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NGHIÊN C�U �A D�NG SINH H�C N�M MEN  

N�I SINH PHÂN L�P TRÊN CHU�I TIÊU H�NG 

Musa sapientum L. T�I KHU V�C GIA LÂM, HÀ N�I 

CHU THANH BÌNH, �� TH� THU H�NG, NGÔ CAO C��NG 

1. ��T V�N �� 

Vi sinh v�t n�i sinh (VSVNS) s�ng trong mô c�a t� bào th�c v�t, không gây 

h�i cho cây mà th��ng t�o ra các ch�t có ho�t tính sinh h�c nh�: Ch�t �i�u hòa sinh 

tr��ng, các ch�t kháng sinh, nhóm axit pholic… Các h�p ch�t này �ã phát huy vai 

trò c�a nó ��i v�i ��i s�ng cây, kích thích sinh tr��ng th�c v�t, sinh kháng sinh �c 

ch� s� phát tri�n b�nh c�a cây [8]. Chính vì v�y, VSVNS nói chung và n�m men n�i 

sinh nói riêng ���c các nhà khoa h�c quan tâm nghiên c�u b�i vai trò và ý ngh�a c�a 

chúng trong ��i s�ng. 

Cây chu�i là lo�i cây �n qu� có giá tr� dinh d��ng và kinh t� cao... Chu�i Tiêu 

h�ng ���c ng��i tiêu dùng �a chu�ng h�n c� b�i h��ng v�, th� hi�u.   

T�i Vi�t Nam, các công trình nghiên c�u v� n�m men n�i sinh trên ��i t��ng 

chu�i ch�a nhi�u. Bài báo này trình bày m�t s� k�t qu� thu ���c qua kh�o sát và l�y 

m�u chu�i Tiêu h�ng t�i khu v�c Gia Lâm - Hà N�i, ��ng th�i nghiên c�u v� �a 

d�ng n�m men n�i sinh thông qua ��c �i�m hình thái khu�n l�c, t� bào, ho�t tính 

enzyme có s� d�ng k� thu�t PCR fingerprinting. 

2. V�T LI�U VÀ PH��NG PHÁP NGHIÊN C�U 

2.1. V�t li�u 

- M�u cho phân l�p VSVNS t� các b� ph�n c�a cây chu�i Tiêu h�ng; Hoa - 5 

m�u; qu� non - 5 m�u, qu� bánh t� - 10 m�u, qu� già - 10 m�u, qu� chín - 11 m�u. 

- ��a �i�m l�y m�u thu�c ��a ph�n Th��ng Thanh, Gia Lâm, Hà N�i; di�n tích 

khu v�c l�y m�u kho�ng 3600 m2; t�a �� dao ��ng quanh v� trí N: 21o04.625’;       

E: 105o53.794’. 

- Môi tr��ng Hansen (g/l): Sacaroza - 30; Pepton - 10; K2HPO4 - 3; MgSO4.7H2O - 3; 

Yeast Extract - 1; NaCl - 1; ���c s� d�ng �� phân l�p, làm s�ch và gi� gi�ng n�m men. 

- Môi tr��ng xác ��nh ho�t tính enzyme ngo�i bào (cellulase, amylase, protease) 

b�ng ph��ng pháp khuy�ch tán trên th�ch (g/l): c� ch�t (CMC, tinh b�t, casein) - 1; 

Agar - 15; pH 7. 

- M�i MST (IDT Technologies) có trình t� nh� sau: 5’ - GTG GTG GTG 

GTG GTG - 3’ [5]. 
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2.2. Ph��ng pháp 

- L�y m�u và b�o qu�n m�u theo TCVN 9017:2011 [1]. 

- X� lý m�u tr��c khi phân l�p: M�u ���c r�a s�ch ph�n mô d��i vòi n��c 

m�nh, c�t thành các �o�n nh� 2 ÷ 4 cm �� d� thao tác, sau �ó ���c kh� trùng b� m�t 

m�u, th�c hi�n l�n l��t t�ng b��c sau: ethanol 70% (5 phút); NaClO 5% (5 phút) và 

etanol (30 giây). R�a l�i 5 l�n v�i n��c c�t vô trùng. B� sung 1 ml n��c c�t kh� 

trùng. Nghi�n nát mô t� bào, hút 100 ÷ 200 �l lên ��a th�ch và trang ��u r�i �em 

nuôi c�y [6, 7]. 

- Phân lo�i n�m men d�a trên hình thái khu�n l�c [9].  

- Ho�t tính enzyme: amylase, cellulase, proteinase [3]. 

- Tách chi�t DNA t�ng s� s� d�ng kit tách Norgen, Canada. 

- K� thu�t PCR fingerprinting: ���c báo cáo l�n ��u vào n�m 1985 b�i giáo 

s� Alec Jeffreys (��i h�c Leicester, Anh). �ây là ph��ng pháp dùng �� phân nhóm 

d��i loài d�a trên s� t��ng ��ng các �o�n ADN v� tinh. ADN v� tinh là các �o�n 

ADN có trình t� l�p l�i l�n, th��ng không mã hóa cho gen và ít b� ��t bi�n, thay 

��i. Do �ó, chúng th��ng ���c dùng làm công c� ��c l�c trong phân lo�i. S� d�ng 

các m�i ���c thi�t k� theo trình t� c�a các ADN v� tinh trong ph�n �ng PCR. Sau 

�ó các �o�n ADN v� tinh �ã khu�ch ��i s� ���c �i�n di �� so sánh kích th��c. S� 

t��ng ��ng c�a các ph� b�ng th� hi�n s� g�n g�i c�a các ch�ng n�m men [4]. 

- Ph�n �ng PCR v�i các thành ph�n Master mix (Intron) 1 x 10 �l, m�i 

Microsatellite primer Transcrip MST (IDT) - 2 �l, n��c PCR - 11 �l, DNA khuôn 2 �l 

v�i 35 chu k� có chu trình gia nhi�t nh� sau: 95oC trong 2 phút; 94oC trong 40 giây; 

52oC trong 60 giây; 72oC trong 2 phút; 72oC trong 10 phút [2]. 

3. K�T QU� NGHIÊN C�U 

3.1. K�t qu� phân l�p n�m men n�i sinh 

20 ch�ng n�m men �ã ���c phân l�p t� 41 m�u chu�i Tiêu h�ng � các giai 

�o�n sinh tr��ng khác nhau. K�t qu� ���c trình bày � b�ng 1. 
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B�ng 1. K�t qu� phân l�p n�m men n�i sinh trên 41 m�u chu�i Tiêu h�ng 

KH m�u B� ph�n cây chu�i KH ch�ng n�m men 

16 
Hoa 

16Y1, 16Y3, 16Y4 

32 32Y1 

14 
Qu� bánh t� 

14Y6 

31 31Y1 

1 

Qu� già 

1Y1 

2 2Y1 

3 3Y1 

8 8Y2 

12 12Y6 

13 13Y1, 13Y4 

37 37Y1 

17 

Qu� chín 

17Y2 

29 29Y1 

36 36Y1, 36Y2, 36Y3, 36Y4 

K�t qu� cho th�y, giai �o�n chu�i già thu ���c s� l��ng n�m men nhi�u nh�t 

và hi�n ch�a phân l�p ���c n�m men trên chu�i non. �i�u này có th� do � giai �o�n 

chu�i già có các ch�t dinh d��ng (���ng, vitamin) c�ng nh� các �i�u ki�n sinh 

tr��ng khác (pH, khoáng ch�t) phù h�p v�i nhu c�u sinh tr��ng c�a n�m men. Chu�i 

chín thu ���c ch�ng n�m men nhi�u, tuy nhiên có th� � giai �o�n này hàm l��ng cao 

c�a ���ng, protein, K+, Fe2+… c�ng là �i�u ki�n thu�n l�i cho s� sinh tr��ng c�a vi 

khu�n gây c�nh tranh và làm gi�m s� l��ng n�m men. K�t qu� này c�ng phù h�p v�i 

các nghiên c�u c�a tác gi� Isaeva O. V. [6] v�i ��i t��ng qu� Bí ngô Cucurbita pepo L. 

� giai �o�n chín n�m men b� gi�m do vi khu�n c�nh tranh sinh tr��ng. 

3.2. Phân lo�i qua hình thái khu�n l�c và t� bào 

Các ch�ng n�m men sau khi ���c làm s�ch, thu�n khi�t và ���c ch�p hình 

thái, t� bào trên kính hi�n vi Eclipse E600-Nikon th��c �o 5 �m, �� phóng ��i 400X. 

D�a trên ��c �i�m hình thái và t� bào, 20 ch�ng n�m men ���c chia thành 16 

nhóm trình bày trong b�ng 2. 
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B�ng 2. ��c �i�m hình thái khu�n l�c và t� bào c�a các ch�ng n�m men n�i sinh  

��i di�n cho các nhóm 

Nhóm 
KH 

ch�ng 
��c �i�m hình thái 

Hình thái 
khu�n l�c 

Hình thái 
t� bào 

1 1Y1 
Khu�n l�c màu vàng, ���ng 
kính khu�n l�c 7 mm, b� 
m�t ��t, h�i bóng, vi�n tr�n.

2 
2Y1 

36Y2 

Khu�n l�c màu tr�ng, b� 
m�t n�i lên m�t th�ch, h�i 
bóng, ���ng kính 1,5 mm, 
vi�n tr�n. 

3 

3Y1 
12Y6 
13Y4 
31Y1 

Khu�n l�c màu vàng, b� 
m�t ��t, x�p, n�i lên m�t 
th�ch, ���ng kính khu�n 
l�c 3 mm, vi�n tr�n 

4 
8Y2 

16Y3 

Khu�n l�c màu ��, ���ng 
kính 1 mm, b� m�t h�i 
bóng, vi�n tr�n. 

5 13Y1 

Khu�n l�c ban ��u tr�ng, 
sau chuy�n vàng nâu, vi�n 
nh�n, ���ng kính khu�n l�c 
2 mm. 

6 14Y6 

Khu�n l�c tr�ng bông, 
���ng kính khu�n l�c 3 mm,
b� m�t khô, sau 5 ngày 
phân hóa s�i và bào t�. 
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7 16Y1 

Khu�n l�c nh� ���ng kính 
1 mm, b� m�t khô, sau 3 
ngày nuôi c�y chuy�n thành 
màu vàng nâu, sau chuy�n 
sang �en, m�c dày trên m�t 
th�ch. 

8 16Y4 

Khu�n l�c nh�, màu tr�ng, 
x�p, sau chuy�n nâu, ti�t s�c 
t� �� vào môi tr��ng, sau 3 
ngày nuôi c�y có hi�n t��ng 
phân hóa và hình thành bào t�, 
���ng kính khu�n l�c 4 mm. 

9 17Y2 

Khu�n l�c ban ��u tr�ng, 
sau chuy�n h�ng nh�t, b� 
m�t ��t, bóng, vi�n tr�n, 
���ng kính khu�n l�c 2 mm.

10 29Y1 

Khu�n l�c màu kem, ���ng 
kính 5 mm, sau 3 ngày nuôi 
c�y chuy�n màu vàng nâu, 
b� m�t ��t. 

11 32Y1 

Khu�n l�c ban ��u kem sau 
chuy�n h�ng nh�t, b� m�t 
khô, nh�n ���ng kính 11 mm,
màu kem. 

 

12 36Y1 

Khu�n l�c màu tr�ng, b� 
m�t ��t, n�i lên m�t th�ch, 
vi�n tr�n, ���ng kính 2 mm, 
n�i lên m�t th�ch. 
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13 36Y2 
Khu�n l�c màu kem, ���ng 
kính khu�n l�c 1 mm, b� 
m�t khô. 

14 36Y3 
Khu�n l�c màu vàng, ���ng 
kính 2 mm, b� m�t khu�n 
l�c nh�n. 

15 36Y4 
Khu�n l�c màu kem, b� m�t 
��t, ���ng kính 5 mm. 

16 37Y1 
Khu�n l�c màu kem, b� m�t 
khô, ���ng kính 2 mm. 

B�ng 2 cho th�y, ch�ng n�m men có hình thái khu�n l�c, hình thái t� bào 

t��ng t� nhau ���c s�p x�p cùng nhóm. Tuy nhiên, t� 20 ch�ng n�m thu ���c xu�t 

hi�n nh�ng ch�ng n�m men �a hình. Nh�m thu ���c k�t qu� có �� tin c�y cao h�n, 

c�n ti�n hành kh�o sát s� b� ho�t tính sinh enzyme c�a các ch�ng thu ���c ��ng 

th�i �ánh giá �a hình b�ng k� thu�t fingerprinting. 

3.3. Ho�t tính sinh enzyme 

Kh�o sát ho�t tính sinh enzyme là r�t c�n thi�t khi nghiên c�u n�m men n�i 

sinh b�i gi�a n�m men n�i sinh và cây ch� th��ng xuyên có s� trao ��i các ch�t 

dinh d��ng thông qua ho�t ��ng c�a nhi�u nhóm enzyme [6], trong �ó 3 nhóm 

enzyme ph� bi�n th��ng ���c nghiên c�u là cellulase, protease, amylase. 20 ch�ng 

n�m men n�i sinh �ã ���c xác ��nh ho�t tính enzyme và k�t qu� ���c trình bày 

trong b�ng 3.  
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B�ng 3. Ho�t tính enzyme c�a các ch�ng 

STT 
Ký hi�u 
ch�ng 

Ho�t tính 
amylase 

Ho�t tính 
cellulase 

Ho�t tính 
protease 

1 1Y1 - + + 

2 2Y1 - + + 

3 3Y1 - + ++ 

4 8Y2 + + + 

5 12Y6 - + ++ 

6 13Y1 - - - 

7 13Y4 + - ++ 

8 14Y6 + + ++ 

9 16Y1 - + - 

10 16Y3 - - - 

11 16Y4 - + ++ 

12 17Y2 + + + 

13 29Y1 - + ++ 

14 31Y1 - + + 

15 32Y1 ++ +++ + 

16 36Y1 - + - 

17 36Y2 + + + 

18 36Y3 - + + 

19 36Y4 - + + 

20 37Y1 - - - 
 

 

Hình 1. Ho�t tính enzyme c�a ch�ng 
A. Ho�t tính cellulase; B. Ho�t tính protease; C. Ho�t tính amylase; 

1. Ch�ng 31Y1; 2. Ch�ng 16Y3; 3. Ch�ng 13Y4 

K�t qu� b�ng 3 cho th�y, 6 ch�ng có ho�t tính sinh amylase, 16 ch�ng có ho�t 
tính sinh cellulase, 15 ch�ng có ho�t tính sinh protease, 5 ch�ng sinh c� 3 lo�i 
enzyme nói trên. 
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3.4. Phân nhóm b�ng k� thu�t finger printing 

Phân nhóm d�a trên hình thái khu�n l�c và t� bào �ôi khi g�p nhi�u khó kh�n 

��c bi�t v�i nh�ng ch�ng n�m men �a hình. K� thu�t fingerprinting ���c s� d�ng 

nh�m kh�c ph�c nh�ng h�n ch� �ó ��ng th�i cho k�t qu� nghiên c�u có �� tin c�y 

cao h�n. 

Các ch�ng n�m men sau khi ���c làm s�ch s� ���c nuôi thu sinh kh�i và tách 

DNA t�ng s� b�ng s� d�ng kit tách. S�n ph�m DNA t�ng s� sau khi tách chi�t ���c 

ki�m tra �� tinh s�ch b�ng �o quang ph� h�p th� � b��c sóng 260 nm và 280 nm, t� 

l� A260/A280 c�a 20 ch�ng ��u trong ng��ng 1,8÷2. DNA tinh s�ch ���c s� d�ng 
làm khuôn cho ph�n �ng PCR v�i m�i MST (hình 2). 

 

Hình 2. Ph� fingerprinting c�a 20 ch�ng n�m men n�i sinh trên chu�i Tiêu h�ng 

M - marker 1kb, 1 - 1Y1, 2 - 3Y1, 3 - 12Y6, 4 - 8Y2, 5 - 29Y1, 6 - 32Y1, 7 - 36Y1, 

8 - 36Y4, 9 - 2Y1, 10 - 17Y2, 11 - 13Y4, 12 - 31Y1, 13 - 36Y2, 14 - 16Y1,  

15 - 16Y4, 16 - 13Y1, 17 - 36Y3, 18 - 14Y6, 19 - 16Y3, 20 - 37Y1 

K�t qu� trên hình 2 cho th�y, s�n ph�m nhân PCR v�i m�i MST c�a các ch�ng 

n�m men cho ph� finger khác nhau và r�t �a d�ng do s� phân b� v� s� l��ng b�n 

sao c�ng nh� v� trí c�a DNA v� tinh trong genome. K� thu�t phân nhóm s� d�ng 

m�i thi�t k� d�a trên DNA v� tinh cho s� phân lo�i ��n loài. Các ch�ng có cùng m�t 

ph� b�ng finger s� thu�c cùng m�t loài, các ch�ng có ph� b�ng finger khác nhau có 

th� s� thu�c các loài khác nhau tùy theo m�c �� khác bi�t. Các ch�ng có cùng ph� 

b�ng finger s� ���c x�p vào cùng m�t nhóm và �ã chia 20 ch�ng n�m men thành 15 

nhóm (b�ng 4). 
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B�ng 4. Phân nhóm n�m men b�ng k� thu�t fingerprinting 

Nhóm KH ch�ng 

01 1Y1, 3Y1 

02 12Y6 

03 8Y2 

04 29Y1 

05 32Y1 

06 36Y1, 14Y6 

07 36Y4, 2Y1 

08 17Y2 

09 13Y4, 31Y1 

10 36Y2 

11 16Y1 

12 16Y4 

13 13Y1, 36Y3 

14 16Y3 

15 37Y1 

Nh� v�y, so v�i phân nhóm b�ng hình thái khu�n l�c và t� bào thì �ã có s� 
thay ��i v� thành ph�n và s� l��ng ch�ng gi�a các nhóm; ví d� nh� 36Y2 �ã tách 
nhóm v�i 2Y1; 8Y2 tách kh�i 16Y3; 12Y6 tách kh�i nhóm 13Y4 và 31Y1… K� 
thu�t fingerprinting �ã gi�i quy�t ���c khó kh�n, ��a ra k�t qu� có �� tin c�y cao 
h�n trong �ánh giá �a d�ng n�m men, ��c bi�t nhóm n�m men �a hình, ��ng th�i 
c�ng là c�n c� có th� s� d�ng trong �ánh giá m�i quan h� gi�a các loài. 

4. K�T LU�N 

- Phân l�p ���c 20 ch�ng n�m men n�i sinh t� 41 m�u chu�i Tiêu h�ng trên 
��a bàn Th��ng Thanh, Gia Lâm, Hà N�i; Hình thái, màu s�c khu�n l�c c�a các 
ch�ng có màu s�c t� màu kem, màu vàng, màu ��, màu vàng chuy�n xám; có m�t s� 
ch�ng �a hình. 

- V� kh� n�ng sinh enzyme cellulase, amylase, protease c�a các ch�ng n�m 
men: 6 ch�ng có ho�t tính sinh amylase, 16 ch�ng có ho�t tính sinh cellulase, 15 
ch�ng có ho�t tính sinh protease, 5 ch�ng sinh c� 3 lo�i enzyme nói trên. 

- B�ng k� thu�t fingerprinting �ã chia 20 ch�ng n�m men n�i sinh thành 15 
nhóm v�i �� tin c�y cao. 

L�i c�m �n: Bài báo ���c s� h� tr� kinh phí t� �� tài E1.4 thu�c Ch��ng 
trình �y ban ph�i h�p Vi�t Nam - Liên bang Nga. 
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SUMMARY 

STUDY ON BIODIVERSITY OF ENDOPHYTICYEAST ISOLATED 

IN BANANAS Musa sapientum L. IN GIALAM DISTRIST, HANOI 

20 endophytic yeast strains are isolated from 41 samples of flower, young 
fruit, old fruit of bananas Musa sapientum L.. The strains are divided into 16 groups 
based on morphological characteristics. The number of the  endophytic yeast having 
cellulase, protease and amylase activity is 16, 15 and 6 respectively. When the 
endophytic yeast strains are studied  by fingerprinting, they belong to 15 groups with 
high reliability.  

T� khóa: Yeast, endophyte, bananas, fingerprinting. 
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