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TÓM TẮT 

Nghiên cứu này nhằm tìm ra được sự đa dạng các loài vi khuẩn sống cùng với tảo Chlorella. Chúng tôi đã sử 

dụng môi trường bán rắn Nutrient Broth với nồng độ pha loãng 10 và 100 lần để phân lập vi khuẩn từ hai canh trùng 

(môi trường) nuôi tảo Chlorella sp. chủng C2 và C6, có nguồn gốc từ đất. Để định danh vi khuẩn phân lập được đến 

tên giống, chúng tôi tiến hành giải trình tự, so sánh sự giống nhau về trình tự của hầu hết chiều dài gen 16S rRNA 

của chúng với những loài gần nhất trên genbank/ncbi và xây dựng cây phả hệ cho từng giống (genus). Mười sáu 

chủng vi khuẩn đã được phân lập và định danh thuộc về 7 giống như sau: Caulobacter, Shinella, Aminobacter, 

Variovorax, Polaromonas, Brevundimonas, Emticicia. Nghiên cứu này cho thấy sự phong phú, đa dạng các loài vi 

khuẩn sống trong canh trùng nuôi tảo không thuần khiết. 

Từ khóa: Chlorella, định danh vi khuẩn, phân lập vi khuẩn; vi khuẩn sống chung với tảo.  

Isolation and Identification of Bacteria Co-Cultivated  
with Non-Axenic Cultures of Chlorella 

ABSTRACT 

This study was investigated to find out the diversity of bacteria co-cultivated with microalgae Chlorella. Bacteria 

were isolated from two non-axenic algal cultures of Chlorella sp. strains C2 and C6 originated from soil using agar 

plates of 10- and 10
2
-fold diluted nutrient broth. Based on the similarity of the almost full length 16S rRNA gene 

sequences, the type strains of species phylogenetically closely related to the isolated strains and neighbor-joining 

tree, the strains were identified at the genus level. Sixteen bacterial strains were isolated and identified as species of 

seven genera as follows: Caulobacter, Shinella, Aminobacter, Variovorax, Polaromonas, Brevundimonas, Emticicia. 

The study showed the diversity and abundance of bacteria co-cultivated with non-axenic cultures of algae. 

Keywords: Bacteria co-cultivated with algae; Chlorella, bacterial isolation, identification.  

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Vi sinh vêt giĂ một vai trò vô cùng quan 

trọng trong các vòng tuæn hoàn vêt chçt trên 

trái đçt, đặc biệt là quá trình trao đổi nëng 

lþĉng cüng nhþ tuæn hoàn sinh hóa các nguyên 

tố cûa hệ sinh thái. Trong tă nhiên, vi sinh vêt 

đþĉc biết đến vĆi rçt nhiều däng chung sống, 

thể hiện qua các mối quan hệ tÿ cänh tranh, 

tþĄng hỗ„ cho đến cộng sinh (Cole, 1982). Trong 

hệ sinh thái đçt, mối quan quan hệ giĂa vi 

khuèn và thăc vêt đã cò rçt nhiều nhĂng nghiên 

cĀu, đặc biệt là vi khuèn vùng rễ (rhizosphere), 

vùng đçt nĄi mà vi khuèn sinh trþćng và phát 

triển dăa vào hoät động cûa rễ cây. Khái niệm 

“phycosphere” tþĄng đồng vĆi vùng rễ, là vùng 

xung quanh tế bào tâo, nĄi chĀa các sân phèm 

trao đổi chçt, chû yếu là các hĉp chçt hĂu cĄ, trć 

thành nguồn dinh dþĈng cung cçp cho các vi 

sinh vêt khác sinh sống. Một lþĉng không nhó 

các loäi tâo sinh sống trong đçt và vùng 

“phycosphere”, là nĄi sinh sống rçt tốt cho các 
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loäi vi khuèn (Bell & Mitchell, 1972). Nghiên 

cĀu về mối quan hệ giĂa vi khuèn và tâo lýc 

(ngành tâo lýc - Chlorophyta) cò ċ nghïa rçt lĆn 

bći vì nó không chî thể hiện mối quan hệ cùng 

sinh sống giĂa vi sinh vêt vĆi vi sinh vêt mà còn 

là tiền đề cûa mối quan hệ giĂa thăc vêt vĆi vi 

sinh vêt. Tuy nhiên, cho đến nay chúng ta có rçt 

ít nhĂng nghiên cĀu về nhĂng mối quan hệ này, 

đặc biệt là kiến thĀc về nhĂng loài vi khuèn 

sống xung quanh/trên tế bào tâo cüng nhþ ċ 

nghïa cûa să cùng tồn täi này. Thăc tế có một số 

loài tâo khi phân lêp rçt khó có thể làm säch vi 

khuèn (làm thuæn khiết) và các nhà nghiên cĀu 

thþąng nuôi duy trì tâo chung vĆi vi khuèn 

(Watanabe et al., 2005). 

Trong nghiên cĀu này chúng tôi sā dýng 

hai canh trùng (môi trþąng) nuôi tâo là 

Chlorella sp. chûng C2 và chûng C6, là nhĂng 

loài tâo đþĉc phân lêp tÿ đçt nhþng không đþĉc 

làm thuæn khiết, vĆi mýc đích giĂ läi nhĂng loài 

vi khuèn sống cùng vĆi chúng để nghiên cĀu về 

mối quan hệ giĂa tâo lýc và vi khuèn. Chlorella 

sp. C2 và C6 là hai loài tâo lýc, có hình cæu, 

không cò tiên mao, kích thþĆc dao động tÿ 5-8 

μm, sinh bào tā. Việc phân lêp vi khuèn tÿ hai 

canh trùng nuôi tâo trên đþĉc tiến hành læn đæu 

tiên täi nghiên cĀu này. Thành phæn các loài vi 

khuèn phân lêp đþĉc sẽ đþĉc đðnh danh để tìm 

ra đþĉc să đa däng sinh học trong mối quan hệ 

giĂa tâo và vi khuèn, làm tiền đề cho nhĂng 

nghiên cĀu về vai trò cûa các cá thể cüng nhþ 

chìa khóa mć ra să hiểu biết về mối quan hệ này 

nói riêng, mối quan hệ giĂa vi sinh vêt và thăc 

vêt nói chung. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP  

2.1. Canh trùng nuôi tâo 

Vi tâo lýc Chlorella sp. C2 và Chlorella sp. 

C6 đþĉc phân lêp tÿ đçt täi khu thí nghiệm cûa 

Trþąng đäi học Tokyo (Otsuka et al., 2008). 

Chúng đþĉc nuôi ć träng thái không thuæn 

khiết (lén täp vi khuèn) trong thąi gian dài 

phýc vý các mýc đích nghiên cĀu khác nhau. 

Chúng tôi sā dýng môi trþąng dinh dþĈng C 

däng lóng (Ichimura, 1971) để nuôi cçy hai 

chûng tâo Chlorella này. Tâo đþĉc nuôi ć điều 

kiện sáng/tối luân phiên vĆi 16 h sáng/8 h tối; 

cþąng độ chiếu sáng 10-20 µmol photons/m/s và ć 

25°C trong điều kiện sáng, 20°C trong điều kiện 

tối. Các chûng tâo này đþĉc cçy chuyển duy trì 4 

tuæn 1 læn. Toàn bộ thí nghiệm đþĉc tiến hành 

trong điều kiện vô trùng täi phòng thí nghiệm 

khoa học đçt, Trþąng đäi học Tokyo, Nhêt Bân. 

2.2. Phân lập vi khuẩn 

Dðch nuôi cçy sau 4 tuæn cûa tâo Chlorella 

sp. chûng C2 và C6 đþĉc pha loãng đến nồng độ 

10-4 và 10-5 bìng nþĆc vô trùng và dùng nò để 

phân lêp vi khuèn nhþ sau: cçy 100 μl canh dðch 

ć hai nồng độ pha loãng 10-4 và 10-5 trên đïa 

thäch có chĀa môi trþąng Nutrient Broth (NB) 

(Difco, Detroit, MI, US) đã pha loãng 10 và 100 

læn (1/10 và 1/100 NB) vĆi 3 læn lặp läi, sau đò 

đem nuôi ć 26°C trong 2 tháng. Trong quá trình 

nuôi, să hình thành khuèn läc cûa vi khuèn 

đþĉc kiểm tra và đếm mỗi tuæn, sau 1 đến 2 

tháng tiến hành phân lêp tçt câ các loäi vi 

khuèn có trên tÿng đïa thäch dăa trên să khác 

nhau về hình thái, kích thþĆc, mæu síc,„ cûa 

khuèn läc vĆi tÿ 2 đến 3 khuèn läc cho một loäi. 

Vi khuèn sau đò đþĉc làm thuæn bìng cách cçy 

truyền nhiều læn trên môi trþąng 1/10 NB và 

1/100 NB. NhĂng chûng vi khuèn thuæn khiết 

thu đþĉc tiếp týc đþĉc nuôi và giĂ giống bìng 

cách cçy chuyển 4 tuæn 1 læn trên môi trþąng 

1/10 NB (dăa trên kết quâ thí nghiệm cho thçy 

tçt câ các loài vi khuèn phân lêp đþĉc ć môi 

trþąng 1/100 NB đều sinh trþćng phát triển tốt 

khi nuôi ć môi trþąng 1/10 NB). Vi khuèn đþĉc 

nuôi ć 26°C trong 1 tuæn và giĂ ć 4°C trong 3 

tuæn. Tçt câ các thí nghiệm đþĉc tiến hành 

trong điều kiện vô trùng. 

2.3. Định danh vi khuẩn 

2.3.1. Tách chiết DNA của vi khuẩn 

Sā dýng que cçy vô trùng lçy tÿ 1 đến 5 

khuèn läc cûa mỗi loäi vi khuèn sau 1 tuæn nuôi 

cçy (số lþĉng khuèn läc phý thuộc vào kích thþĆc 

cûa nó) hòa vào 100 μl dung dðch 0,05 M, NaOH 

cho vào máy ổn nhiệt làm nóng ć 95°C trong 15 

phút, sau đò ly tâm vĆi tốc độ 15.000 vòng/phút 

trong khoâng 5-15 phút ć 4°C. Thu phæn nổi 
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(DNA) và pha loãng 10 læn, sā dýng máy quang 

phổ UV để đo nồng độ cüng nhþ kiểm tra să tinh 

säch cûa DNA tách chiết đþĉc. NhĂng DNA đät 

tiêu chuèn đþĉc sā dýng làm khuôn méu cho 

phân Āng khuếch đäi gen tiếp theo. 

2.3.2. Phản ứng khuếch đại (PCR- 

Polymerase chain reaction) gen 16S 

ribosomal RNA  

Hæu hết chiều dài đoän gen 16S ribosomal 

RNA (rRNA) (xçp xî 1500 bp) cûa nhĂng loài vi 

khuèn trên đþĉc khuếch đäi bći phân Āng PCR 

vĆi việc sā dýng cặp mồi xuôi 27F và ngþĉc 

1492R tþĄng Āng vĆi vð trí 8-27 và 1492-1513 ć 

gen 16S rRNA cûa vi khuèn Escherichia coli 

16S rRNA (trình tă gen cûa mồi đþĉc trình bày 

täi bâng 2).  

Phân Āng PCR đþĉc thăc hiện trong điều 

kiện nhþ sau: Sā dýng ống PCR vô trùng 0,2 ml 

chĀa 25 µl hỗn hĉp phân Āng bao gồm: 1 μl DNA 

méu đþĉc chiết xuçt tÿ mỗi chûng vi khuèn 

phân lêp đþĉc; 0,5 µl cho læn lþĉt mồi 27 F và 

1492R vĆi nồng độ 10 pM; 2,5 µl 50 mM MgCl2; 

17,4 μl nþĆc MilliQ; 0,1 μl enzyme AmpliTaq 

DNA (Applied Biosystems); 0,5 μl dNTP (2,5 

mM cho mỗi loäi NTP); 2,5 μl BSA (nồng độ 5 

mg/ml). Quy trình chäy PCR bao gồm: 1 chu kĊ 

nhiệt 94°C trong 10 phút nhìm làm biến tính 

đoän DNA, sau đò là 27 chu kĊ nhiệt vĆi 3 bþĆc: 

(1) biến tính - tách sĉi DNA ć 94°C trong 30 

giây, (2) gín mồi ć 55°C trong 30 giây, (3) tổng 

hĉp - kéo dài ć 72°C trong 1 phút. Quá trình 

chäy phân Āng PCR hoàn thành ć điều kiện 

72°C trong 7 phút, sân phèm cuối cùng cûa 

phân Āng đþĉc giĂ ć 4°C. Quy trình PCR đþĉc 

thăc hiện trên máy chu kĊ nhiệt GeneAmp PCR 

system 9700 (Applied Biosystems, Foster City, 

US), kích thþĆc (chiều dài) đoän gen là sân 

phèm cûa quá trình khuếch đäi gen bìng 

phþĄng pháp PCR đþĉc kiểm tra bìng chäy điện 

di trên gel 1,5% agarose nhuộm bìng ethidium 

bromide. 

2.3.3. Giải trình tự gen 16S rRNA và định 

danh vi khuẩn  

Sân phèm PCR sau khi tinh säch bìng cột 

MicroSpin S-400 HR (GE Healthcare 

Biosciences, Oslo, Norway) đþĉc sā dýng trăc 

tiếp làm khuôn méu cho việc giâi trình tă gen 

vĆi việc dùng các cặp mồi xuôi (F) và ngþĉc (R) 

theo thĀ tă bao gồm: 27F, 533F, 926F, 520R, 

951R, và 1492R (Bâng 1) và chäy trên máy CEQ 

8000 (Beckman Coulter). Kết quâ giâi trình tă 

gen đþĉc phân tích và hiệu chînh bìng phæn 

mềm Finch TV 1.4 (Geospiza, Seattle, WA, 

USA; http://www.geospiza.com/finchtv/). Sau 

khi loäi bó trình tă các đoän mồi, tiến hành hiệu 

chînh trình tă hai chiều cûa gen bìng phæn 

mềm Clustal W 2.0 (Larkin et al., 2007) để thu 

đþĉc chính xác trình tă gen 16S rRNA cûa tÿng 

chûng vi khuèn phân lêp đþĉc. 

Chúng tôi đã sā dýng chþĄng trình 

SeqMatch program (Cole et al., 2007) để so sánh 

să tþĄng đồng về trình tă hæu hết chiều dài 

gen16S rRNA cûa nhĂng chûng loài vi khuèn có 

quan hệ gæn güi nhçt vĆi nhĂng chûng vi khuèn 

phân lêp đþĉc. Sā dýng phæn mềm Clustal W 

2.0 (Larkin et al., 2007) để phân tích să phát

Bâng 1. Trình tự các đoạn mồi sử dụng khuếch đại và giâi trình tự gen 16S rRNA 

Primer Gen mục tiêu/(vị trí)
1
 Trình tự (5’-3’) 

27F 16S rDNA (8-27) AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

533F 16S rDNA (515-533) GTGCCAGCAGCCGCGGTAA 

926F 16S rDNA (907-926) AAACTCAAATGAATTGACGG 

520R 16S rDNA (538-520) GTATTACCGCGGCTGCTGG 

951R 16S rDNA (969-951) TTGCATCGAATTAAACCAC 

1492R 16S rDNA (1510-1492) GGTTACCTTGTTACGACTT 

      Ghi chú: 1Vị trí tương ứng với gen 16S rRNA ở vi khuẩn Escherichia coli. 
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sinh chûng loài cûa các chûng phân lêp đþĉc và 

nhĂng chûng tþĄng đồng để đðnh danh vi khuèn 

ć mĀc phân loäi đến giống/loài. 

3. KẾT QUÂ VÀ THÂO LUẬN 

3.1. Mật độ vi khuẩn  

Kết quâ ć Bâng 2 cho thçy số lþĉng khuèn 

läc đếm đþĉc ć môi trþąng 1/10 NB và canh 

trùng nuôi tâo Chlorella sp. loài C2 nhiều hĄn ć 

môi trþąng 1/100 NB và canh trùng nuôi tâo 

Chlorella sp. loài C6, tuy nhiên să khác biệt này 

là không nhiều. Dăa vào să khác nhau về hình 

thái, mæu síc, thąi gian mọc„ cûa các khuèn 

läc, chúng tôi đã phån lêp đþĉc 8 chûng vi 

khuèn tÿ canh trùng nuôi tâo Chlorella sp. 

chûng C2, vĆi ký hiệu là C2a1, C2a2, c2a3, C2b, 

C2b1, C2d, C2e và C2f và 8 chûng tÿ canh trùng 

nuôi tâo Chlorella sp. chûng C6 vĆi các ký hiệu 

tþĄng Āng: C6a, C6a1, C6b, C6b1, C6d, C6d1, 

C6b2 và C6g (tổng cổng 16 chûng). Tçt câ các 

chûng vi khuèn phân lêp đþĉc tÿ môi trþąng 

1/100 NB đều sinh trþćng và phát triển tốt khi 

đþĉc nuôi cçy trên môi trþąng 1/10 NB, nhiều 

chûng thêm chí còn mọc nhanh hĄn. Vì vêy, 

chúng tôi chî sā dýng duy nhçt môi trþąng 1/10 

NB để giĂ giống vi khuèn phân lêp đþĉc cüng 

nhþ dùng trong các nghiên cĀu tiếp theo. 

Kết quâ trên cho thçy să phong phú, đa 

däng về các loài vi khuèn sống trong canh trùng 

nuôi tâo và să tồn täi nhĂng mối quan hệ nhçt 

đðnh giĂa các loài vi sinh vêt vĆi nhau. Kết quâ 

này mć ra nhĂng nghiên cĀu tiếp theo nhþ việc 

xác đðnh vai trò cûa tÿng nhân tố trong să kết 

hĉp này; chçt dinh dþĈng gì tâo cung cçp cho vi 

khuèn và ngþĉc läi vi khuèn täo ra chçt gì để 

nuôi tâo? Trong môi trþąng nuôi tâo không có 

các hĉp chçt carbon, vêy rçt có thể tâo đã tổng 

hĉp và cung cçp cho vi khuèn. Ngoài ra, chúng 

ta cæn tìm thêm nhĂng chìa khòa khác để mć 

rộng hiểu biết về mối quan hệ này và nhĂng mối 

quan hệ khác nĂa.  

3.2. Định danh vi khuẩn 

Các chûng C2a1, C2a2, C2a3, C6a1 và C6a2 

đþĉc phân lêp tÿ canh trùng nuôi tâo Chlorella 

sp. C2 và C6, vĆi đặc điểm khuèn läc có mæu 

vàng nhät, hình trñn, kích thþĆc nhó, bề mặt 

trĄn, nhày, lồi, thuộc kiểu khuèn läc däng S. 

Kết quâ phân tích trình tă gen cho thçy các 

chûng vi khuèn C2a1, C2a2, C2a3 có trình tă 

gen 16S rRNA giống vĆi loài gæn nhçt 

Caulobacter fusiformis ATCC 15257T tÿ 99,7% 

đến 99,8%. Dăa vào kết quâ xây dăng cây phát 

sinh chûng loài (Hình 1) và să giống nhau về 

trình tă gen16S rRNA, chûng C2a1, C2a2, và 

C2a3 đþĉc đðnh danh là C. fusiformis. Loài gæn 

nhçt vĆi chûng C6a1 và C6a2 cüng là C. 

fusiformis ATCC 15257T nhþng să giống nhau 

về trình tă gen 16S rRNA thçp hĄn, chî là 97,5% 

Bâng 2. Kết quâ phân lập vi khuẩn từ hai canh trùng nuôi tâo Chlorella sp. C2 và C6 

Ký hiệu  
Nguồn gốc 
phân lập  

Đặc điểm khuẩn lạc 
Loài vi khuẩn  

gần nhất 

Tỷ lệ giống về 
trình tự gen 

16SrRNA (%) 

C2a1 C2a2, c2a3  

C6a, C6a1 

Chlorella sp. C2 

Chlorella sp. C6 

Vàng nhạt, tròn, nhỏ, trơn, nhầy, lồi Caulobacter 
fusiformis  

99,7-99,8 

97,5-97,6 

C6b1 Chlorella sp. C6 Trắng, tròn, có viền sáng huỳnh quang, 
không ướt, phẳng đến lồi, bề mặt trơn 

Shinella 
zoogloeoides  

98,5 

C6b, C6g Chlorella sp. C6 Trắng đến hơi vàng, tròn, hơi lồi, viền 
khô 

Aminobacter 
aminovorans  

99,9 

C6d, C6d1, C6b2 Chlorella sp. C6 Trắng đục, tròn, ướt, lồi Variovorax limosa  97,2-97,7 

C2d, C2f Chlorella sp. C2 Trắng đục, tròn, hơi lồi Polaromonas 
jejuensis  

97,6-97,9 

C2e1 Chlorella sp. C2 Trắng trong, tròn, trơn láng, hơi lồi Brevundimonas 
kwangchunensis  

98,5 

C2b, C2b1 Chlorella sp. C2 Hồng nhạt, tròn, trơn, hơi lồi Emticicia 
ginsengisoli  

99,0-99,4 
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Ghi chú: Những số ở giao điểm thể hiện tần số xuất hiện của một nhóm 

Hình 1. Cây phát sinh chủng loài dựa trên trình tự hầu hết chiều dài  

của gen16S rRNA của 5 chủng vi khuẩn, C2a1, C2a2, C2a3, C6a và C6a1  

được phân lập từ canh trùng nuôi tâo Chlorella sp. chủng C2 và C6 

và 97,6%, cùng vĆi kết quâ thể hiện ć cây phâ hệ 

(Hình 1) thì chúng đþĉc đðnh danh thuộc giống 

Caulobacter, nhþng chþa xác đðnh tên loài. Rçt 

có thể hai chûng này là loài mĆi tìm đþĉc täi 

nghiên cĀu này, vì vêy cæn có nhĂng nghiên cĀu 

tiếp theo để chĀng minh cho nhên đðnh này, 

chúng tôi täm đðnh danh cho chúng là 

Caulobacter sp. C6a1 và C6a2.  

 

Ghi chú: Những số ở giao điểm thể hiện tần số xuất hiện của một nhóm 

Hình 2. Cây phát sinh chủng loài dựa trên trình tự hầu hết chiều dài của gen16S rRNA  

của chủng vi khuẩn C6b1 được phân lập từ canh trùng nuôi tâo Chlorella sp. chủng C6  

Caulobacter fusiformis ATCC 15257T [AJ227759] 

Caulobacter segnis NBRC 15250T [AB023427] 

Caulobacter crescentus ATCC 15252T [AF125194] 

Caulobacter vibrioides DSM 9893T [AJ009957] 

Caulobacter henricii ATCC 15253T [AJ227758] 

Caulobacter mirabilis LMG 24261T [AJ227774] 

                                                        Caulobacter bacteroides ATCC 15254T [AJ227782]  

                                                       Caulobacter variabilis ATCC 15255T [AJ227783] 

Caulobacter subvibrioides NBRC 16000T [AJ227784] 

Brevundimonas intermedia ATCC 15262T [AJ227786] 

Brevundimonas vesicularis NBRC 12165T [AJ007801] 

             Brevundimonas diminuta JCM 2788T [AB021415] 

Phenylobacterium falsum LMG 22693T [AJ717391] 

Phenylobacterium immobile ATCC 35973T [Y18216] 

Ensifer adhaerens NBRC 100388T [AM181733] 

C6a 

C6a1 

C2a1 

C2a2 

C2a3 

1000 

9 92. 

1000 

1000 

919 

1000 

1000 

798 

979 

879 

749 

0.02 
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Ghi chú: Những số ở giao điểm thể hiện tần số xuất hiện của một nhóm 

Hình 3. Cây phát sinh chủng loài dựa trên trình tự của hầu hết chiều dài của gen16S rRNA 

của chủng vi khuẩn C6b và C6g phân lập từ canh trùng nuôi tâo Chlorella sp. chủng C6 

Chûng C6b1 đþĉc phân lêp tÿ canh trùng 

nuôi tâo Chorella sp. chûng C6, có khuèn läc 

tròn mæu tríng có viền sáng huĊnh quang, 

không þĆt, phîng đến lồi, bề mặt trĄn. Loài gæn 

nhçt là Shinella zoogloeoides ATCC 19623T (= 

NBRC 102405T = JCM 20728T) vĆi 98,5% giống 

nhau về trình tă gen 16S rRNA. Cùng vĆi kết 

quâ thể hiện ć cây phát sinh chûng loài (Hình 

2), chûng này đþĉc đðnh danh đến tên giống là 

Shinella, chþa đðnh danh đến loài, rçt có thể 

đåy là loài vi khuèn mĆi, täm đặt tên là Shinella 

sp. C6b1. 

Chûng vi khuèn vĆi ký hiệu C6b và C6g 

đþĉc phân lêp tÿ canh trùng nuôi tâo Chlorella 

sp. C6, khuèn läc màu tÿ tríng đến vàng nhät, 

hình tròn, viền khô, däng dẹt đến lồi. Loài gæn 

nhçt đþĉc xác đðnh là Aminobacter aminovorans 

ATCC 23314T (= JCM 7852T) vĆi 99,9% trình tă 

gen 16S rRNA giống nhau (Hình 3). Cùng vĆi 

kết quâ thể hiện trên cây phát sinh chûng loài 

thì hai chûng phân lêp đþĉc có tên A. 

aminovorans. 

Các chûng vi khuèn C6d, C6d1 và C6b2 

phân lêp đþĉc tÿ canh trùng nuôi tâo Chlorella 

sp. C6, có khuèn läc mæu tríng đýc, hình tròn, 

þĆt, lồi, khuèn läc däng S. Chúng giống vĆi loài 

vi khuèn Variovorax boronicumulans NBRC 

103145T là 96,9%; 97,5%; 96,9%; giống vĆi 

Variovorax soli là 96,7%, 97,3%, 97,1% và giống 

vĆi Variovorax paradoxus là 96,6%, 97%, 96,9%, 

về trình tă gen 16S rRNA. Kết quâ trên cây phâ 

hệ (Hình 4) và giâi trình tă gen cho thçy chûng 

C6d, C6d1 và C6b2 đþĉc đðnh tên đến cçp phân 

loäi giống là Variovorax, mà chþa thể phân loäi 

đến loài, chúng đþĉc nghi ngą là loài mĆi và täm 

đặt tên là VariovoraxI sp. C6d; C6d1 và C6b2. 

Chúng tôi sẽ thăc hiện nhĂng nghiên cĀu tiếp 

theo để chĀng minh chúng là loài mĆi. 
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Ghi chú: Những số ở giao điểm thể hiện tần số xuất hiện của một nhóm 

Hình 4. Cây phát sinh chủng loài dựa trên trình tự hầu hết chiều dài  

của gen16S rRNA của chủng vi khuẩn C6d, C6d1 và C6b2 phân lập 

từ canh trùng nuôi tâo Chlorella sp. chủng C6 

Hai chûng C2d và C2f phân lêp đþĉc tÿ 

canh trùng tâo Chlorella sp. C2 có khuèn läc 

mæu tríng đýc, hình tròn, có viền, khuèn läc 

không nhày cüng không khô. Trình tă gen 16S 

rRNA cûa chúng giống vĆi loài Polaromonas 

aquatica læn lþĉt là 97,8%; 97,9%, và loài 

Polaromonas vacuolata là 97,8%; 97,9% và loài 

Polaromonas jejuensis là 97,6%; 97,7%, và dþĆi 

97% so vĆi các loài khác cûa giống vi khuèn này. 

Cùng vĆi kết quâ phân tích cây phâ hệ (Hình 5), 

hai chûng vi khuèn C2d và C2f phân lêp đþĉc 

thuộc về giống vi khuèn Polaromonas, täm đặt 

tên là Polaromonas sp. C2d và C2f. 

Chûng vi khuèn C2e1 đþĉc phân lêp tÿ 

canh trùng nuôi tâo Chlorella sp. C2 cò đặc 

điểm khuèn läc mæu tríng trong, hình tròn, 

trĄn, láng, bòng, däng S. VĆi 98,5% trình tă gen 

16S rRNA giống vĆi vi khuèn Brevundimonas 

aveniformis DSM 17033T (loài gæn nhçt vĆi 

chûng phân lêp đþĉc) cüng nhþ kết quâ thể hiện 

trên cây phâ hệ thì chûng C2e1 phân lêp đþĉc 

có tên là Brevundimonas aveniformis (Hình 6). 

Hydrogenophaga taeniospiralis CIP 106727 
T
 [AF078768] 

Hydrogenophaga palleronii CIP 103304
T
 [AF078769] 

Hydrogenophaga atypica CIP 108118
T
 [AJ585992] 

Hydrogenophaga defluvii CIP 108119
T
 [AJ585993] 

1000 

C6d 

C6b2 

C6d1 

857 

Variovorax soli DSM 18216
T
 [DQ432053] 

Variovorax dokdonensis CIP 108838
T
 [DQ178978] 

Variovorax paradoxus ATCC 17713
T
 [AJ420329] 

Variovorax boronicumulans KCTC 22010
T
 [AB300597] 

859 

999 

1000 

963 

Curvibacter lanceolatus IAM 14947
T
 [AB021390] 

Curvibacter gracilis IAM 15033
T
 [AB109889] 

Curvibacter delicatus ATCC 14667
T
 [AF078756] 

1000 

928 

1000 

885 

Acidovorax delafieldii ATCC 17505
T
 [AF078764] 

0.01 
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Ghi chú: Những số ở giao điểm thể hiện tần số xuất hiện của một nhóm 

Hình 5. Cây phát sinh chủng loài dựa trên trình tự của hầu hết chiều dài của gen 16S rRNA 

của chủng vi khuẩn C2d và C2f phân lập từ canh trùng nuôi tâo Chlorella sp. chủng C2 

Hai chûng C2b và C2b1 đþĉc phân lêp tÿ 

canh trùng nuôi tâo Chlorella sp. C2 cò đặc 

điểm khuèn läc mæu hồng nhät, hình trñn, trĄn 

láng däng S. Loài gæn nhçt đþĉc xác đðnh là 

Emticicia ginsengisoli LMG 23396T vĆi kết quâ 

giống nhau về trình tă gen 16S rRNA læn lþĉt là 

99,4% và 99,5%. Cùng vĆi kết quâ phân tích cây 

phâ hệ (Hình 7), hai loài vi khuèn phân lêp 

đþĉc có tên Emticicia ginsengisoli. 

3.3. Thâo luận 

Tÿ hai canh trùng nuôi tâo Chlorella sp. 

không thuæn khiết, 16 loài vi khuèn đã đþĉc 

phân lêp và xác đðnh tên thuộc về 7 giống vi 

khuèn khác nhau. Trong đò giống Caulobacter 

đþĉc phân lêp ć câ hai canh trùng tâo Chlorella 

sp. chûng C2 và C6, nhþng chúng läi nìm trên 

hai nhánh khác nhau trên cây phâ hệ, điều đò 

cho thçy chúng không cùng một loài cho dù ban 

đæu chúng hình thành trên cùng một môi trþąng 

nuôi cçy vĆi nhĂng đặc điểm khuèn läc giống 

nhau. Các chûng vi khuèn còn läi chî đþĉc phân 

lêp tÿ một canh trùng nuôi tâo Chlorella sp. C2 

hoặc C6. Điều đò cho thçy trong môi trþąng này 

không chî có tâo lăa chọn loài vi khuèn chung 

sống cùng mà rçt có thể chính vi khuèn cüng 

chọn loài tâo mà chúng muốn “hĉp tác”.  

So sánh vĆi thành phæn các loài vi khuèn ć 

canh trùng tâo Chlorella sp. C6 đã đþĉc phân 

tích bìng phþĄng pháp không phån lêp 

(denaturing gradient gel electrophoresis-DGGE) 

cûa Otsuka et al. (2008), kết quâ phân lêp vi 

khuèn tÿ canh trùng nuôi tâo chûng C6 ć 

nghiên cĀu này chî chiếm một phæn nhó. Điều 

đò cò thể do có nhiều loài vi khuèn không thể 

sinh trþćng phát triển trong điều kiện nuôi cçy

Polaromonas hydrogenivorans DSM 17735
T
 [DQ094183] 

Polaromonas naphthalenivoransDSM15660
T
 [AY166684] 

C2d 

C2f 

Polaromonas vacuolata ATCC 51984
T
 [U14585] 

1000 

Polaromonas aquatica CIP 108776
T
 [AM039830] 

1000 

Polaromonas jejuensis DSM 19351
T
 [EU030285] 

962 

771 

Rhodoferax antarcticus ATCC 700587
T
 [AF084947] 

Rhodoferax fermentans JCM 7819
T
 [D16211] 

Rhodoferax ferrireducens [AF435948] 

792 

Acidovorax facilis DSM 649
T
 [AF078765] 

Acidovorax delafieldii ATCC 17505
T
 [AF07876４] 

 

Acidovorax defluvii DSM 12644
T
 [Y18616] 

Acidovorax valerianellae CFBP 4730
T
 [AJ431731] 

970 

1000 

1000 

1000 

0.01 
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Ghi chú: Những số ở giao điểm thể hiện tần số xuất hiện của một nhóm 

Hình 6. Cây phát sinh chủng loài dựa trên trình tự của hầu hết chiều dài của gen16S rRNA 

của chủng vi khuẩn C2e1 phân lập từ canh trùng nuôi tâo Chlorella sp. chủng C2 

 

Ghi chú: Những số ở giao điểm thể hiện tần số xuất hiện của một nhóm 

Hình 7. Cây phát sinh chủng loài dựa trên trình tự của hầu hết chiều dài của gen16S rRNA 

của chủng vi khuẩn C2b và C2b1 phân lập từ canh trùng nuôi tâo Chlorella sp. chủng C2 

 

C2b 

C2b1 
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mà nghiên cĀu này sā dýng. Trong nghiên cĀu 

cûa Otsuka et al. (2008) có hai loài vi khuèn 

Caulobacter và Brevundimonas là trùng vĆi 

nghiên cĀu này. Một số loài vi khuèn 

Caulobacter cho thçy có khâ nëng phån giâi tế 

bào tâo Chlorella (Kawano et al., 1997). Nghiên 

cĀu cûa Park et al. (2008) còn cho thçy một số 

chûng vi khuèn Brevundimonas sp. có khâ nëng 

kích thích să sinh ć cûa tâo Chlorella 

ellipsoidea. Do đò, chúng ta cæn có nhĂng 

nghiên cĀu tiếp theo xem hai loài vi khuèn 

Caulobacter và Brevundimonas phân lêp đþĉc ć 

nghiên cĀu này có ânh hþćng nhþ thế nào đến 

các loài tâo lýc, đặc biệt là Chlorella.  

VĆi việc phân lêp đþĉc các chûng vi khuèn 

thuæn khiết nhþ trên đã mć ra thêm nhĂng 

hþĆng nghiên cĀu thú vð tiếp theo nhþ nghiên 

cĀu chĀng minh loài vi khuèn mĆi, nghiên cĀu 

về să ânh hþćng hay tác động cûa tÿng loài vi 

khuèn đến sinh trþćng và phát triển cûa tâo, tÿ 

đò tìm ra đþĉc chìa khóa mć ra să hiểu biết về 

mối quan hệ giĂa các loài vi sinh vêt vĆi nhau.  

4. KẾT LUẬN 

Mþąi sáu chûng vi khuèn đã đþĉc phân lêp 

tÿ hai canh trùng nuôi tâo lýc Chlorella sp. C2 

và C6 , đã đþĉc xác đðnh đþĉc đến tên giống. 

Chúng thuộc về 7 giống là: Caulobacter, 

Shinella, Aminobacter, Variovorax, Polaromonas, 

Brevundimonas, Emticicia. Một số chûng vi 

khuèn nhþ C6a1, C6a2; C6b1; C6d, C6d1, C6b2 

có thể là loài mĆi, vì vêy cæn có nhĂng nghiên 

cĀu tiếp theo sau nghiên cĀu này.  
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