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Ịu y ỉn  X uản  Hồng

J  CỐ DỊNH NITƠ CỦA Klebsiella oxytoca 

OẶC Enterobacter cloacae DÃ D ư ợ c  CẢl TIEN 

RONG MÓI LIÊN KET v ớ i  g i o n g  l ú a  T65

Đ Ặ T  VẤN Đ È

Sự cố định nitor ở  vùng rễ ỉúa đẫ gây nên moi quan tâm 16n đổi vờì các nhà nghiên cứu nông 
ìh học b&i vì lủa là một trong nhửng cây lircmg thụ*c chủ yếu của thế giới. Sự cổ định ni ta  
ng mối  lien kết  lúa  - vi khuẩn ờ  đieu kiện ng ập  ĨUTỚC đ i  cho  ph ểp  m ột  ỗổ loài vi kh u ẩn  khẮc 
au cồ khả năng tạo nên hoạt tính cố định nitor cda vùng rễ lúa |7, 11, 13, 14ị

K. oxytoca  N G 13  đ ã  đư ợc  ph ần  lập t ừ  vù ng  r? lúa  ỉr TVại th í  ngh iệm  cổ a  Viện di t r u y ền  học 
ốc gia, Mishima, Nhật  Bin và E. cloacae E26 đả đirực phân lập từ  vùng đắt  lủa Cìia ttnh Quing 
ng, Trung Quốc. CẰ hai nòi ctèu có hoạt tính cố định nitơ trong mối liên kết hội «inh v<Vi lỏa

Dã có thông báo đùng NG13 gây nhiêm cho lúa đã tạo thành  hoạt tính cổ định lìitơ cao 6 
ìg rễ t r o n g  điều kiện t h í  nghiệm in v i t ro  ị 12Ị. Còn cõng việc này của  chỏng  tôi  ỉằ c i i  t iến «ụ* cố 
h nitơ liên kết cỏa vi khuẩn vái lúa ngay trên đất ruộng tụ* nhiêu. Các nòi vi khuán đã đirọx 
tiến là NG13 hoặc E mang các plasnúd chứa ni/A và chứng dà được dùng đế gây nhiễm cho 
trên đất  ruộng không đirực khử trùng.

Chứng tôi xin thông báo ò  đây ve kết quẢ nghiên cứu 8ự cố định nitơ bẰng cách gẴy nhiêm 
oxytoca  v à  E. cloacae  t rong  mối  liên két  v6i  giống ỉửa  đ ị a  phưcrng T  thuộ c loại h ình Jap o n ic  a 
lầg Ờ Nhật  Bản. K. ơxytoca 1380 và E. cloacae E'26'2 là các đột  biến n\f~ t ừ  NG13 và E2Ô. K. 
ttoca N G l3 /p M C  71A và E. cỉọacae E26/pMC 73A là hai nòi vi khuẩn mAi đưực tạo ra bằng 
h đ ư a  các p la sm id  p M C  7 1 A VẰ p M C  73A c h ứ a  ni/A vào N G 1 3 ,  v à  tưcrng ứiỉg,  vào E26.  Hai 
mói này đều cổ định lútor khi cố amoni trong môi truồng,  trong khi hoạt tính cố định uitơ cda 
nòi dại lại bị kìm h im  bĂi đieu kiện này.

Trong thí  nghiệm này, chúng tôi đả dùng phưưiầg pháp dồng vị 16N pha ỉoâng đe đo sự cố 
h nitcr cỏa hệ thống lứa - vi khuẩn tích lũy được qua thời gian sinh trir<Vng còng với phép thử 
Ir axẻtylen nhir một chl tiêu của hoạt tíuli cố định nitơ.

Công việc này đã được tiến hành tại Viện <li truyền iiọc Quốc gia, Mishima, Nhật Bin,  diróí 
hirórig dẫn  cỏa cố Gĩáo «ư Tiến 8Ĩ Y. Hirota và Giáo sư Tien 8Î s. lyaina.

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP

1. Đát

Đắt (lấy từ  ruộng thí nghiệm cứa Viện di truyền học Quốc gia, Mishiina) đuyc phơi khô và 
g q u a  râ y  (loại m ắ t  2 min) .  Đ ấ t  sau  đố  đư ợc  XẮO t rộ n  cho  t h ậ t  đều.  Môi  m ộ t  cổc n h ự a  con
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đtròng kính 7,2 cm chứa 100g đấ t  và 90ml dung địch gồm ( 15NH4)SC>4 (12,5 mg 70,4% nguyền tị 
*ÔN) và KH3P 0 4 (lOOmg/coc).

2. Các g iốn g  lúa

Giống lúa T65 (loại hlnh Japonica) đã  được sd- dụng. Mạ được gieo cẫy trong chậu nư<k 
nhiệt độ 30°c trong 30 ngày.

3. Các nòi vi khuẩn

Klebsiella pneumoniae  UNF 931/pMC 73A đã nhận từ  phòng thí nghiệm của Giáo 8tr R. A 
Dixon [4]. ADN plasmid của pMC 73A đã đưực tách chiết và làm gạch từ  UNF 931 /pM C  71A V 
tưong ứng 931/pM C 73À theo phuxrag pháp hòa tan bằng kiềm [10|. ADN pỉa«mkỉ pMC 71A V 
pMC 73A sau đó đâ  được d ư a  vào NG13, và tircrng ứng, E26 b ing  biếu nạp theo Lederberg V 
Cohen [13]. Các nòi ntf~ cửa K. oxytoca (NG1389) và E. cloacae (E262) đa đưực gây tạo bằng N 
mcthyll - N - nitro - soguanidine theo như cách đ ã  có báo cáo trước đây ị l ị . Vi khuẩn xứ  lý đirọ 
cấy ra đĩa trễn môi tnrồrng glucô DavÍB tối thiểu [5] và ả ồ  30°c  trong 2 ngày. Các khuẩn lạc mç 
len trong điều kiện yếm khí t rền môi trirờng này sau đổ đả đưạc đổng dấu ra đĩa trên môi trườn 
NFDM và ủ ở  3 0°c  trong 3 ngày. Các khuẩn lạc không mọc trên môi trưồrng NFDM tối thiể 
nhưng mọc trên NFDM có chứa amoni đâ được tách và thử  hoạt tính cổ định niter. Đã thu đu*9 
một 80 đột biến, một 8ổ trong 80 chúng được đặt tẽn ỉà NG1389, hoặc tircnig ứng là E262. Các 
vi khuẩn mói K. oxytoca N G l3 /p M C  71A và E. cloacae E26/pMC 73A đã Iihận đirợc theo CẮC 
trên đây đã được dùng để gây nhiễm cho lứa.

4. G ây  n h iễ m  vi k h u ẩ n  cho lóa

Vi khuẩn nuôi cấy trên môi trường NFDM được bổ sung thêm lOmM ( N H j ^ S O f  ờ  30°< 
trong 24 giờ, Các tế  bào được rửa sạch và hòa trong dung dịch ealine 0,65% . Sáu nhóm ni 
30 ngày tuổi (10 cây mối nhóm) đâ đirợc dùng làm thí nghiện». Rề cứa 00 cây mạ đirợc ngâi 
trong 60ml dung dịch vi khuẩn chửa gần 5.l0®/ml NG1389, NG13, N G l3 /p M O  71A, và ttrcrn 
ứng E262, E26 và E26/pMC 3A trong 24 giồr. Mạ đã gây nhiễm sau đó đưọrc đem cấy vào cí 
(mỗi cốc một cây) m à  đấ t  đirạc chuan bị theo như cách trình bày trên đây. Phần dung dịch 1 
khuẩn còn lại được đổ thêm vào đất  dùng để cấy lúa. Hàng ngày lúa được tưới  nước cat  vóri 
lượng xẫp xỉ dung tích của cốc để giữ cho đất  luôn đirợc làm ngập. Tẩ t  cả các cốc đã  đuxrc gì 
trong nhà kính vói  nhiệt độ t ự  nhiền khoing từ  20 đến 30°c.

5. P h é p  t h ừ  h o ạ t  t í n h  c ủ a  n i t ro g e n a z a

Như đã có thông báo trtrỏrc đây [l3|, một loat phép thiV đẵ đtrực dùng đề đo 8 ụ* cố định nit< 
hội sinh qua quãng thòri gian d ỉ  i cửa lủa và vi khuan. Đổi vóri mỗi một cốc «lùng để trồng lứa đ 
tiến hành bốn phẻp đo sau đây: để tính toán khả n&ng cổ định nitơ): phép th ử  khxỶ axêtylen, sill; 
khối của mỗi cây, xác định ni tơ tổíig số ciia các cây và nồng độ 16N pha loảng trciig cây. Cá 
phểp đo này đa  thực hiện vào thời điểm 120 ngày sau khi cấy iúa. C ứ  10 cốc của một lô x i  1 
là m ộ t  đ iểm 8ố liệu. P h ể p  t h ử  h o ạ t  t í n h  k h ử  C 2H 3 củ a cấy đe nguyên  v<9i d ấ t  đ ã  ả * ợ c  XẮC địnl 
bằng êắc ký khí như đã trình bày trưórc đây [8, 12, 13). Cây 8&U đổ đirợc tách riêng khổi đất  đi 
tính trọng lưọng khô và nghiền nhổ thành bột.

Nitơ tổng t6 của đắt ,  ciy và nồng độ 15N trong cây đả được xác định kết họp  v£i máy phâ! 
tích CN (nhãn hiệu MT500 Yanaco Co., Ltd., Japan). Khí nitơ t ừ  máy phân tích CN đ ả  trực iiếị 
di qua máy khối phổ và tỷ lệ 14N và 16N đả được xác định như đã  mô tả  tn rdc  đây {13).
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K ẾT QUA

Việc gây nhiêm NG13/pMC 71A và E26/pMC 73A đã làm tăng một cẤch rỏ rệt khả nẴng 
định ni tơ  Ờ vùng rễ lúa. Kết quả càa các phép đo đối vói các cãy được gẪy nhiễm với  NG13, 
; i3 /p M C  71 A, E26 và E26/pMC 73A eo với đổi chứng ià lô được gây nhiễm với  NG 1389 (nif~) 
E262 (nif~) đ à  chi ra rằng hiệu quẢ của 8ự cố định nitơ giửa các lô có 8ự phân biệt lớn, đặc 
t việc gây nhiễm vói N G l3 /p M C  71A và E26/pMC 73À đã làm táng trông thấy  hoạt  tính của 
thống liên kết lúa-vi khuẩn.

Hoạt tính khtV axetylen của vùng rễ nơi lúa dược gây nhiêm với NG13 hoặc E2G 8au 120 ngày 
h truẶng kể từ  lút gây nhiễm là 199,1 nmol/h/cây và tương ứng là 141 n m o l /h /c â t .  Hoạt tính 
à- axetyỉen cao nhất  đã  dạt  được là 322,3 nmol/h/cây và 192 ĩ imol/h/cây chính là của các cây 
đirơc gây nhiễm vời  N G l3 /p M C  71A và tirơng ứng, E26/pMC/ 73A.

Nitơ tổng số của  cây đirox gây nhiễm vối NG13, NG13/-pMC 71A hoặc E26, E26 /pM C 73À 
cao hơn so vói ni tơ  tổng so của cây dược gây nhiem vcri NG1389 (nif~) và E262 (nif“ ).

Kết quả của phương phẤp X5N pha loăng cũng đã dira ra những bằng chứng trùng hợp v ỉ  
•u quả cổ định niter cda  hệ thống lúá-vi khuẩn àưòì tác dụng gãy nhiêm cda NG13, N G l 3 /p M C  
A hoặc E26 và E26 /pM C 73A. Kết quả này cil #n K 111 inh rằng giống lúa T65 được gây nhiễm 
i N G l 3 /p M C  7lA và E26/pMC 73A ảĩì nhạn olượr; 2,59 mg, và tương ứng, 2,07 nig hay 35,6% 
tương ứng, 16,9% ni tơ  tổng số lấy từ MÌtơ khỏi!'.'. khí.

B À N  LUẬN

Chúng tôi đã tlir.i plasmid pMC 71A VÀ pMO 7.ỈA vào K. oxytoca NG13, và tương ứng, E. 
a cat E26 bằng biến nạp. Các nòi mói <ỉ»rực 1 V' niy là NGl3/pMC 71À và E26/pMC 73A có 
ỈI n&ng cố (lịnh ni tư trong môi trinVng ct' amolli Horn nĩra, mứi dây cũng đâ tạo được hai nòi 
. biến n if- là NO 1389 và Ë262 cìùmí *]ỉ làm «lối durikg cho thí nghiện» gây nhi?III.

Trong thí ngliKỉii t rước đây, nhóm ĩịghiê» cứu < o tlịnh nitơ ồ  vùng rề lúa cỏa Viền di truyền 
; Quổc gia, MUltima, Nhặt Bản, <i‘i chứng IIIiIIh dirợc rằng, việc gây nhiễm giống lúa C5444 
1ỖC loại hình Iinỉica và giống lúa rr*>r> Ilítiór Ịn.ii liinỉi litpnnica với N G /pM C  71A và E26/pMC 
\  đà có hiệu *t,\ cổ địiảh Iiita trỏng thấy (Kujii VÀ tập thể, 1087).

Các kết quả trong báo cáo này dõng thời chứtiti tổ hi<;u q u i  có độ tin cậy lớn ciĩa việc gây 
iễin ỉúa vái N(ÌKi /pMO 71À hoặc F/2«V i>MC 73A dược trồng trên đất  không khiV trùng,  trong 
các chi tiêu của Bự* co định nitcr dit duv/c ll 1*1 hiện lõ ràng nlur khả năng kh(ỉr axetylen, sinh khối 
liàm lượng nitơ tổng số của cây tàng U-n ỉ)ă<; hiệt kết quả phân tích 16N đả mang lại bằng 

Sng đầy thuyết phúc.

Dưa trên rác C&II cứ đả néỉi cliiujg t.òi k «ít. luạn rằng, hoàn toàn có thể tì li* dụng hiệu quả cổ 
t i l  n i t e r  c i l a  t ổ  h ạ p  i ú a - v i  k h u ẩ n  n h ờ  VÀO v i ệ c  g â y  n l i i è m  v ớ i  c á c  n ò i  c ố  đ ị n h  n i t ơ  đ ả  đ ư ợ c  c à i  

II về ntặt tii truyon. Y nghĩa quan t ọng c|\.t việc irng (lụng thực tiễn hiệu quả cố định ni tơ liên 
L cứa các vi khuẩn này là lợi ích cửa cắc đọ! Klebsiella và thành tựu của kỹ thuật  cloning 
tái tổ h‘/p  ADN mà chứlkg ta. cớ thể (lùng Je tiíng cirỉrng hoạt dộng cố định nẳta trong điều kiện 

ưn g t ự  n h ư  L\\d  CẮC n òi  k h ấ c  t ì m  dwyc h  vù ng  r ỉ  lúa m ột  khi  c ơ  c h ế  đ iề u  c h i n h  h o ạ t  đ ộ n g  c ủ a  
ốm gt‘11 IIif b Klebsiella đã  được lighten cứu một cách khá kỹ lường [4, 6|.

Hir&ng nghiên cứu t iếp thiĩo cỏ il đe tài này là sự đòi hổi khai thác gấp rủt c lc  vi khuẩn cố 
ỉ lí n i ia  ồ  vùng rề lúa Ịih&in phát  hiện ra II h (hỉ g to hạp có hiệu suất cao hơn giĩra vi khuẩn và 
: giống lóa khác ỉ)ha 11.
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Chúng tôi rất hy vọng các bạn đồng nghiệp trong và ng*>Ài uưởc ?ẽ tiếp tục bổ sung và đó 
góp cho hư6ng đi tiếp sau trong ỉĩnh vực này bSi»K nhúng ĩ)A íực v,\ th\nh tiru mái, giúp ph 
triển kỹ nghệ đi truyền học nư<5rc nhà nói riêng và nền nông nghiệp Việt Nam nói chung mà tro 
những năm t<5i đây chẲc chắn sẽ đạt được nhiều kết quả rực rờ và to lớìì
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Nguyen X uan  Hong

IMPROVED ASSOCIATIVE DINITROC.EN FIXATION BY 

Klebsiella oxytoca OR Entcrobactf.r cloacae

IN ASSOCIATION WITH RICE VARIETY T65

It waa reported that  the reestabishment of Na-fixation of rice-bacterium association using an i 
proved Klebsiella oxytoca or EnttrobacUr cloacae obtained from the rhiiotfphere of rice plant haB b« 
demonstrated.

A powible to enhance N^-fixation of rice-bActerium complex by noculat :on with the iinproveed f* 
fixing microbes waa conaiderated and discussed.

Khoa sink hoc  -  Đ H T H  Hà Nội
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