tan sẽ giúp cho cây có thể hấp thụ được nguồn K có
sẵn trong đất.
Ở nghiên cứu này, 3 chủng nấm nội sinh sẽ được nuôi
cấy trên môi trường Aleksandrov nhằm đánh giá khả
năng phân giải K khó tan thông qua vòng phân giải
xung quanh vòng sinh trưởng. Kết quả ở Bảng 2 đã
ghi nhận tất cả các chủng nấm đều có thể phát triển
tốt tuy nhiên không ghi nhận chủng có khả năng phân
giải.

Kết quả đánh giá khả năng sinh tổng hợp N
Các chủng vi sinh vật nội sinh được cho là có khả
năng chuyển đổi khí nitơ (N2) thành ammonium (N,
NH4

+) để cây trồng có thể hấp thụ được. Các vi sinh
vật này đóng vai trò quan trọng trong việc duy trì sự
cân bằng dinh dưỡng trong môi trường và đóng góp
vào quá trình tái tạo các vùng đất nông nghiệp. Kết
quả khảo sát khả năng sinh tổng hợpNở 3 chủng nấm
khá thấp (Hình 5).

Kết quả đánh giá khả năng sinh kích thích
tố IAA
Lượng IAA trongmôi trườngnuôi cấy vi sinh vật được
xác định bằng phương pháp đo độ hấp thụ quang
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Bảng 1: Khả năng phân giải P trên NBRIP

Chủng Khả năng phát triển trên NBRIP Khả năng phân giải Đường kính vòng sinh khối (mm)

NR1 + - 13

NR2 + - 23

NR3 + - 11

Bảng 2: Khả năng phân giải K trênmôi trường Aleksandrov

Chủng Khả năng phát triển trên Aleksandrov Khả năng phân giải Đường kính vòng sinh khối (mm)

NR1 + - 14

NR2 + - 27

NR3 + - 12

Hình 5: Khả năng sinh tổng hợp N

(OD) ở bước sóng 530 nm trên máy quang phổ với
thuốc thử Salkowski. L-Tryptophan là tiền chất quan
trọng để sinh tổng hợp IAA ở vi sinh vật. Sự tương
đồng về cấu trúc β -indol acetic acid và tryptophan là
cơ sở cho giả định rằng auxin có thể được tổng hợp
từ acid amin này. Nhiều nghiên cứu đã cho thấy khả
năng sinh tổng hợp IAA ở một số chủng vi khuẩn và
nấm phụ thuộc vào sự hiện diện của L-Tryptophan
trong môi trường. Điều này cũng có thể nhận thấy rõ
qua kết quả bên dưới.
Trong điều kiện không có bổ sung L-Tryptophan, hàm
lượng IAA tổng hợp dao động từ 1-12 mg/L trong
đó chủng NR3 có khả năng tổng hợp IAA cao nhất
với hàm lượng IAA tổng hợp là 12,06 mg/L. Ở điều
kiện có bổ sung 0,1% L-Tryptophan, hàm lượng IAA
tổng hợp cao hơn, đặc biệt ở chủng nấmNR1 với hàm
lượng IAA ngoại bào là 24,62 mg/L (Hình 6).

Bàn luận kết quả
Cây cỏ năn là loài cây có sức sống mạnh, sống được
trong các điều kiện vô cùng khắc nghiệt như hạn,
mặn, ngập nước, phèn. Nghiên cứu của nhóm chúng
tôi là một trong những nghiên cứu đầu tiên về hệ vi

Hình 6: Khả năng sinh tổng hợp IAA

sinh vật nội sinh trong cây cỏ năn 8,9. Kết quả cho
thấy nấm nội sinh trong rễ cây cỏ năn có khả năng
sinh trưởng và phát triển trong môi trường có các
hợp chất P và K khó tan, đồng thời cố định N và
sinh tổng hợp kích thích tố thực vật IAA. IAA đóng
vai trò quan trọng trong sinh lý thực vật như phân
chia tế bào và quang tổng hợp giúp kéo dài rễ và thân
cũng như biệt hóa tế bào 10. Trong thực vật, IAA được
sinh tổng hợp thông qua tương tác của vi sinh vật
nội sinh và thực vật11,12. Nấm nội sinh thực vật rất
đa dạng, chúng có thể nội sinh bắt buộc Clavicipita-
ceous/Balansiaceous group (C-endophytes) hoặc tạm
thời non-Clavicipitaceous/non-Balansiaceous group
(NC-endophytes) trong toàn bộ thực vật13 ở nhiều
loài, nhiều vùng sinh thái khác nhau. Khả năng sinh
tổng hợp IAA cũng đa dạng tùy vào sự tương tác giữa
vi sinh và cây chủ cũng như các điều kiện khách quan
bên ngoài13. Trong nghiên cứu của chúng tôi, nấm
được nuôi cấy trongmôi trường PDB có bổ sung 0,1%
L-Tryptophan, sau 3 ngày có khả năng sinh tổng hợp
8,18 – 24,62 mg/L IAA.
Trong nghiên cứu của Galeano và cộng sự năm 2021,
nấm Aspergillus niger nội sinh trong Axonopus pur-
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pusii có khả năng sinh tổng hợp 32,65 mg/L IAA14.
Ba dòng nấm Trichoderma harzianum phân lập từ cây
Dactylis glomerata L. có khả năng sinh tổng hợp 4,87 –
10,46 mg/L IAA15. Nấm Penicillium crustosum phân
lập từ cây Teucrium polium L. sống ở sa mạc Sinai
Peninsula của Egypt có khả năng sinh tổng hợp 63,50
mg/L IAA16. Nấm Paecilomyces formosus phân lập từ
rễ cây dưa leo có khả năng sinh tổng hợp 10,20 mg/L
IAA17. Một nghiên cứu khác của Waqas và cộng sự
năm 2012 cũng chứng minh một chủng nấm khác
nội sinh trong cây dưa leo là Phoma glomerata có khả
năng sinh tổng hợp 3,89 mg/L IAA18.
Khả năng sinh tổng hợp IAA tăng khi có bổ sung
L-Tryptophan, trong nghiên cứu của Numponsak và
cộng sự năm 2018, chủng nấm Colletotrichum fructi-
cola trong cây cà phê Coffea arabica có khả năng sinh
tổng hợp hàm lượng IAA lên đến 662,96 mg/L sau 26
ngày nuôi cấy có bổ sung 8 mg/mL L-Tryptophan19.
Nấm Alternaria sorghi và Penicillium commune nội
sinh trong đậu xanh Phaseolus vulgaris L. có khả năng
sinh tổng hợp 235,33 and 183,33 mg/L IAA trong
môi trường có bổ sung 5 g/L L-Tryptophan sau 10
ngày nuôi cấy20. Trong môi trường có bổ sung L-
Tryptophan, nấm Alternaria alternata phân lập từ
Elymus dahuricus có khả năng sinh tổng hợp IAA
cao gấp 7,96 lần, từ 40,12 tăng lên đến 319,24 mg/L
IAA21. Khi có bổ sung L-Tryptophan, nấm Penicil-
lium chrysogenum vàAlternaria alternata phân lập từ
Asclepias sinaica có khả năng sinh tổng hợp IAA cao
gấp đôi22.
Đặc biệt, nấm Penicillium funiculosum có khả năng
kháng kim loại nặng, đồng thời trong điều kiện có kim
loại nặng, nấm có khả năng sinh tổng hợp IAA cao
hơn 62% 23. Nấm Aspergillus ochraceus phân lập từ lá
của câyAvicenniamarina có khả năng chịu được nồng
độ muối cao (200 g/L), nấm có khả năng sinh tổng
hợp IAA cao hơn trong môi trường có bổ sung 30%
nước biển, nấm sinh tổng hợp 276 mg/L IAA trong
môi trường nuôi cấy có bổ 30% nước biển và 5 g/L
L-Tryptophan24.

KẾT LUẬN
Nghiên cứu thu nhận kết quả các chủng nấm nội sinh
phân lập có khả năng sinh trưởng và phát triển trên
môi trường có P và K khó tan. Chủng nấm NR3 có
khả năng phân giải P khó tan cao nhất với hàm lượng
PO4

3− là 696,74mg/L. Ở đánh giá khả năng tổng hợp
N ghi nhận cả 3 chủng nấm có khả năng tổng hợp khá
thấp. Chủng nấm NR1 có khả năng sinh tổng hợp
kích thích tố thực vật IAA cao nhất với hàm lượng
là 24,62 mg/L. Hàm lượng IAA sinh tổng hợp tương
đương với các nghiên cứu khác trên thế giới. Nghiên
cứu cần tiến hành thêm phần định danh và khảo sát
các hoạt tính sinh học ở điều kiện khắc nghiệt hơn

nhằm đánh giá toàn diện khả năng ứng dụng của nấm
nội sinh vào nông nghiệp.
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ABSTRACT
The grass is a commonwild plant in the river delta region of the Southwest region of Vietnam. They
grow abundantly and flourish in saline-acidic areas. Native grasses interact with their endogenous
microorganisms. However, there have not been many studies on this subject, especially the grass
in Vietnam.
From the grass, the study isolated 3 endophytic fungi from the root. The results showed that the
fungal strainwith the highest P-decomposing abilitywasNR3with a PO4

3− content of 696.74mg/L.
All 3 strains were able to grow and develop, but the decomposing ability was not observed. In ad-
dition, all 3 fungal strains were able to synthesize N but the results were quite low. The ability to
synthesize the plant hormone IAA in PDB medium with/without L-Tryptophan was investigated
and quantified by spectrophotometry with Salkowski reagent. The results showed that in the envi-
ronmentwithout L-Tryptophan supplementation, strain NR3 had the highest IAA synthesis capacity
with a total IAA content of 12.06 mg/L. In the environment with L-Tryptophan supplementation,
the amount of IAA produced was higher, in which strain NR1 had an extracellular IAA content of
24.62mg/L. The research results provided initial data on the biological capacity of endophytic fungi
in the roots of reed grass, creating the premise for further studies.
Key words: endophytic fungi, IAA biosynthesis, K decomposition, P decomposition, N biosynthe-
sis, grass
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