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Tóm tắt: Từ 15 mẫu đất trồng hồ tiêu tại ĐăkLăk, các chủng vi nấm được phân lập và chọn lọc 
cho khả năng sinh enzyme chitinase, protease, amylase, cellulase. Chủng lựa chọn được nghiên 
cứu về hình thái, màu sắc khuẩn lạc, ảnh hưởng của các nguồn dinh dưỡng đến sự hình thành bào 
tử. Kết quả cho thấy môi trường PDA là môi trường thích hợp cho sự sinh trưởng của nấm 
Paecilomyces variotii NV01. Sau 14 ngày nuôi cấy chủng P. variotii NV01 cho số bào tử 106/cm2. 
Chủng nấm này có khả năng sinh một số enzyme ngoại bào như amylase, cellulase, chitinase, 
protease. Kết quả giải trình tự và phân tích vùng ITS của rDNA với cặp mồi  ITS1F/ITS4 cho thấy 
chủng nghiên cứu có độ tương đồng 100% với chủng Paecilomyces variotii KF305752 và được đặt 
tên là P. variotii NV01. Tại Việt Nam, nghiên cứu ứng dụng về loài nấm này còn rất ít, các cơ sở 
dữ liệu về đặc tính sinh học vẫn còn hạn chế. 

Từ khóa: Đặc điểm sinh học, Paecilomyces variotii, hồ tiêu. 

1. Mở đầu  

Hiện nay, việc sử dụng thuốc trừ sâu tràn 
lan trong phòng trừ côn trùng gây hại đã dẫn 
đến tình trạng  kháng thuốc. Để đạt được mức 
độ kiểm soát mong muốn thì số lượng cũng như 
liều lượng của thuốc ngày một gia tăng.  Việc 
sử dụng thuốc hóa học không những tiêu diệt cả 
hệ sinh vật có lợi mà còn gây ra nhiều bệnh 
dịch mới, ảnh hưởng đến sức khỏe con người, 
động vật và môi trường sinh thái. Từ thực tế đó, 
các biện pháp quản lý dịch hại theo hướng sinh 
học ngày càng được phát triển. Đấu tranh sinh 
học trong đó sử dụng nấm tiêu diệt côn trùng đã 
dần thay thế cho thuốc hóa học trong vấn đề 
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kiểm soát côn trùng gây hại [1].  Hướng nghiên 
cứu này đã thu hút được sự quan tâm của nhiều 
nhà khoa học trên thế giới. Ngày nay, có hơn 
100 chi với hơn 700 loài nấm ký sinh côn trùng 
khác nhau và nhiều loài trong số đó có tiềm 
năng lớn trong quản lý dịch hại côn trùng [2], 
một trong số đó có nấm ký sinh ấu trùng. Nấm 
ký sinh ấu trùng sử dụng các mấu bám hoặc hệ 
sợi của chúng nhằm tiêu diệt ấu trùng [3]. Một 
số đại diện cho nhóm này thuộc về các chi 
Pochonia, Paecilomyces, Lecanicillium,...  Các 
nghiên cứu của Lopez - Llorca L. và cộng sự 
[3] cho thấy, các nấm diệt tuyến trùng thuộc 
ngành Ascomycota trong đó có chi 
Paecilomyces, chúng tiết ra một số enzyme 
ngoại bào như chitinase, protease. Các enzyme 
này đóng vai trò quan trọng trong phân hủy ấu 
trùng dẫn tới tiêu diệt ấu trùng, người ta gọi loại 
nấm này là nấm diệt tuyến trùng.  
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Từ 15 mẫu đất trồng hồ tiêu, nhóm nghiên 
cứu đã phân lập được 25 chủng vi nấm, từ đó 
sàng lọc được 1 chủng ký hiệu NV01 dựa vào 
khả năng sinh enzyme ngoại bào chitinase, 
protease, là một trong các tiêu chí đánh giá về 
khả năng diệt tuyến trùng của nấm này. Trong 
bài báo này, chúng tôi đưa ra kết quả nghiên cứu 
về đặc điểm sinh học, đặc điểm phân loại của 
chủng nấm NV01 phân lập từ mẫu đất trồng Hồ 
tiêu tại Đăk Lăk và từ đó là cơ sở để nghiên cứu 
về khả năng diệt tuyến trùng của loài nấm này.  

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu 

- Chủng NV01-phân lập từ mẫu đất trồng 
Hồ tiêu khu vực ĐăkLăk. 

- Môi trường nuôi cấy: PDA (Potato Dextrose 
Agar) (g/l): khoai tây để chiết dịch - 200; 
sacharose - 20, Agar - 15, pH 6,8. Môi trường 
CDA (Czapek - Dox Agar) (g/l): sacharose - 30, 
Sacharose: 30; NaNO3: 2; KCl: 0,5; 
MgSO4.7H2O: 0,5; FeSO4.7H2O: 0,01; agar: 15; 
pH: 6,8-7,0. Môi trường CD dịch thể (Môi trường 
CD không có agar). Môi trường SDA - Y1 
(Sabouraud Dextrose Agar Yeast) (g/l): pepton - 
10; dextrose - 40; yeast extract - 2; agar - 15. Môi 
trường SDA - Y3 (Sabouraud Dextrose Agar 
Yeast có thêm khoáng chất): pepton - 10; 
dextrose - 40; yeast extract - 2; agar - 15; một 
số chất khoáng. 

- Môi trường thử hoạt tính amylase; 
cellulase; protease (g/l) chứa cơ chất tinh bột; 
CMC; casein; hoặc chitin: 1 và agar: 15. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

- Số lượng bào tử tạo thành/cm2: được tính 
một lần ở thời điểm 14 ngày nuôi cấy, thu bào 
tử  và xác định mật số bào tử bằng buồng đếm 
hồng cầu Thoma dưới kính hiển vi.  Mật số bào 
tử/cm2 = số lượng bào tử - (bt/ml)/diện tích 
khuẩn lạc [4]  

- Khả năng sinh enzyme: Xác định bằng 
phương pháp khuyếch tán trên thạch; sử dụng 

các cơ chất: tinh bột (amylase), CMC 
(cellulase), cazein (protease), chitinase [5] 

- Tách chiết DNA tổng số bằng kit Zymo 
Reseach (Mỹ) sử dụng quy trình kèm theo của 
nhà sản xuất. 

- Định danh nấm: sử dụng cặp mồi: ITS1F / 
ITS4 (IDT, Mỹ) có trình tự như sau:  

IST1F (5’ - CTT GGT CAT TTA GAG 
GAA GTA A - 3’);   

ITS4 (5’ - GCT GCG TTC TTC ATC GAT 
GC - 3’);  

- Định danh dựa trên giải trình tự vùng ITS: 
Trình tự vùng ITS được so sánh với cơ sở dữ 
liệu GenBank sử dụng công cụ BLAST 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Đặc điểm hình thái và cấu trúc sinh bào tử 
của chủng NV01 

Trong số 25 chủng nấm sợi phân lập được, 
ngoài những chủng định danh bằng hình thái 
khuẩn lạc, cấu trúc sinh bào tử (như 
Aspergillus, Penicillium, Curvularia...), chủng 
NV01 có hệ sợi dài, khuẩn lạc phát triển nhanh, 
mịn, màu sắc vàng, nâu vàng, hoặc nâu sẫm, 
nhưng không chuyển sang màu xanh như 
Penicillium, có hoạt tính enzyme chitinase 
ngoại bào mạnh được lựa chọn để nghiên cứu. 
Chủng NV01 được nuôi cấy ở nhiệt độ phòng, 
trên môi trường CDA. Một số đặc điểm nuôi 
cấy như sau:  hệ sợi mọc dạng bông xốp, sợi 
ban đầu trắng ngà, sau đó chuyển dần sang màu 
kem rồi sang màu vàng nâu. Khuẩn lạc có kích 
thước từ 1-3 cm sau 7 ngày; mép trơn. Cuống 
sinh bào tử và bào tử xuất hiện sau 3 ngày nuôi 
cấy. Bào tử đính, dạng chuỗi, hình ô van (Hình 1). 
Thể bình hình trụ hoặc hình elip, sau nhỏ dần. 
Bào tử hình cầu đơn độc, (làm sao biết được 
nếu không sử dụng kính hiển vi điện tử), chuỗi 
dài tỏa theo các hướng. Theo kết quả nghiên 
cứu của Luangsa-Ard và cộng sự cho thấy 
chủng thuộc chi Paecilomyces [6]. Tuy nhiên, 
để phân biệt đến loài, cần phải tiến hành một số 
chỉ tiêu sinh lý sinh hóa và sinh học phân tử. 
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Hình 1. Hình thái và cấu trúc sinh bào tử  
của chủng NV01. 

(A - Hình thái khuẩn lạc; B - Cấu trúc sinh bào tử ở 
độ phóng đại 600 lần) 

3.2. Ảnh hưởng của nguồn dinh dưỡng đến sự 
phát triển của chủng NV01 

Sau 14 ngày nuôi cấy, PDA là môi trường 
cho chiều dài đường kính khuẩn lạc cao nhất 
(4,16 cm). Môi trường SDA-Y3 cho đường 

kính khuẩn lạc 3,98 cm, môi trường CDA là 
3,64 cm và SDA-Y1 là 3,45 cm. Kết quả trên 
Bảng 1 cho thấy số lượng bào tử/cm2 cũng tỷ lệ 
thuận với đường kính khuẩn lạc. Ngoài ra, môi 
trường PDA còn là môi trường sử dụng để phân 
lập chủng nấm này. Theo các tác giả Juan Li, 
Chenggang Zou, 2015 [7] số lượng bào tử thu 
được lớn là điều kiện thuận lợi để sản xuất chế 
phẩm diệt tuyến trùng. Điều này có hiệu quả 
nhất là đối với nấm có bào tử nội ký sinh trứng 
ấu trùng như Paecilomyces. 

Lưu ý: đường kính khuẩn lạc sau 14 ngày 
nuôi cấy tại nhiệt độ phòng.  

Với mục đích lựa chọn môi trường lên men tối 
ưu, chúng tôi tiến hành nghiên cứu các điều kiện 
pH, nhiệt độ thích hợp cho chủng sinh trưởng. 

Bảng 1. Đường kính khuẩn lạc (cm) của chủng nấm NV01  

Môi trường Đường kính 
khuẩn lạc (cm)  

Số lượng bào tử 
(/cm2) 

Hình thái khuẩn lạc 

 
PDA 

 
4,16 

 
106 

Sau 3 ngày nuôi cấy, bào tử hình thành, dày 
đặc. Sau 7 ngày nuôi cấy, bào tử từ vàng nhạt 
chuyển sang nâu dần. 

CDA 3,64 0,17 x 106 Sau 5 ngày nuôi cấy, bào tử hình thành, đến 
ngày thứ 14 khuẩn lạc màu vàng nhạt. 

SDA –Y1 3,45 0,008 x 106 Sau 7-8 ngày nuôi cấy, bào tử hình thành, bào 
tử thưa trên mặt thạch. 

SDA – Y3 3,98 0, 25 x 106 Sau 4-5 ngày nuôi cấy, bào tử hình thành. 
r 

3.3. Ảnh hưởng của pH, nhiệt độ đến sự sinh 
trưởng của chủng NV01 

Chủng NV01 được nuôi cấy trên môi 
trường CD dịch thể, nhiệt độ nuôi cấy 28oC ± 
2oC, pH môi trường nuôi cấy được thay đổi từ 3 
đến 9. Kết quả được trình bày ở Bảng 2. 

Bảng 2. Ảnh hưởng của pH và nhiệt độ đến sự sinh 
trưởng của chủng NV01 

pH Sự 
sinh 
trưởng 

Nhiệt 
độ 
(oC) 

Sự 
sinh 
trưởng 

3 - 20 + 
4 + 25 ++ 
5 ++ 30 +++ 
6 ++ 35 +++ 
7 +++ 40 ++ 
8 ++ 45 + 
9 + 50 - 

Ghi chú: (+) Sau 7 ngày nuôi cấy hệ sợi 
phát triển, (++) Sau 7 ngày nuôi cấy bào tử bắt 
đầu lác đác xuất hiện xung quanh tam giác nuôi 
cấy, (+++) Sau 7 ngày nuôi cấy bào tử xuất hiện 
chuyển sang màu vàng 

(-) Không mọc 
Kết quả trong Bảng 2 cho thấy, pH 5-8 là 

thích hợp nhất cho chủng sinh trưởng, phù hợp 
với pH của mẫu đất lấy tại ĐăkLăk thường có 
pH 5-7.  

Nhiệt độ nuôi cấy thường ảnh hưởng lớn 
đến sự sinh trưởng, khả năng sinh enzyme cũng 
như ảnh hưởng đến sự sinh tổng hợp các chất 
khác. Thí nghiệm nuôi cấy được tiến hành trên 
môi trường CDA với nhiệt độ nuôi cấy: 20oC; 
25oC; 30oC; 35oC; 40oC; 45oC; 50oC. Kết quả 
được trình bày ở Bảng 2. Như vậy, nhiệt độ từ 
25 - 40oC là nhiệt độ thích hợp cho sinh trưởng 
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của chủng NV01; đây cũng là nhiệt độ tương 
ứng với điều kiện khí hậu vùng Đăk Lăk. Theo 
các nghiên cứu của các tác giả Khan A, 
Williams KL [8] chủng Paecilomyces lilacinus 
251 được nuôi cấy ở nhiệt độ từ 25-30oC và 
được thử nghiệm tiêu diệt tuyến trùng 
Meloidogyne javanica bằng cách đưa các trứng 
của M. javanica trưởng thành vào đĩa 96 giếng 
đã bổ sung chitinase và protease bán tinh sạch 
của loài P. lilacinus, quan sát dưới kính hiển vi 
từ 3 đến 6 ngày sau khi ủ để xác định khả năng 
sống sót của trứng. Các kết quả tương tự cũng 
được báo cáo bởi Van Nam Nguyen và cs. [9] 
khi nghiên cứu lên men chủng Paecilomyces 
variotii DG-3 với dải pH từ 5,0 đến 8,3 để tách 
chiết chitinase; tinh sạch và nghiên cứu hai loại 
chitinase là Chi32 và Chi46; trong đó Chi32 là 
exo-chitinase và Chi46 là endo-chitinase. Chủng 
P. variotii DG-3 được tác giả phân lập từ đất 
trồng dưa chuột tại vùng Daegu, Hàn Quốc.  

Ngoài việc khảo sát nhằm tối ưu các điều 
kiện lên men, việc nghiên cứu khả năng sinh 
enzyme ngoại bào như chitinase, protease, 
amylase, cellulase là cần thiết đối với những 
chủng có khả năng tiêu diệt tuyến trùng.  

3.4. Khảo sát khả năng sinh enzyme 

Kết quả ở Hình 2 cho thấy, chủng NV01 
đều có khả năng sinh cả 4 loại enzyme 
chitinase, protease, amylase, cellulase. Trên đĩa 
thạch có độ dày 5 mm có bổ sung cơ chất (như 
phần 2.1), đường kính vòng phân giải đối với 
chitinase là 15 mm;  protease là 23 mm; 
amylase là 33 mm và cellulase là 16 mm. Kết 
quả này tương tự như những nghiên cứu của các 
tác giả Chen và cs., L.V. Lopez-Llorca và cs  
[3, 10] ứng dụng chúng trong tiêu diệt tuyến 
trùng gây bệnh trên thực vật (cà phê, cà chua, 
hồ tiêu). 

Protease P32 có trọng lượng phân tử 32kDa 
lần đầu tiên được tinh sạch từ chủng Ponchonia 
rubescens bởi Lopez-Llorca [3]; tương tự 
protease ngoại bào cũng được tìm thấy ở chủng 

Ponchonia chlamydosporia mang tên VCP1 
[11], các thí nghiệm cũng chứng minh khi có 
mặt VCP1 trứng bị tiêu hủy dễ dàng hơn khi 
không có mặt enzyme này. Trong các nghiên 
cứu của Zaldivar, Zeilinger [12, 13], chitinase 
được tách chiết và tinh sạch từ các nấm 
Trichoderma spp., chitinase ngoại bào được 
tách chiết từ chủng nấm Metarhizium 
anisopliae ký sinh côn trùng (có trọng lượng 
phân tử 60, 33, 43.5, 45 Kda); chitinase nội bào 
từ chủng Beauveria bassiana (có trọng lượng 
phân tử 45 Kda) [14, 15]. Những chủng này 
được coi như là tác nhân gây bệnh côn trùng. 

  

  

Hình 2. Khả năng sinh amylase (A); cellulase (B); 
protease ( C ) và chitinase (D). 

3.5. Định danh nấm bằng giải trình tự vùng ITS 
của rDNA 

Vùng ITS (Internal Transcribed Spacer) 
gồm ITS1, gen 5,8S rRNA, ITS2 là vùng 
thường được sử dụng trong nghiên cứu tiến hóa 
của nhóm nấm nói chung. Trong nghiên cứu 
này, sử dụng cặp mồi gồm ITS1F và ITS4 của 
White et al. (1990) để nhân đoạn DNA có kích 
thước ~ 600bp. 

k 
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Hình 3. Cây phả hệ dựa trên trình  tự  vùng ITS (ITS1 - 5,8S - ITS2)  
của chủng NV01 và các chủng có mối quan hệ gần gũi.

Sử dụng công cụ BLAST so sánh trình tự 
thu được với trình tự ITS của các chủng nấm đã 
biết trong GenBank của NCBI cho thấy, chủng 
này có độ mức tương đồng về trình tự ITS với 
chủng Paecilomyces variotii IKF305752 là 
100%. Kết quả được trình bày ở Hình 3. Như 
vậy, dựa vào đặc điểm hình thái, trình tự vùng 
ITS có thể kết luận chủng NV01 thuộc loài P. 
variotii và được đặt tên là P. variotii NV01. 

Các dữ liệu công bố về loài này cho thấy: 
P.variotii có khả năng kháng tuyến trùng 
Meloidogyne javanica gây bệnh bướu rễ cây cà 
chua, cà tím, dưa chuột, được phân lập trên đất 
trồng tại 3 khu vực địa lý khác nhau của 
Jordani; M. Al-Qasim và cs. đã thử nghiệm khả 
năng tiêu diệt trứng của tuyến trùng hiệu quả 
đạt đến 61,4%; trong đó chủng Paecilomyces 
lilacinus đạt hiệu quả đến 68,5% [16]. Các công 
trình nghiên cứu của Z. Perveen và S. Shahzad 
cho thấy chủng Paecilomyces variotii; 
Paecilomyces lilacinus; Paecilomyces 

fumosoroseus có khả năng ức chế quá trình nở 
trứng ấu trùng của loài Meloidogyne incognita 
(tuyến trùng đục thân). Trên cây họ đậu Vigna 
radiata, khi sử dụng chủng Paecilomyces 
variotii; Paecilomyces lilacinus giảm tới 83%  
trứng nở so với mẫu đối chứng [17].  

Trên đây là những kết quả rất khả quan khi 
nghiên cứu về khả năng diệt tuyến trùng của 
loài này đã được các tác giả trên thế giới công 
bố. Đồng thời là cơ sở cho những nghiên cứu 
tiếp theo của chúng tôi đối với chủng NV01 về 
khả năng diệt tuyến trùng.  

4. Kết luận 

Môi trường PDA là môi trường thích hợp 
cho sự sinh trưởng của nấm NV01. Sau 14 ngày 
nuôi cấy nấm NV01 cho số bào tử 106/cm2. 

Chủng có khả năng sinh một số enzyme 
ngoại bào như amylase, cellulase, chitinase, 
protease; sinh trưởng tối ưu ở pH từ 5 đến 8. 

Paecilomyces variotii FJ487938  

Byssochlamys spectabi KC157706 

Purpureocillium lilac KC157750  

100 

Paecilomyces variotii JX231002 

Paecilomyces variotii KC237293 

Byssochlamys spectabi KC009788  

Paecilomyces variotii GU968667 

Paecilomyces variotii JX231004 

Paecilomyces variotii AF455416 

Paecilomyces variotii KU729023 

Paecilomyces variotii JQ796880 

NV01 
Paecilomyces variotii KF305752

Paecilomyces variotii FJ549438

100

92

89 

71 

99 

100 
100 

100

100

100

80

Penicillium digitatum KJ834506 

50

0.05 

50
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- Kết quả giải trình tự  vùng ITS cho thấy 
chủng nghiên cứu có độ tương đồng 100% với 
loài Paecilomyces variotii KF305752 và được 
đặt tên là Paecilomyces variotii NV01. 
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Biological Characteristics of the Paecilomyces variotii NV01 
Strain Isolated in Daklak Pepper Soil 
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1Vietnam - Russian Tropical Center, 63 Nguyen Văn Huyen, Hanoi, Vietnam 

2Faculty of Biology, VNU University of Science, 334 Nguyen Trai, Hanoi, Vietnam 
3Institute of Biotechnology, VAST, 18 Hoang Quoc Viet, Hanoi, Vietnam 

Abstract: From 15 pepper soil samples collected in Daklak, fungal strains were isolated and 
screened for chitinase, protease, amylase, and cellulase activities. The strain NV01 was chosen for 
further investigation of morphology, colonial color and influences of nutrients on fungal sporulation. It 
has been shown that the PDA medium is suitable for the growth of the strain NV01. After 14 days of 

inoculation, this fungus produced 106 conidia per cm2. The strain is capable of producing some extracellular 
enzymes such as amylase, cellulase, chitinase, and protease. The sequence-based results ITS1F and 
ITS4 showed that the strains were highly similar (100%) to Paecilomyces variotii KF305752 and were 
assigned as Paecilomyces variotii NV01. In Vietnam, detailed researches on this fungus and related 
information of its biological characteristics are still limited. 

Keywords: Biological characteristics, Paecilomyces variotii, pepper. 


