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TÓM TẮT 

Đậu tương là cây trồng có giá trị kinh tế cao được trồng phổ biến tại Việt Nam và nhiều nước trên thế giới. Cây 
đậu tương có khả năng cố định đạm nhờ nhiều loại vi sinh vật khác nhau trong tӵ nhiên. Trong đó, vi sinh vật cộng 
sinh Rhizobium đóng vai trò quan trọng trong quá trình cố định đạm và tạo nốt sần trên cây họ đậu. Hiện nay để giảm 
thiểu sӱ dөng hóa chất và dư lượng các kim loại trong đất, một số loại phân bón vi lượng nano được sӱ dөng. Trong 
nghiên cӭu này, chúng tôi trình bày ảnh hưởng cӫa nano kim loại Fe, Cu, Co đến khả năng phát triển in vitro cӫa vi 
khuẩn cố định đạm Sinorhizobium fredii T14 và khả năng tạo nốt sần trong rễ cây đậu tương ĐT26. Kết quả cho thấy, 
nano Fe ở các nồng độ 2, 5, 10, 25, 50 ppm không gây ảnh hưởng tới sinh trưởng cӫa S. fredii T14; ở các nồng độ 
100, 250 và 500 làm giảm tương ӭng 20, 35 và 46% khả năng sinh trưởng. Nano Co ở nồng độ dưới 10 ppm không 
gây ảnh hưởng đến sinh trưởng cӫa S. fredii T14, nhưng ở mӭc 500 ppm làm giảm 73% khả năng sinh trưởng. Nano 
Cu ở nồng độ 5, 25 ppm và 50 ppm làm giảm tương ӭng 23, 68 và 100% khả năng sinh trưởng cӫa S. fredii T14. Khả 
năng sinh polysaccharide ngoại bào cӫa S. fredii T14 ít bị ảnh hưởng bởi nano Fe và Co dưới 250 ppm, nhưng bị giảm 
mạnh khi có mặt nano Cu. Bổ sung nano Fe, Cu và Co ở nồng độ 2 ppm làm tăng số lượng nốt sần trong rễ cây đậu 
tương và khả năng phát triển cӫa cây trong điều kiện phòng thí nghiệm.  

Tӯ khóa: cây đậu tương, cố định nitơ, nano kim loại, nốt sần cây đậu tương, Sinorhizobium fredii T14 

GIỚI THIỆU 

Cây đậu tương là cây trồng ngắn ngày có giá trị 
kinh tế cao, là nguồn cung cấp thӵc phẩm chính, làm 
nguyên liệu cho công nghiệp, thӭc ăn cho gia súc và 
đặc biệt có vai trò trong cải tạo đất (Phạm Văn Thiều, 
2002). Cây đậu tương được biết đến là khả năng cố 
định đạm nhờ các loại vi sinh vật khác nhau, trong đó 
mối quan hệ cố định nitơ cộng sinh giӳa vi khuẩn nốt 
sần (Rhizobium) và cây họ đậu là điển hình nhất, 
lượng đạm tạo thành ước tính đạt trên 80 triệu tấn mỗi 
năm, tương đương với lượng phân đạm vô cơ trên toàn 
thế giới sản xuất năm 1990 (Nguyễn Lân Dũng et al., 
2009). Các loài cây họ đậu tham gia vào mối quan hệ 
cộng sinh với vi khuẩn bao gồm Rhizobium, 
Bradyrhizobium, Sinorhizobium và Burkholderia, 
chúng chuyển hóa N2 trong khí quyển thành amoniac, 
được gọi là cộng sinh thân rễ. Tại vị trí cộng sinh, rễ 
hình thành các nốt sần để chӭa các thân rễ cố định N2. 

Để bắt đầu sӵ cộng sinh giӳa cây họ đậu-rhizobia, sӵ 
phát sinh cơ quan nốt sần và sӵ lây nhiễm vi khuẩn 
phải được phối hợp chặt chẽ, và được thӵc hiện bằng 
việc nhận biết phân tӱ tín hiệu cӫa rhizobia (một 
lipochitooligosaccharide) được gọi là NOD Factor 
(Tian et al., 2019), hình thành nốt sần là yếu tố quan 
trọng để đánh giá quá trình cố định nitơ. 

Sӵ gia tăng nhu cầu về sản lượng cây trồng dẫn 
đến việc sӱ dөng nhiều và đa dạng các loại phân bón 
hóa học, dẫn đến ô nhiễm môi trường đất. Ӭng dөng 
các  nano kim loại như Fe, Cu, Co, ZnO... trong nông 
nghiệp đang là hướng nghiên cӭutriển vọng để thúc 
đẩy tăng trưởng và tăng năng suất cây trồng, giảm 
thiểu hàm lượng lớn phân bón hóa học sӱ dөng, với 
hàm lượng lớn đã gây ảnh hưởng xấu cho đất  (Fraceto 
et al., 2016). Tuy nhiên, có không ít quan ngại về việc 
sӱ dөng các nano kim loại sẽ ảnh hưởng đến hệ vi sinh 
vật trong đất, trong đó có nhóm vi sinh vật cố định 
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đạm (Siddiqui et al., 2015).  

Một số nghiên cӭu đã sӱ dөng các nguyên tố vi 
lượng dưới dạng hạt kích thước nano (<100 nm) để đưa 
vào các sản phẩm sӱ dөng trên cây trồng, kết quả các 
chỉ số sinh lý, sinh hóa và năng suất  được tăng lên so 
với khi sӱ dөng các sản phẩm vi lượng dạng muối kim 
loại hoặc chelat. Một số nghiên cӭu cӫa (Sah et al., 
2009); Lu và cộng sӵ (2002)  khi sӱ dөng các hạt oxit 
kim loại có kích thước nano để xӱ lý hạt giống, phân 
bón lá cho thấy, hỗn hợp hạt SiO2 và TiO2 làm tăng sӭc 
nảy mầm cӫa hạt đậu. Một số nghiên cӭu công bố về 
sӱ dөng sản phẩm có chӭa các hạt kim loại ở kích thước 
nano như: Afshar và cộng sӵ (2010) theo dõi tác dөng 
cӫa phân bón lá tới quá trình phát triển cӫa cây đậu đũa 
trong điều kiện thời tiết khô hạn; Zhu và cộng sӵ (2008) 
khảo sát quá trình hấp thu, vận chuyển và tích lũy các 
hạt oxít sắt trong cây bí ngô. Sah và cộng sӵ (2009) ảnh 
hưởng cӫa các hạt kim loại lên sӵ nảy mầm cӫa hạt xà 
lách và hệ vi sinh vật trong đất.  

Trong bài báo này chúng tôi đánh giá tác động 
cӫa hạt nano kim loại Fe, Cu, Co ở đến sinh trưởng và 
khả năng tạo thành nốt sần cӫa chӫng vi khuẩn cố định 
đạm Sinorhizobium fredii T14 . 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

Vật liӋu  

Chӫng vi khuẩn cố định đạm Sinorhizobium fredii 
T14 được phân lập trên nốt rễ cӫa cây đậu tương tại 
xã Vĩnh Quỳnh, Thanh Trì, Hà Nội thuộc bộ sưu tập 
chӫng cӫa Phòng Vi sinh vật đất, Viện Công nghệ sinh 
học, Viện Hàn lâm KH và CN Việt Nam.  

Các nano kim loại Fe, Cu, Co có kích thước hình 
cầu, đường kính tӯ 20-40 nm nhận tӯ Viện Công nghệ 
Môi trường. 

Hạt đậu tương giống ĐT26 được nhận tӯ Trung 
tâm Nghiên cӭu và Phát triển Đậu đỗ, Vĩnh Quỳnh, 
Thanh Trì, Hà Nội. 

KiӇm tra đặc điӇm sinh hӑc 

Hình thái khuẩn lạc cӫa các chӫng Rhizobium sp. 
được kiểm tra trên môi trường YEMA-CR và kiểm tra 
khả năng sinh trưởng nhanh hay chậm bằng thӱ nghiệm 
Bromothymol Blue trên môi trường lỏng theo Vincent 
(1970). Phản ӭng nhuộm Gram được thӵc hiện theo 
Somasegaran và Hoben (1994). Đánh giá khả năng phân 
hӫy gelatin theo Singh và cộng sӵ (2008).  

Đánh giá khả năng sӱ dөng nguӗn cacbon 

Chӫng S. fredii T14 được nuôi cấy trên môi 

trường YEMA lỏng thay nguồn đường D-manitol 
bằng các nguồn tương ӭng: D-glucose, L-arabinose, 
D-xylose, D-manitol, D-fructose, D-cellulose và 
sucrose trong 72 giờ ở nhiệt độ 28ºC. Môi trường có 
D-manitol được coi là đối chӭng dương, môi trường 
YEMA không có đường là đối chӭng âm. Sӵ sinh 
trưởng cӫa chӫng được quan sát bằng sӵ thay đổi OD 
600nm so với môi trường đối chӭng không cấy vi khuẩn 

Xác đӏnh khả năng chӏu muӕi, khoảng pH và nhiӋt 
đӝ phát triӇn  

Chӫng S. fredii T14 được nuôi cấy trên các môi 
trường YEM có chӭa các nồng độ muối khác nhau tӯ 0 
đến 10% (w/v) ở 28ºC trong 72 giờ (Hashem et al., 
1998). Chӫng S. fredii T14 được nuôi cấy trên các môi 
trường YEM có pH khác nhau (pH 3,0 đến 10,0) và nuôi 
lắc 200 vòng/phút, ở 28ºC trong 48 giờ sau đó kiểm tra 
sӵ sinh trưởng (Aurag et al., 1992). Vi khuẩn S. fredii 
T14 được nuôi cấy trên môi trường YEMA ở các nhiệt 
độ 15, 24, 28, 30, 37, 42, 45 và 55ºC trong 5 ngày. Ở các 
thí nghiệm xác định nồng độ muối, dải pH, nhiệt độ. Sӵ 
sinh trưởng cӫa vi khuẩn được xác định bằng sӵ thay đổi 
OD 600nm trên môi trường lỏng so với đối chӭng. 

KiӇm tra khҧ năng chuyӇn hóa nitrate thành nitrite  

Chӫng S. fredii T14 được nuôi trong môi trường 
nitrate (5 g/L peptone, 3 g/L yeast extract, 1 g/L 
KNO3, pH 7.0) ở 30ºC, lắc 200 vòng/phút, sau 48 giờ, 
thӱ khả năng chuyển hóa bằng thuốc thӱ gồm acid 
sulfanilic và alpha-naphthylamine. Nếu dịch nuôi cấy 
chuyển sang màu đỏ là có sӵ chuyển hóa nitrate thành 
nitrite (Bhatt et al., 2013). 

Thӱ khả năng phát huỳnh quang  

Vi khuẩn kiểm tra được nuôi trên môi trường 
King (2 g/L pepton, 1,5 g/L MgSO4, 1,5 g/L K2HPO4, 
10 mL/L glycerol, 20 g/L agar, pH 7) sau 48 giờ nuôi 
cấy, theo dõi khả năng phát huỳnh quang dưới ánh 
sáng UV (Singh et al, 2008).  

KiӇm tra khả năng ӭc chế vi khuẩn cӫa các hạt 
nano kim loại 

Kiểm tra khả năng ӭc chế cӫa các nano Fe, Cu và 
Co (0 – 500 ppm) đến sinh trưởng cӫa chӫng vi khuẩn 
S. fredii T14 theo thời gian. Xác định khả năng sinh 
trưởng thông qua đo OD 600 nm và  xác định mật độ. 
Hình ảnh tế bào vi khuẩn S. fredii T14 sau xӱ lý với 
nano được chөp kiểm tra dưới kính hiển vi điện tӱ 
quét JSM-5410LV (Jeol - Japan). 

Xác đӏnh hàm lưӧng polysaccharide  

Hàm lượng polysaccharide ngoại bào được định 
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lượng bằng phương pháp phenol-sunlfuric acid 
(Dubois et al., 1956). Chuẩn bị mẫu: chӫng vi khuẩn 
S. fredii T14 được lên men trong môi trường lỏng 
YEM, sau 96 giờ lên men, ly tâm 10.000 vòng/phút 
thu dịch trong để xác định polysaccharide. Các bước 
được tiến hành lấy 400 µL dịch mẫu chӭa 
polysaccharide bổ sung 200 µL dung dịch phenol 5% 
tiếp đến 1 mL H2SO4 đậm đặc và để 30 phút ở nhiệt 
độ phòng. Đo quang phổ ở bước sóng 490 nm. Hàm 
lượng polysaccharide được định lượng dӵa trên số đo 
OD thu được cӫa mẫu thí nghiệm đối chiếu với đồ thị 
chuẩn glucose.  

Phân tích thӕng kê 

Phân tích thống kê được thể hiện ý nghĩa bằng ± 
SD và được phân tích bằng ANOVA-test khi so sánh 
giá trị trung bình cӫa các nhóm. Sӵ khác nhau sẽ được 
chỉ ra ý nghĩa bằng p< 0,05. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Đặc điӇm sinh hӑc cӫa chӫng vi khuẩn 
Sinorhizobium fredii T14 

Theo một số nghiên cӭu gần đây, chӫng S. fredii 
là loài vi khuẩn cố định đạm được nghiên cӭu nhiều 
do khả năng cố định đạm cao trên nhiều cây chӫ khác 
nhau, sinh polysaccharide ngoại bào và có tiềm năng 
ӭng dөng lớn trong tạo phân bón sinh học cố định đạm 
(López-Baena et al., 2016; Margaret et al., 2011). 

 
Hình 1. Khuẩn lạc chӫng S. fredii T14 trên môi trưӡng YEMA-
CR (a) và tế bào S. fredii T14 trên kính hiển vi điện tӱ quét 
JSM-5410LV (Jeol - Japan)  x10000) (b). 

 
Bảng 1. Đặc điểm nuôi cấy và sinh hóa cӫa chӫng Sinorhizobium fredii T14. 

Thӱ nghiӋm Đặc điểm  
Nuôi cấy trên môi trưӡng GPA Không phát triển 

pH phát triển 6 ≤ pH ≤ 9 
Nhiệt đӝ phát triển, oC 24 ≤ t ≤ 42, topt: 37oC 

Muӕi, % ≤ 2,5 
Khả năng chuyển hóa nitrate thành nitrite + 
Khả năng phân hӫy gelatin - 
Khả năng phát triển nhanh 
Phát huỳnh quang - 

Khả năng sӱ dөng nguӗn 
cacbon 

D-glucose 
L-arabinose 
D-xylose 
D-manitol 
D-fructose 
D-cellulose 
sucrose 
khoáng  

+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

“-”: không sinh trưӣng hoặc không chuyển hóa;  “+”: có sinh trưӣng và có chuyển hóa. 

 
 Đặc điểm sinh học chӫng S. fredii T14 thuộc 
nhóm trӵc khuẩn  Gram (-) không phát huỳnh quang, 
ở độ phóng đại 3000 và 10000 lần tế bào có  kích 
thước 0,5 ÷ 1,5 µm, sinh màng nhầy bao kín tế bào 
(Hình 1), đây cũng là một đặc điểm quan trọng với 
nhóm Rhizobium (López-Baena et al., 2016; Sayyed 

et al., 2011). Các chӫng S. fredii có khả cố định đạm 
cao, phát triển nhanh, có khả năng tạo nốt sần trên các 
giống đậu tương ở Mӻ, Trung Quốc và châu Á, tổng 
hợp nhiều loại polysaccharide  như 
exopolysaccharide, lipopolysaccharide và các vỏ 
nhầy polysaccharide (Margaret et al., 2011). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sayyed%20RZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22754006
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Chӫng S. fredii T14 sinh trưởng tốt ở nồng độ 
muối 0,02 - 0,5% và giảm sinh trưởng dần khi nồng 
độ muối tăng đến 2,5%, ở nồng độ muối cao hơn 
chӫng không phát triển. Nghiên cӭu cӫa Kucuk và 
cộng sӵ (2006), các chӫng S. fredii phát triển nhanh 
thường chịu được nồng độ muối cao hơn so với các 
chӫng sinh trưởng chậm. Chӫng S. fredii T14 phát 
triển tốt trong dải pH 6,0 - 9,0; nhiệt độ 24 - 42ºC, sinh 
trưởng tối thích ở 30ºC, không phát triển ở nhiệt độ > 
45ºC. Kết quả cӫa chúng tôi tương tӵ như kết quả cӫa 
Kucuk và cộng sӵ (2006) (Kucuk et al., 2006). Chӫng 
S. fredii T14 có khả năng chuyển hóa nitrate thành 
nitrite và không sinh gelatinase trong môi trường nuôi, 
đây cũng là một đặc điểm cӫa chi Rhizobium (Hunter

et al., 2007). Bên cạnh đó, S. fredii T14 có khả năng 
đồng hóa được: D-glucose, L-arabinose, D-manitol, 
D-fructose, D-cellulose, Sucrose và không có khả 
năng đồng hóa D-xylose.  

Ảnh hưӣng cӫa nano kim loại Fe đến khả năng 
sinh trưӣng và polysaccharide cӫa chӫng vi khuẩn 
Sinorhizobium fredii T14 

Kết quả cho thấy, nano Fe ở các nồng độ 2, 5, 10, 
25, 50 ppm không ảnh hưởng tới khả năng sinh trưởng 
cӫa chӫng S. fredii T14 (Hình 2 a). Các nồng độ nano 
Fe 100, 250 và 500 ppm gây ӭc chế sӵ sinh trưởng 
cӫa vi khuẩn S. fredii T14,  làm giảm 20, 35 và 46% 
số lượng vi khuẩn (Hình 2 b). 

 

 
a 

 
b 

Hình 2. Ảnh hưӣng cӫa nӗng đӝ nano kim loại Fe (a,b) và Co (b) đến sinh trưӣng cӫa vi khuẩn S. fredii T14. 

 

 

 
Hình 3.  Ảnh hưӣng cӫa nӗng đӝ nano Fe đến sinh tәng hӧp 
polysaccharide ngoại bào cӫa S. fredii T14 sau 96 giӡ. 

Sinh polysaccharide là một đặc điểm cӫa các loài 
Rhizobium, giúp các chӫng có khả năng bám dính vào 
rễ cây, chống chịu tốt hơn với môi trường khắc nghiệt, 
giúp cây trồng giӳ được độ ẩm. Kết quả cho thấy, hạt 
nano Fe có ảnh hưởng đến khả năng sinh tổng hợp 
polysaccharide cӫa vi khuẩn S. fredii T14, hàm lượng 

polysaccharide cao nhất ở nồng độ nano Fe 2 ppm, với 
Fe 25 ppm, quá trình sinh tổng hợp polysaccharide 
ngoại bào giảm nhẹ sau đó lại tăng ở các nồng độ nano 
tӯ 50 đến 500 ppm (Hình 3).  

 
Hình 4. Ảnh hưӣng cӫa nano Fe nӗng đӝ 250 ppm đến hình 
thái cӫa tế bào vi khuẩn S. fredii T14 (x 10.000). 

Hình thái tế bào S. fredii T14 ở nồng độ nano Fe 
250 ppm đã thay đổi, lớp vỏ nhầy bám quanh tế bào 
không tròn đều mà tạo hình elip. Bên cạnh đó, có 
nhiều đám nano Fe bám vào tế bào vi khuẩn (Hình 4). 
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Như vậy sӵ tác động cӫa nano Fe đã làm lớp vỏ nhày 
quanh tế bào bị biến đổi dẫn đến một phần 
polysaccharide thoát ra ngoài dịch nuôi nên hàm 
lượng polysaccharide bị biến động mạnh ở các nồng 
độ 100, 250 và 500 ppm.  

Ảnh hưӣng cӫa nano Cu đến khả năng sinh trưӣng 
và polysaccharide cӫa vi khuẩn S. fredii T14 

Mӭc độ sinh trưởng cӫa vi khuẩn S. fredii T14 
giảm dần khi nồng độ hạt nano Cu tăng: ở nano Cu 
nồng độ 5, 10 và 25 ppm đã làm giảm sinh trưởng 23, 
61 và 68% cӫa chӫng ở 32 giờ, ở 24 giờ ở các nồng 
độ 50, 100, 250 và 500 ppm đều không cho thấy  sӵ 
sinh trưởng (Hình 5). Hình ảnh tế bào ở độ phóng đại 
20.000 lần cho thấy, nhiều thành tế bào vi khuẩn bị 
thӫng (Hình 6), chính điều này đã gây chết tế bào, nên 
sau 24 giờ không phát hiện thấy sӵ phát triển cӫa 
chӫng. 

      
Hình 5. Ảnh hưӣng cӫa nӗng đӝ nano Cu đến sinh trưӣng 
cӫa chӫng S. fredii T14. 

 
Hình 6. Ảnh hưӣng cӫa nano Cu ӣ nӗng đӝ 50 ppm đến hình 
thái cӫa tế bào vi khuẩn S. fredii T14 (x 20.000) sau 24 giӡ. 

Nano Cu ở nồng độ 2 ppm không ảnh hưởng tới 
khả năng sinh tổng hợp polysaccharide cӫa vi khuẩn 
S. fredii T14,  nano Cu tӯ 5 - 500 ppm đã làm giảm 
khả năng sinh tổng hợp polysaccharide, như ở nồng 
độ tӯ 25 ppm  lượng polysaccharide hầu như không 
được sinh tổng hợp, do ở nồng độ này chӫng vi khuẩn 
đã không cho thấy sӵ sinh trưởng (Hình 7). 

   
Hình 7. Ảnh hưӣng cӫa nano Cu đến khả năng sinh tәng hӧp 
polysaccharide ngoại bào cӫa chӫng S. fredii T14 sau 96 giӡ 
nuôi cấy. 

Ảnh hưӣng cӫa nano kim loại Co đến khả năng 
sinh trưӣng và polysaccharide cӫa chӫng S. fredii 
TT14 

Trong 8 giờ đầu nuôi, chưa nhận rõ tác động cӫa 
nano đến sinh trưởng cӫa vi khuẩn S. fredii T14. Sau 
24 giờ và 32 giờ, kết quả cho thấy hạt nano Co ở các 
nồng độ 2,5 và 10 ppm không ảnh hưởng đến sinh 
trưởng cӫa chӫng vi khuẩn, ở nồng độ 25 và 50 ppm, 
khả năng sinh trưởng cӫa vi  giảm khoảng 20%  và ở 
nồng độ 100, 250 và 500 sinh trưởng giảm lần lượt 25, 
26 và 73% so với đối chӭng (Hình 8). 

 
Hình 8.  Ảnh hưӣng cӫa nano Co đến sinh trưӣng cӫa chӫng 
S. fredii T14. 

Ở các nồng độ nano hạt Co 2-10 ppm đều làm tăng 
khả năng sinh tổng hợp polysaccharide ngoại bào cӫa 
chӫng S. fredii T14. Ở nồng độ 100 và 250 ppm không 
ảnh hưởng đến lượng polysaccharide,  tuy nhiên ở 
nồng độ 500 ppm ӭc chế mạnh sӵ sinh trưởng cӫa 
chӫng (giảm 73%) do đó có ảnh hưởng lớn đến hàm 
lượng polysaccharide tổng hợp. 

Các kết quả cho thấy, nên sӱ dөng nồng độ nano 
Fe và Co dưới 10 ppm và nano Cu dưới 2 ppm thì phù 
hợp cho sӵ sinh trưởng và sinh polysaccharide ngoại 
bào cӫa chӫng S. fredii T14. 
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Hình 9.  Ảnh hưӣng cӫa nano Co đến khả năng sinh tәng 
hӧp polysaccharide ngoại bào cӫa chӫng S. fredii T14 sau 
96 giӡ nuôi cấy 

Ảnh hưӣng cӫa các hạt nano kim loại đến khả năng 
sinh trưӣng  in vitro cӫa cây đậu tương  

Ảnh hưởng cӫa các nano kim loại Fe, Cu và Covà 
chӫng vi khuẩn S. fredii T14 đến sӵ sinh trưởng và 
phát triển cӫa cây đậu tương và số lượng nốt sần hình 

thành, ở các nồng độ như sau, nano Fe: 2 ppm và 250 
ppm; nano Cu: 2 ppm và 25 ppm; nano Co : 2ppm và 
100 ppm.  

Kết quả ở  nano Fe ở nồng độ 250 ppm và Co ở 
nồng độ 100 ppm ảnh hưởng mạnh đến sinh trưởng 
cӫa cây đậu tương, cây có hiện tượng vàng và đốm lá, 
cây còi cọc, trong khí đó ở thí nghiệm có bổ sung vi 
khuẩn và Fe 2 ppm, Cu 2 ppm và Co 2 ppm, cây có 
biểu hiện lá phát triển tốt, xanh và cây khỏe (Hình 10). 
Như vậy, bổ sung nano Fe, Cu và Co ở nồng độ 2 ppm 
khả năng phát triển cӫa cây tốt hơn về chiều cao, khối 
lượng cây và khối lượng rễ.Số nốt sần hình thành trên 
nhiều ở thí nghiệm có bổ sung vi khuẩn S. fredii T14, 
với bộ rễ phát triển và nốt sần nhiều, chӭng tỏ vi 
khuẩn đã cộng sinh với rễ cây đậu để hình thành nốt 
rễ cố định đạm. Đây là các nốt rễ hӳu hiệu với đặc 
trưng đều có sắc hồng khi giả phẫu. Với Fe ở nồng độ 
250 ppm và Co ở nồng độ 100 ppm ảnh hưởng không 
tốt đến sinh trưởng cӫa cây, lượng nốt sần tạo thành 
thấp, trung bình là 20 nốt và 0 nốt trên cây.  

 

 
Hình 10. Ảnh hưӣng cӫa các nano kim loại đến sinh trưӣng cӫa cây đậu tương trong phòng thí nghiệm. 

 

 
Hình 11. Ảnh hưӣng cӫa nano kim loại và vi khuẩn cӕ định đạm T14 đến sinh trưӣng và sӕ lưӧng nӕt sần trên cây đậu tương. 



T̩p chí Công ngh͏ Sinh h͕c 19(4): 725-733, 2021 

731 

    
Hình 12. Đậu tương không xӱ lý nano: không bә sung vi 
khuẩn (A), có bә sung vi khuẩn T14 (B). 

 

Hình 13. Đậu tương xӱ lý nano Fe 2 ppm (A) và 250 ppm (B) 
 

    
Hình 14. Đậu tương xӱ lý nano Cu 2 ppm (A) và 25 ppm (B). 
 

    Hình 15. Đậu tương xӱ lý nano Co 2ppm (A) và 100 ppm (B). 

 

Thông qua các thí nghiệm trên cho thấy nên sӱ 
dөng các nano kim loại Fe, Co và Cu ở nồng độ phù 
hợp 2 ppm sẽ có tác dөng tích cӵc đến sinh trưởng, 
tạo nốt sần cố định đạm trên cây đậu tương ĐT26. 

Sӵ hiện diện cӫa các hạt nano trong đất có thể làm 
giảm tính đa dạng và chӭc năng cӫa vi sinh vật trong 
đất. Tuy nhiên, cũng có nhӳng nghiên cӭu chỉ ra tác 
động tích cӵc cӫa NPs đối với cộng đồng vi sinh vật 
đất. Các tương tác các hạt nano-vi khuẩn phө thuộc 
vào điều kiện và nồng độ nano sӱ dөng. Cấu trúc bề 
mặt tế bào cӫa Rhizobium leguminosarum bv. viciae 
3841 khi xӱ lý với nano TiO2 ở nồng độ 250 hoặc 750 
mg/L phát hiện các vết nӭt và nếp nhăn. Nốt sần ở 
vùng có nano Ag làm mất lớp màng peribacteroid và 
vi khuẩn nốt rễ bị biến dạng (Tian et al., 2019). 
Ghafariyan và cộng sӵ (2013) cho rằng nồng độ thấp 
cӫa nano Fe giúp tăng đáng kể lượng chất diệp lөc 
trong lá cӫa cây đậu nành. Theo Fan và cộng sӵ 
(2014), các suy giảm sӵ cộng sinh giӳa cây họ đậu với 
Rhizobium leguminosarum sau tiếp xúc với nano 
TiO2 do sӵ thay đổi hình thái ở màng ngoài cӫa vi 
khuẩn, làm thay đổi trong thành phần cӫa 
polysaccharide thành tế bào. Hiện tại không có đӫ 
bằng chӭng liên quan đến sӵ nhạy cảm cӫa các loài / 
chӫng rhizobial khác nhau đối với các hạt nano, tuy 

nhiên, các nghiên cӭu so sánh giӳa vi khuẩn vùng rễ 
và các vi khuẩn gợi ý rằng các phản ӭng khác biệt có 
thể xảy ra. Ví dө, hoạt động kháng khuẩn cӫa các hạt 
nano ZnO được chӭng minh là phө thuộc vào loài vi 
sinh vật với Pseudomonas putida (ӭc chế sӵ phát 
triển), với vi khuẩn cố định nitơ Sinorhizobium 
meliloti (diệt khuẩn) (Tian et al., 2019). Hiện các bằng 
chӭng về các cơ chế tác động kích thích cӫa NP đối 
với sӵ hình thành nốt sần còn ít, nhưng đã có một số 
suy đoán. Ví dө, sӵ phát triển nốt sần được tăng cường 
ở đậu tương tiếp xúc với các hạt nano mang điện tích 
dương Fe3O4 được cho do chúng cung cấp Fe (Burke 
et al., 2015) một yếu tố cần thiết cho vi khuẩn cố định 
N2 (Brear et al., 2013). Ngoài ra, hạt nano sắt có thể 
gây tác động vào yếu tố tạo nốt sần và genistein (một 
isoflavone tiết ra tӯ rễ chính) điều này làm tăng sӵ 
biểu hiện cӫa Bradyrhizobium japonicum. Ảnh hưởng 
cӫa các hạt nano đến Mycorrhiza và Rhizobium phө 
thuộc vào operon YABC được chӭng minh là được 
điều chỉnh bởi các hạt nano Fe3O4. Điều này dẫn đến 
sӵ cải thiện nốt sần được quan sát thấy trong cộng sinh 
giӳa cây đậu tương và Bradyrhizobium japonicum 
(Ghalamboran, 2011). 

KẾT LUẬN  

 Nghiên cӭu một số đặc điểm sinh học cho 
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thấy chӫng S. fredii T14 có khả năng phát triển ở pH 
6 - 9, chịu muối đến 2,5% phát triển tốt ở nhiệt độ 
37oC, có khả năng chuyển hóa mạnh nitrat thành nitrit 
và không phân giải gelatine. Ảnh hưởng cӫa các nano 
kim loại đến sӵ sinh trưởng cӫa vi khuẩn S. fredii T14 
tӹ lệ thuận với nồng độ nano sӱ dөng. Nano Fe và Co 
< 250 ppm ít ảnh hưởng đến khả năng sinh 
polysaccharide ngoại bào, trong khi nano Cu ӭc chế 
mạnh khả năng sinh polysaccharide cӫa chӫng. Bổ 
sung nano Fe, Cu và Co ở nồng độ 2 ppm giúp kích 
thích sӵ sinh trưởng, phát triển cӫa cây đậu tương và 
số lượng nốt sần hình thành trên rễ. Sắt ở nồng độ 250 
ppm và Co 100 ppm làm giảm  sӵ sinh trưởng và hình 
thành nốt sần.  

Lӡi cảm ơn: Nghiên cͱu này nh̵n ÿ˱ͫc s͹ h͟ trͫ 
kinh phí tͳ nhánh s͙ 7 thu͡c hͫp ph̯n II ³Nghiên cͱu 
ͱng dͭng các ch͇ pẖm nano trong tr͛ng tr͕t´, MS: 
VAST.TĈ.NANO.02/15-18 thu͡c D͹ án tr͕ng ÿi͋m 
c̭p Vi͏n Hàn lâm Khoa h͕c và Công ngh͏ Vi͏t Nam 
và trang thi͇t b͓ cͯa phòng Thí nghi͏m Tr͕ng ÿi͋m 
Công ngh͏ Gen, Vi͏n Công ngh͏ Sinh h͕c. 
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EFFECTS OF METAL NANOPARTICLES OF IRON, COPPER AND COBALT ON THE 
GROWTH OF NITROGEN-FIXING BACTERIUM SINORHIZOBIUM FREDII T14 AND 
NODULATION IN SOYBEAN ROOTS 
 
Phan Thi Hong Thao1, Đang Thi Nhung1, Tran Thi Huong1, Nguyen Van Hieu1, Nguyen Thi Hong Lien1, 
Nguyen Vu Mai Linh1, Dao Thi Hong Van2, Nguyen Tuong Van1, Nguyen Hoai Chau3 

1Institute of Biotechnology, Vietnam Academy of Science and Technology 
2Hanoi Open University 
3Institute of Environmental Technology, Vietnam Academy of Science and Technology 

SUMMARY   

 Soybean is a high valuable crop of Vietnam and many other countries. The ability of soybean plants in 
nitrogen fixation and soil improvement is attributed to their symbiosis with different rhizobia in the root nodules. 
It has been well documented that members of genus Rhizobium are the most effective in nodulation and nitrogen 
fixation in legumes. Recently, in oder to minimize undesired accumulation of agro-chemicals and metal salts in 
soil, nanotechnology products have been intensively studied and applied as nanofertilizers. In this report, the 
effect of nanoparticles of iron, cobalt and copper on the in vitro growth of nitrogen fixing bacterium 
Sinorhizobium fredii T14 and nodulation in the root of soybean DT26 was studied. In the cultures of S. fredii 
T14, nano Fe at the final concentrations of 2, 5, 10, 25 and 50 ppm did not affect the growth, but the latter was 
reduced of 20, 35 and 46% at 100, 250 and 500 ppm, respectively. No growth inhibition was observed at nano 
Co concentrations below 10 ppm, while it was reduced of 73% at 500 ppm. Nano Cu seemed to have significant 
adverse effect on S. fredii T14, showing growth inhibition of 23, 68 and 100% at the concentrations of 5, 25 ppm 
and 50 ppm, respectively. The production of extracellular polysaccharide by S. fredii T14 was not affected at the 
concentrations of nano Fe and Co below 250 ppm, while drastic decrease occurred at the presence of nano Cu. 
Laboratory experiments showed that nanoparticles of all three studied metals at extremely low concentration of 
2 ppm significantly increased the number of effective nodules in the roots of soybean DT26 and enhanced the 
plant growth.   

Keywords: metal nanoparticles, nitrogen-fixing bacteria, Sinorhizobium fredii T14, soybean, soybean-
nodulation
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