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ĐẶC ĐIỂM SINH HỌC CỦA CHỦNG VI KHUẨN ĐỐI KHÁNG NẤM 
Neoscytalidium dimidiatum GÂY BỆNH ĐỐM NÂU TRÊN CÂY THANH LONG 

Nguyễn Văn Giang1, Phùng Thị Lệ Quyên1, Nguyễn Văn Thành2 

TÓM TẮT 
Nghiên cứu này được thực hiện với mục đích phân lập và tuyển chọn chủng vi khuẩn có khả năng đối kháng 

nấm Neoscytalidium dimidiatum gây bệnh trên cây Thanh long. Từ các mẫu đất vùng rễ cây Thanh long thu từ tỉnh 
Lạng Giang, Tiền Giang và Long An, 3 chủng vi khuẩn đối kháng mạnh với nấm N. dimidiatum được tuyển chọn. 
Chủng YMĐ1 có khả năng đối kháng mạnh nhất trong ba chủng, hiệu lực đối kháng dao động từ 60 - 67,5% sau 7 
ngày và từ 58,9 - 64,4% sau 12 ngày đồng nuôi cấy. Chủng YMĐ1 có khả năng sinh tổng hợp các enzyme cellulase, 
amylase, protease, chitinase, tổng hợp siderophoes, IAA và phân giải phosphate khó tan. Kết quả so sánh trình tự 
nucleotide 16S rRNA của chủng YMĐ1 với dữ liệu trên ngân hàng NCBI cho thấy chủng này có quan hệ gần gũi với 
loài Bacillus vezenensis. 

Từ khóa: Thanh long, bệnh trên cây thanh long, Neoscytalidium dimidiatum, Bacillus sp. 
 

I. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Cây thanh long (Hylocereus undulatus Haw.) 

thuộc họ Xương rồng, đây là cây ăn quả nhiệt đới, 
thích hợp khí hậu nắng nóng, chịu hạn tốt, không 
chịu được úng; sau khi trồng một năm cây bắt đầu 
cho quả. Việt Nam là nước nhiệt đới, có khí hậu 
nóng ẩm, thích hợp với sự phát triển và sinh trưởng 
của cây thanh long. Tuy nhiên, nhiệt độ cao, lượng 
mưa lớn cũng là điều kiện thuận lợi cho vi sinh vật 
phát triển và gây hại. Vi nấm là một trong những tác 
nhân gây nhiều bệnh trên thanh long như bệnh đốm 
nâu (do nấm Neoscytalidium dimidiatum),  bệnh  
thán thư (do nấm Coletotrichum gloeosporioides), 
bệnh thối đầu cành (do nấm Alternaria sp.). Các 
bệnh này ảnh hưởng đến sinh trưởng phát triển của 
cây, giảm năng suất, chất lượng quả, giá trị thương 
phẩm, gây thiệt hại lớn cho người trồng thanh long. 

Bệnh đốm nâu do nấm Neoscytalidium dimidiatum 
gây ra là một trong những bệnh hại nghiệm trọng 
nhất. Bệnh gây hại làm cho cành thanh long bị sần 
sùi, gây thối khô từng mảng. Trên quả, những đốm 
làm cho vỏ quả trở nên sần sùi, thối khô làm giảm 
giá trị thương phẩm nghiêm trọng. 

Các biện pháp canh tác, biện pháp hóa học đã 
được đưa vào áp dụng để phòng trừ các bệnh nấm 
gây ra trên thanh long, tuy nhiên các biện pháp này 
vẫn còn những hạn chế như chưa tiêu diệt triệt để 
nguồn bệnh, việc sử dụng các loại thuốc hóa học, 
thuốc bảo vệ thực vật gây tác động xấu đến môi 
trường, ảnh hưởng đến sức khỏe con người. Biện 
pháp sinh học sử dụng các vi sinh vật đối kháng 
được xem là biện pháp hiệu quả, thân thiện, an toàn 
với môi trường. Hiện nay, các nghiên cứu về vi sinh 
vật đối kháng nấm gây bệnh trên thanh long chưa 
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nhiều. Xuất phát từ thực trạng trên, việc nghiên cứu 
về các chủng vi sinh vật có khả năng ức chế nấm 
bệnh là vấn đề rất quan trọng được các nhà chuyên 
môn, tổ chức trong nước và quốc tế quan tâm. 

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 
Các mẫu đất được lấy ở vùng rễ của cây thanh 

long khỏe tại xã Yên Mỹ, huyện Lạng Giang, tỉnh Bắc 
Giang, Long An và Tiền Giang. 

Chủng nấm Neoscytalidium dimidiatum (BT02) 
gây bệnh đốm nâu trên cây thanh long tại Bình 
Thuận do Viện Di truyền Nông nghiệp cung cấp. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phân lập vi khuẩn từ đất vùng rễ cây thanh long 
Mẫu đất được nghiền nhỏ, lấy 1 g pha với 10 ml 

nước vô trùng, lắc đều, tiến hành pha loãng mẫu 
tới khi đạt nồng độ 10 -6. Cấy trang 0,1 ml mẫu ở 
nồng độ 10-6 trên các đĩa petri chứa môi trường LB 

sau 2 ngày, dịch nuôi được nhỏ vào các giếng thạch 
đã chuẩn bị sẵn trên đĩa petri thạch chứa 1% cơ chất 
tương ứng là CMC, tinh bột, casein và chitin và được 
ủ qua đêm ở 30oC. Sau khi ủ, các đĩa thử hoạt tính 
được nhuộm với thuốc thử Lugol. Vùng không màu 
xung quanh giếng thạch cho thấy hoạt tính enzyme 
ngoại bào. 

2.2.4. Khảo sát khả năng phân giải phosphate khó tan 
Hoạt độ phân giải phosphate khó hòa tan của các 

chủng vi khuẩn phân lập được được xác định dựa 
trên nồng độ PO 3- có trong dịch nuôi cấy. Nồng  độ 
PO 3- càng cao chứng tỏ lượng phosphate khó tan bị 
phân giải càng nhiều. Chủng vi khuẩn phân lập được 
được nuôi trong bình 100 ml chứa 25 ml môi trường 
NBRIP lỏng, ở 30oC, 4 ngày, tốc độ lắc 200 vòng/phút. 
Dịch nuôi được ly tâm 10.000 vòng/phút, 10 phút, 
4oC. Phần dịch nổi được thu và xác định hàm 
lượng PO 3-  bằng cách đo độ hấp thụ ánh sáng ở  
λ = 820 nm và so sánh giá trị thu được với phương 
trình đường chuẩn độ PO 3-  y = 0,1588x – 0,0204, 

(Luria- Bertani) gồm peptone 10 g/l; cao nấm men 5 g/l; NaCl 10 g/l; agar 18 g/l; nước cất 1 l; pH 7.0. Các 
4 

R2 = 0,9933 được dựng lên với chất chuẩn là KH2PO4 

đĩa petri được đặt ở nhiệt độ 300C và quan sát khả 
năng hình thành các khuẩn lạc riêng rẽ (Ramkumar 
et al., 2015). 

2.2.2. Khảo sát khả năng đối kháng nấm N. dimidiatum 
của các chủng vi khuẩn mới phân lập 

Khả năng đối kháng nấm N. dimidiatum của các 
chủng vi khuẩn mới phân lập được tiến hành theo 
mô tả của Dhanasekaran và cộng tác viên (2012). 
Các chủng vi khuẩn và chủng nấm gây bệnh được 
đồng nuôi cấy trên môi trường Potato Dextrose 
Agar (thành phần gồm potato extract 4 g/l; dextrose 
20 g/l; agar 15 g/l; nước cất 1 l; pH 5,6 ± 0,2). Nấm 
bệnh được cấy ở trung tâm đĩa petri; chủng vi khuẩn 
được cấy vạch trên môi trường PDA cách nấm bệnh 
3 cm. Đường kính vòng ức chế sinh trưởng nấm 
bệnh được xác định sau 7 ngày nuôi cấy ở 30oC. 
Hiệu lực đối kháng của các chủng vi khuẩn với nấm 
N.dimidiatum được xác định bằng công thức của 
Ramesh và cộng tác viên (2002): % Đối kháng = 
[1 – (A/B)] � 100%, trong đó A = khoảng cách giữa 
nấm tại trung  tâm  đĩa  petri  tới  chủng  vi khuẩn; 
B = khoảng cách giữa nấm bệnh ở trung tâm đĩa petri 
tới thành đĩa không có vi khuẩn. 

2.2.3. Khảo sát khả năng sinh một số enzyme ngoại 
bào: cellulase, protease và chitinase 

Được tiến hành theo mô tả của Phạm Văn Ty 
(2006). Vi khuẩn được nuôi trong môi trường LB 
lỏng trong điều kiện lắc ở 200 vòng/phút, ở 30oC; 

theo phương pháp Xanh molipdate (Maiti, 2004). 
Môi trường NBRIP: (g/l) glucose 10; Ca3(PO4)2 5 ; 
MgCl2.6H2O 5 ; MgSO4.7H2O 0,25; KCl 0,2; 
(NH4)2SO4 0,1 pH 7.0; nước cất 1.000 ml. 

2.2.5. Khả năng tổng hợp IAA 
Vi khuẩn được nuôi trong môi trường LB lỏng 

có bổ sung L-tryptophan (100 mg/l), tốc độ lắc 200 
vòng/phút. Dịch nuôi cấy sau 48 h được thu và ly 
lâm ở tốc độ 10.000 vòng/phút trong 10 phút, 4oC. 
Chuyển 1 ml dịch nổi sau khi ly tâm vào ống nghiệm 
và bổ sung thêm 2 ml thuốc thử Salkowski, lắc đều, 
để trong bóng tối trong 20 phút ở nhiệt độ phòng. 
Nếu có IAA, dung dịch sẽ có màu hồng nhạt đến đỏ 
phụ thuộc hàm lượng IAA được sinh ra. Hàm lượng 
IAA của mỗi mẫu được xác định bằng cách đo mức 
độ hấp thụ ánh sáng ở bước sóng 530 nm và tính 
toán nồng độ IAA dựa trên phương trình đường 
chuẩn độ y = 0,0079x + 0,0046, R2 = 0,9976 với nồng 
độ IAA lần lượt là 0 µg/ml, 10 µg/ml, 20 µg/ml, 
30 µg/ml, 40 µg/ml, 50 µg/ml, 60 µg/ml, 70 µg/ml, 
80 µg/ml (Patten and Glick, 2002). 

2.2.6. Khả năng tổng hợp siderophore 
Vi khuẩn được cấy trên môi trường Chrome 

Azurol S (CAS) đặc và được ủ ở 37oC trong 48 giờ. 
Khi vi khuẩn sử dụng sắt trong môi trường thì CAS 
xung quang khuẩn lạc xuất hiện vòng sáng màu cam, 
đó là sự hiện diện của siderophore (Schwyn and 
Neilands, 1987). 
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2.3. Thời gian và địa điểm nghiên cứu 
Nghiên cứu được thực hiện tại phòng thí nghiệm 

Khoa Công nghệ sinh học, Học viện Nông nghiệp 
Việt Nam từ 10/2017 đến 6/2018. 

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phân lập và tuyển chọn chủng vi khuẩn kháng 
nấm Neoscytalidium dimidiatum 

Từ các mẫu đất thu thập được ở 3 tỉnh Bắc 
Giang, Long An và Tiền Giang, bằng phương pháp 
pha loãng và cấy trải trên môi trường LB, 21 chủng 
vi khuẩn đã được phân lập và làm thuần. Khả năng 
đối kháng của các chủng vi khuẩn phân lập được  
với nấm Neoscytalidium dimidiatum gây bệnh đốm 
nâu trên cây thanh long được đánh giá bằng phương 
pháp đồng nuôi cấy trên môi trường PDA. Kết quả 
thu được 3 chủng, có khả năng đối kháng tương   
đối mạnh là YMĐ1, LA6 và TG9. Ba chủng này 
tiếp tục được khảo sát khả năng ức chế nấm bệnh 
N.dimidiatum để tìm ra chủng vi khuẩn có khả năng 
ức chế nấm bệnh mạnh nhất (Hình 1). 

 

A B 
Hình 1. Sự phát triển của nấm 

Neoscytalidium dimidiatum khi đồng nuôi cấy 
với 3 chủng vi khuẩn YMĐ1, LA6 và TG9 

trên đĩa thạch (A) và đĩa thạch đối chứng (B) 

Sau 7 ngày thí nghiệm trên đĩa thạch đối chứng 
(Hình 1B), nấm bệnh phát triển bình thường, bị ức 
chế khi đồng nuôi cấy với ba chủng vi khuẩn YMĐ 1, 
LA6 và TG9 (Hình 1A). Hoạt lực đối kháng của các 
chủng vi khuẩn khá là cao, dao động từ 60 - 67,5% 
sau 7 ngày và từ 58,9 - 64,4% sau 12 ngày đồng nuôi 
cấy, chủng YMĐ1 có khả năng đối kháng tốt nhất, 
hoạt lực đối kháng đạt 64,4 % - 67,5% (Bảng 1). Hiệu 
lực đối kháng của các chủng này không cao bằng của 
chủng vi khuẩn SH8, nhưng cao hơn của chủng HL7 
được Đỗ Thị Huỳnh Mai và Nguyễn Thị Liên (2018) 
công bố. Luong Huu Thanh và cộng tác viên (2016) 
cũng đã công bố kết quả tuyển chọn được một chủng 
xạ khuẩn Streptomyces fradiae và một chủng Bacillus 
polyfermenticus kháng mạnh với nấm N.dimidiatum. 
Nguyễn Thị Hồng và Phạm Đức Ngọc (2017) công 

bố đã phân lập và tuyển chọn được chủng vi khuẩn 
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens và 
Burkholderia vietnamienis đối kháng khá mạnh với 
nấm N. dimidiatum. Chủng YMĐ 1 được chọn và 
một số đặc điểm sinh học của chủng này đã được  
khảo sát. 

Bảng 1. Hoạt lực đối kháng 
của các chủng vi khuẩn với nấm bệnh 

 

Thời gian 
 
Chủng 
vi khuẩn 

7 ngày 12 ngày 
 
YMĐ1 

 
LA6 

 
TG9 

 
YMĐ1 

 
LA6 

 
TG9 

Bán kính 
nấm bệnh 
(R) trên đĩa 
đối chứng 
(mm) 

 

40 

 

40 

 

40 

 

45 

 

45 

 

45 

Bán kính 
nấm bệnh 
(r) trên đĩa 
thí nghiệm 
(mm) 

 

13 

 

16 

 

15 

 

16 

 

18,5 

 

18 

Hoạt lực ĐK 
(%) 67,5 60 62,5 64,4 58,9 60 

 
3.2. Đặc điểm sinh học của chủng vi khuẩn YMĐ1 

Chủng vi khuẩn YMĐ 1 có khuẩn lạc màu trắng 
đục, bề mặt khô, xù xì, viền mép dầy, tế bào dạng 
que, bắt màu tím khi nhuộm Gram (Hình 2). 

 

Hình 2. Đặc điểm hình thái khuẩn lạc 
và tế bào chủng YMĐ1 

Chủng YMĐ1 được nuôi trong môi trường LB 
lỏng. Sau mỗi 12 h nuôi, dịch nuôi vi khuẩn YMĐ1 
được pha loãng tới nồng độ 10 -7, cấy trang trên đĩa 
petri chứa môi trường LB đặc để đếm khuẩn lạc. 
Đường cong biểu diễn sinh trưởng của chủng vi 
khuẩn YMĐ 1 được biểu thị tại hình 3. Chủng YM1 
phát triển mạnh trong khoảng thời gian 24 - 48 h 
sau nuôi cấy, sau đó mật độ vi khuẩn giảm dần, đặc 
biệt giảm mạnh sau 60 h nuôi. Tốc độ sinh trưởng 
của chủng YMĐ 1 chậm hơn tốc độ sinh trưởng 
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của chủng Bacillus polyfermenticus và Streptomyces 
fradiae được công bố bởi Luong Huu Than và cộng 
tác viên (2016). Vì các enzyme cần thiết cho các phản 
ứng trao đổi chất thường được vi sinh vật tổng hợp 
tại các phase đầu của quá trình sinh trưởng, do đó  
để kiểm tra hoạt tính một số enzyme như cellulase, 
protease và chitinase, cần thu dịch nuôi sau khoảng 
48 h nuôi cấy. 

 

 

3.3. Khảo sát khả năng tổng hợp một số enzyme 
ngoại bào của chủng YMĐ1 

Các enzyme ngoại bào được vi sinh vật tổng hợp 
và tiết vào môi trường có vai trò quan trọng việc 
phân hủy các hợp chất hữu cơ trong tự nhiên để thu 
nhận nguồn dinh dưỡng cho chính vi sinh vật và còn 
cung cấp dinh dưỡng cho cây trồng. Chính vì vậy 
khả năng phân giải nhiều cơ chất khác nhau là tiêu 
chí quan trọng khi chọn lọc các chủng vi sinh vật. 
Chủng YMĐ1 có khả năng phân hủy cellulose, tinh 
bột, protease và chitin (Hình 4). 

Các chủng vi sinh vật kháng nấm N.dimidiatum 
được công bố bởi Nguyễn Thị Hồng và Phạm Đức 
Ngọc (2017); Đỗ Thị Huỳnh Mai và Nguyễn Thị Liên 
(2018) cũng biểu hiện hoạt tính phân hủy mạnh 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 cellulose, tinh bột, protein và chitin. Khả năng phân 
Thời gian nuôi chủng YMDD1 (h) 
Hình 3. Đường cong sinh trưởng 

của chủng vi khuẩn YMĐ 1 

hủy chitin là tiêu chí quan trong khi tuyển chọn 
chủng vi sinh vật kháng vi nấm gây bệnh hại cây 
trồng vì chitin tham gia cấu trúc thành tế bào vi nấm. 

 

    
A 

ĐKVPG: 20 mm 
B 

ĐKVPG: 13 mm 
C 

ĐKVPG: 17 mm 
D 

ĐKVPG: 20 mm 
Hình 4. Khả năng phân hủy cơ chất CMC (A), 

tinh bột (B), casein (C) và chitin (D) của chủng YMĐ 1 
Ghi chú: ĐKVPG: đường kính vòng phân giải 

 

3.3. Khảo sát khả năng sinh Siderophore, IAA và 
phân giải phosphate khó tan của chủng YMĐ 1 

Siderophore là một trong các cơ chế kiểm soát 
sinh học của các chủng vi khuẩn kích thích sinh 
trưởng từ vùng rễ trong điều kiện thiếu sắt. Các vi 
sinh vật này tổng hợp nhiều Siderophore có ái lực rất 
mạnh với ions sắt trong môi trường, dẫn đến thiếu 
sắt trong môi trường và ức chế sự phát triển của nấm 
bệnh (Whipps, 2001). Chủng vi khuẩn YMĐ1 được 
cấy trên môi trường Chrome Azurol S (CAS) đặc và 
được ủ ở 37ºC trong 48 giờ. Xung quanh khuẩn lạc 
xuất hiện vòng sáng màu vàng cam, chứng tỏ trong 
môi trường  đã có sidirophore. Trong nghiên cứu của 
Đỗ Thị Huỳnh Mai và Nguyễn Thị Liên (2018) cũng 
như của Hien và cộng tác viên (2017) các chủng vi 
khuẩn kháng nấm N. dimidiatum đều có khả năng 
sinh Siderophore. 

IAA là phytohormone kích thích sinh trưởng 
thực vật. Nồng độ IAA thấp có thể kích thích kéo 
dài rễ, ngược lại nồng độ IAA cao kích thích hình 
thành các rễ bên và rễ bất định. Chủng YMĐ1 tổng 
hợp được 6,51 µg/ml IAA khi được nuôi trong 
môi trường LB lỏng có bổ sung L-tryptophan. Các 
chủng vi sinh vật kích thích sinh trưởng thực vật 
ngoài khả năng đối kháng tác nhân gây bệnh, sinh 
tổng hợp nhiều loại enzyme, tổng hợp IAA còn có 
khả năng phân giải phosphate khó tan trong môi 
trường, đặc biệt trong đất để cung cấp phospho cho 
cây trồng. Trong thí nghiệm này, chủng vi khuẩn 
YMĐ1 khi được nuôi trong môi trường NBRIP 
lỏng đã giải phóng vào môi trường lượng PO4

3- là 
2,087 mg/ml. 

C
FU

/m
l (

.1
07 )

 



Tạp chí Khoa học Công nghệ Nông nghiệp Việt Nam - Số 10(95)/2018 

72 

 

 

 

3.4. Định danh chủng vi khuẩn YMĐ1 
Chủng vi khuẩn YMĐ1 được gửi tới Công ty 

TNHH MTV Sinh hóa Phú Sa để tách chiết và giải 
trình tự 16S rRNA. Trình tự nucleotide của chủng 
YMĐ1 được so sánh với dữ liệu trên ngân hàng dữ 

liệu của NCBI (National Center for Biotechnology 
Information). Kết quả chủng YMĐ1 có mức độ 
tương đồng 99% với chủng Bacillus velezensis 
(Hình 5). 

 

 
Hình 5. Kết quả so sánh trình tự nucleotide 16S rRNA của chủng YMĐ 1 trên NCBI 

IV. KẾT LUẬN bacteria against the causative fungus of 
white spot 
Từ các mẫu đất thu tại vùng rễ cây thanh long 

ở tỉnh Bắc Giang, Tiền Giang và Long An đã tuyển 
chọn được chủng YMĐ1 đối kháng mạnh với nấm 
N.dimidiatum, chủng này có khả năng sinh các 
enzyme cellulase, amylase, protease và chitinase. 
Chủng YMĐ1 có thể tăng tính kháng nấm bệnh 
bằng cách tổng hợp Siderophore, tổng hợp IAA, 
phân giải phosphate khó tan. 

Kết quả so sánh trình tự nucleotide 16S rRNA 
của chủng YMĐ1 với các trình tự 16S rRNA trên 
ngân hàng dữ liệu NCBI cho thấy chủng vi khuẩn 
YMĐ1 có quan hệ chặt với chủng Bacillus velezensis. 
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Abstract 

Biological characteristics of antagonistic bacteria against 
Neoscytalidium dimidiatum causing spot disease on dragon fruits 

Nguyen Van Giang, Phung Thi Le Quyen, Nguyen Van Thanh 

This study aims to isolate and select antagonistic bacteria against  Neoscytalidium  dimidiatum  causing brown  
spot disease on dragon fruits. 3 bacterial strains with high antagonism to N.dimidiatum were selected from soil 
samples growing dragon fruits in Bac Giang, Tien Giang and Long An provinces. The strain YMĐ1 showed the 
highest antagonism among 3 selected strains. Antagonistic activity of this strain ranged from 60 - 67.5% after 7 
days of inoculations, and from 58.9 - 64.4% after 12 days of inoculations. The bacterial strain YMĐ1 can synthesize 
different extracellular enzymes such as cellulase, amylase, protease, chitinase and can produce siderophore, IAA 
phytohormone and solubilize phosphate. The nucleotide sequences of 16S rRNA of YMĐ1 bacterial strain with gene 
database on NCBI indicates that YMĐ1 strain were closely related to that of Bacillus velezensis. 
Keywords: Dragon fruit, diseases on dragon fruit, Neoscytalidium dimidiatum, Bacillus sp. 
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