
Sָ DְNG PHһҹNG PHĆP NUĎI CӷY TRąN LĆ TRONG CH֘N GI֜NG  

ņӿU TһҹNG KHĆNG CERCOSPORA KIKUCHII  

Takeshi Kashiwa1, Miguel Angel Lavilla2, Antonio Diaz Paleo2,3,  

Antonio Juan Gerardo Ivancovich2 and Naoki Yamanaka1 

 
(1)  B  ֥phԀn Tài nguyên Sinh vԀt và Sau thu hoӴch, Trung tâm Nghiên cֵu Qu֝ c tԒ vԚ Khoa h֙ c 

Nông nghi֓ p NhԀt BӶn (JIRCAS), Tsukuba, Ibaraki, 305-8686, NhԀt BӶn 
(2) ņӴi h c֙ Qu֝ c gia Tây BԂc Buenos Aires (UNNOBA), Pergamino, T֕nh Buenos Aires, 

C.P.2700, Argentina 
(3) Vi n֓ Công ngh֓ Nông nghi֓ p Qu֝ c gia (INTA), Pergamino, T֕nh Buenos Aires, C.P.2700, 

Argentina 

 

TčM TԁT 

B֓nh ch§y l§ Cercospora (CLB) g©y thi֓t hӴi tr°n di֓n r֥ng trong sӶn xuӸt ĽԀu tҼҺng tr°n 

to¨n thԒ gi֧i, bao g֟m cӶ c§c nҼ֧c sӶn xuӸt ĽԀu tҼҺng l֧n nhҼ Argentina. Cercospora 

kikuchii, C. cf. sigesbeckiae, C. cf. flagellaris và C. cf. nicotianae ĽҼ֯c x§c Ľ֗nh l¨ mӺm 

b֓nh cֳa CLB. KhӶ nŁng kh§ng CLB cֳa ĽԀu tҼҺng vӾn chҼa ĽҼ֯c biԒt r». Ngo¨i ra, 

vi֓c kiԜm so§t h·a chӸt Ľ֝i v֧i CLB Ľang mӸt hi֓u quӶ v³ khӶ nŁng kh§ng thu֝c di֓t 

nӸm cֳa c§c mӺm b֓nh nhҼ C. kikuchii. Ch¼ng t¹i cӸp thiԒt ch֙n tӴo gi֝ng kh§ng CLB. 

ņ§ng tiԒc, c§c phҼҺng ph§p hi֓u quӶ ĽԜ s¨ng l֙c kiԜu gen ĽԀu tҼҺng kh§ng thu֝c vӾn 

chҼa ĽҼ֯c thiԒt lԀp. Trong nghi°n cֵu n¨y, ch¼ng t¹i Ľ« thiԒt kԒ m֥t phҼҺng ph§p cӸy 

m֧i, th¹ng lҼ֯ng cao ĽԜ x§c Ľ֗nh khӶ nŁng kh§ng m֥t trong nhֻng mӺm b֓nh CLB, C. 

kikuchii. Ch¼ng t¹i sֹ dֱng s֯i nӸm ĽҼ֯c nu¹i cӸy l֛ng cֳa mӺm b֓nh C. kikuchii trên lá 

ĽԀu tҼҺng ĽҼ֯c tách ra. T֡n thҼҺng tr°n l§ ĽԀu tҼҺng xuӸt hi֓n sau 9 ng¨y cӸy bԄng 

phҼҺng ph§p n¨y. Ch¼ng t¹i sֹ dֱng phҼҺng ph§p n¨y ĽԜ ch֙n b֝n kiԜu gen kh§ng C. 

kikuchii tַ 80 kiԜu gen trong B֥ sҼu tԀp ĽԀu tҼҺng thԒ gi֧i. PhҼҺng ph§p s¨ng l֙c th¹ng 

lҼ֯ng cao ĽҼ֯c ph§t triԜn trong nghi°n cֵu n¨y c· thԜ Ľ·ng g·p v¨o nghi°n cֵu vԚ t²nh 

kh§ng cֳa C. kikuchii bԄng c§ch tӴo ĽiԚu ki֓n x§c Ľ֗nh c§c gi֝ng kh§ng. 

Tρ kh·a: Cercospora kikuchii, BΜnh ch§y l§ (CLB), nͫm bΜnh, ph̯̭ng ph§p cͫy gh®p, 

Ľͻu t̯̭ng 
 

GI I֦ THI U֒ 

B n֓h cháy lá Cercospora (CLB), do nӸm b֓ nh ĽҼc֯ phân loӴi trong chi Cercospora gây 

ra, là m֝i Ľe da֙ toàn cӺu trong sӶn xuӸt ĽԀu tҼҺng (Glycine max (L.) Merr .). B n֓h Ľ« 

ĽҼ֯c báo cáo ֫ ba nҼc֧ sӶn xuӸt ĽԀu tҼҺng ln֧ ֫  Nam M׃; cֱ  thԜ là Argentina, Brazil và 

Paraguay (Wrather và cs, 2010). Cercospora kikuchii (Tak. Matsumoto & Tomoy.) M. 

W. Gardner ĽҼc֯ x§c Ľn֗h là mӺm b֓ nh cֳ a CLB (Matsumoto và Tomoyasu 1925). GӺn 

Ľ©y, Cercospora spp. chԆng hӴn nhҼ C. cf. sigesbeckiae, C. cf. flagellaris và C. cf. 

nicotianae c¸n ĽҼc֯ g֙ i là tác nhân gây b֓nh CLB (Albu và cs, 2016; Sautua và cs, 

2020; Soares và cs, 2015). Trong s֝ b n֝ tác nhân gây b֓nh CLB, h֟  sҺ caֳ C. kikuchii Ľ« 

ĽҼ֯c nghiên cֵu k׃ lҼ֭ng. Tác nhân gây b֓nh gây ra các vԒt b n֓h có màu tím sӾm trên 

lá và cu֝ ng lá và làm rֱng lá s֧ m (Matsumoto và Tomoyasu 1925; Walters 1980). B n֓h 

làm giӶm sӶn lҼn֯g ĽԀu tҼҺng do rnֱg lá ֫  giai ĽoӴn phát triԜn cu֝ i cùng cֳ a cây tr֟ ng 

(Walters 1980). C. kikuchii cȈng g©y ra mt֥ vӸn ĽԚ trên hӴt ĽҼc֯ g֙ i là vԒt tím hӴt (PSS) 

(Roy và Abney 1976; Suzuki 1921). M֥t yԒu t֝  gây b֓ nh chính cֳa mӺm b֓ nh là sԂc t֝  

màu tím cercosporin (Daub và Hangarter 1983; Kuyama và Tamura 1957; Yamazaki và 

c n֥g sֽ  1975). ִ ng dֱ ng thu֝ c di֓ t nӸm là m֥ t trong nhֻ ng chiԒn lҼc֯ ch²nh ĽԜ quӶn lý 

https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PHYTOFR-01-21-0002-TA
https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PHYTOFR-01-21-0002-TA
https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PHYTOFR-01-21-0002-TA
https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PHYTOFR-01-21-0002-TA
https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PHYTOFR-01-21-0002-TA


cŁn bn֓h này. Tuy nhiên, vi֓c sֹ  d nֱg lâu dài các hóa chӸt này có thԜ dӾn ĽԒn vi c֓ kháng 

thu֝ c trַ  nӸm Ľ֝i v i֧ nӸm b֓ nh tr°n Ľn֟g ru֥ ng (Price và cs, 2015). ņԜ quӶn lý b֓ nh 

này, nên sֹ d nֱg các gi֝ng ĽԀu tҼҺng kh§ng C. kikuchii. 

Tính kháng di truyԚn ch֝ ng lӴi PSS Ľ« ĽҼc֯ báo cáo ֫ m t֥ s֝  gi n֝g (Alloatti và cs, 

2015; Jackson và cs, 2006, 2008; Wilcox và cs, 1975). Tuy nhiên, có ý kiԒn cho rԄng 

không có m֝i tҼҺng quan giaֻ kháng PSS và kháng CLB (Li và cs, 2019; Ward-Gauthier 

và cs, 2015). Các gi֝ng ĽԀu tҼҺng kh§ng lӴi mӺm b֓ nh CLB nhҼ C. kikuchii vӾn chҼa 

ĽҼ֯c biԒt. M cֱ tiêu cֳ a nghiên c uֵ này là thiԒt lԀp m֥ t phҼҺng ph§p thcֽ tԒ ĽԜ sàng l֙ c 

các gi֝ ng ĽԀu tҼҺng daֽ trên khӶ nŁng kh§ng C. kikuchii. 

M t֥ s֝  rào cӶn t֟ n tӴi trong vi֓ c thiԒt lԀp m֥ t phҼҺng ph§p s¨ng lc֙ hi֓ u quӶ Ľ֝i v i֧ tính 

kháng C. kikuchii. Sֽ  phát triԜn cֳ a b֓ nh C. kikuchii tr°n l§ ĽԀu tҼҺng chԀm so v֧ i các 

b n֓h nӸm l§ kh§c nhҼ bn֓h g֕ sԂt ĽԀu tҼҺng ch©u Ć (mӺm b֓ nh Phakopsora pachyrhizi). 

Nói chung, mֵc Ľ֥ nghiêm tr֙ ng cֳ a CLB có thԜ ĽҼ֯c Ľ§nh gi§ t ַ2 ĽԒn 3 tuӺn sau khi 

ĽiԚu tr֗  nӸm (Cai và cs, 2009). ņԜ ĽӶm bӶo các vԒt b n֓h lan r֥ ng trên lá chét, cây nên 

ĽҼ֯c giֻ  trong c§c ĽiԚu ki n֓ thích h֯ p cho nӸm phát triԜn. ņiԚu ki n֓ t֝ i Ҽu bao gm֟ Ľ֥ 

Ӽm cao trong vài tuӺn trҼc֧ khi quan sát rõ ràng các vԒt b n֓h ĽӺu tiên. Giֻ  c©y ĽԀu tҼҺng 

ĽҼ֯c cӸy trong th֩ i gian dài sԐ tӴo ra nhiԚu sinh kh֝ i. Vì vԀy, vi c֓ xem xét hi֓u quӶ vԚ 

th i֩ gian và không gian khi nghiên cֵu m֥ t phҼҺng ph§p tӺm soát m֧i cho cŁn bn֓h này 

l¨ ĽiԚu cӺn thiԒt. Nhֻ ng kh· khŁn trong vic֓ duy trì sӶn xuӸt bào tֹ  c aֳ các phân lԀp 

Cercospora trong nuôi cӸy nhân tӴo Ľ« ĽҼ֯c biԒt r» (Goode v¨ Brown 1970). HҺn naֻ, 

vi c֓ sӶn xuӸt bào tֹ  tr°n m¹i trҼn֩g nuôi cӸy nhân tӴo nhҼ thӴch dextrose khoai tây 

(PDA) cֳ a m֥ t s֝  chֳ ng C. kikuchii l¨ kh¹ng Ľ ֳĽԜ sàng l֙ c các kiԜu gen ĽԀu tҼҺng. 

Ngoài ra, có thԜ thu ĽҼc֯ Ľֳ lҼ֯ng s֯ i nӸm C. kikuchii t  ַm¹i trҼn֩g l֛ ng nhҼ nҼ֧c 

dextrose khoai tây (PDB) trong v¸ng chҼa ĽӺy m t֥ tuӺn. Do Ľ·, ch¼ng t¹i Ľ« s ֹd nֱg s֯ i 

nӸm ĽԜ cӸy C. kikuchii. 

Trong nghiên cֵu n¨y, ch¼ng t¹i Ľ« ph§t triԜn m֥ t phҼҺng ph§p s¨ng lc֙ th¹ng lҼn֯g 

cao ĽԜ kháng C. kikuchii, ĽҼc֯ g֙ i l¨ phҼҺng ph§p cӸy trên lá. Sàng l֙c b֥  sҼu tԀp ĽԀu 

tҼҺng tr°n to¨n thԒ gi i֧, ch¼ng t¹i Ľ« x§c Ľn֗h ĽҼc֯ các gi֝ ng có tׁ  l  ֓vԒt b n֓h do C. 

kikuchii trên lá thӸp. Quá trình này có thԜ góp phӺn kiԜm so§t cŁn bn֓h tàn phá này bԄng 

c§ch x§c Ľn֗h các kiԜu gen kháng. 

 

VӿT LI֒U Vê PHһҹNG PHĆP 

Ph©n lԀp nӸm v¨ chuӼn b֗ chӸt cӸy 

C· Ĩ kiԒn cho rԄng quӺn thԜ C. kikuchii ֫ Nam M׃ kh§c v֧i quӺn thԜ ֫ NhԀt BӶn 

(Imazaki và cs, 2006). Do Ľ·, ch¼ng t¹i Ľ« thu ĽҼ֯c ba chֳng C. kikuchii ph©n lԀp tַ c§c 

t֕nh kh§c nhau cֳa Argentina: # 9 (Pergamino, t֕nh Buenos Aires), # 40 (San Borgita, 

t֕nh Corrientes) v¨ # 121 (San Miguel de Tucum§n, t֕nh Tucum§n) . NӸm ĽҼ֯c ph©n lԀp 

tַ ĽԀu tҼҺng b֗ b֓nh v¨ ĽҼ֯c x§c Ľ֗nh l¨ C. kikuchii bԄng h³nh th§i h֙c. C§c quan s§t vԚ 

khuӼn lӴc s֯i nӸm v¨ b¨o tֹ cֳa c§c d¸ng ph©n lԀp ph½ h֯p v֧i t¨i li֓u (Chupp 1953; 

Ward-Gauthier và cs, 2015). Ba chֳng ph©n lԀp # 9, # 40 v¨ # 121 ĽҼ֯c ph©n nh·m v֧i 

CPC kiԜu cȈ 5068 v¨ c§c ph©n lԀp kh§c cֳa C. kikuchii trong c©y ph§t sinh lo¨i c· chֵa 

C. cf. flagellaris, C. cf. sigesbeckiae và C. cf. nicotianae (dֻ li֓u chҼa ĽҼ֯c c¹ng b֝). 

C§c d¸ng ph©n lԀp ĽҼ֯c duy tr³ tr°n PDA (BD Biosciences, San Jose, CA, U.S.A.) ֫ 

250C v¨ giֻ trong b·ng t֝i ĽԜ thu ĽҼ֯c c§c khuӼn lӴc s֯i nӸm. ThӴch c· s֯i nӸm thu h֟i 

tַ c§c Ľǫa PDA ĽҼ֯c ng©m trong glycerol 20% v¨ giֻ ֫ nhi֓t Ľ֥ dҼ֧i -800C ĽԜ bӶo quӶn 

lâu dài. 



ņԜ c· ĽҼ֯c s֯i nӸm tҼҺi, ch¼ng t¹i Ľ« cӸy C. kikuchii v¨o 50 ĽԒn 100ml PDB (BD 

Biosciences) trong c§c b³nh Erlenmeyer 300ml c· v§ch ngŁn (v² dֱ: 016310-300A; Công 

ngh֓ Khoa h֙c Shibata, Saitama, NhԀt BӶn). M֥t mӼu thӴch khoӶng 5mm2 v֧i s֯i nӸm 

cԂt ra tַ Ľǫa PDA ĽҼ֯c chuyԜn v¨o m֣i b³nh. C§c b³nh ĽҼ֯c lԂc tr°n m§y lԂc quay ֫ t֝c 

Ľ֥ 140 v¸ng/ph¼t trong 4 ĽԒn 5 ng¨y ֫ 250C. Sau Ľ·, c§c m¹i trҼ֩ng nu¹i cӸy PDB cֳa 

C. kikuchii  gӺn nhҼ b֗ gi§n ĽoӴn bԄng m§y xay cӺm tay (THM311; Tescom Denki, 

Tokyo, NhԀt BӶn) trong 10 giây. BҼ֧c n¨y ĽҼ֯c lԊp lӴi ba lӺn. M¹i trҼ֩ng nu¹i cӸy ĽҼ֯c 

l֙c bԄng c§ch sֹ dֱng gӴc m֥t l֧p ĽԜ loӴi b֛ c§c mӶnh s֯i nӸm kԒt tֱ. PhӺn nu¹i cӸy Ľ« 

l֙c ĽҼ֯c ly t©m ֫ 2.330 Ĭ g trong 10 ph¼t, v¨ phӺn n֡i ph²a tr°n thu ĽҼ֯c ĽҼ֯c loӴi b֛. 

NҼ֧c cӸt ĽҼ֯c hӸp ti֓t tr½ng v֧i Tween 20 0,02% (thԜ t²ch) ĽҼ֯c sֹ dֱng ĽԜ chuӼn b֗ 

huyԚn ph½ s֯i nӸm. N֟ng Ľ֥ cֳa c§c mӶnh s֯i (k²ch thҼ֧c khoӶng 0,05mm hoԊc l֧n 

hҺn) ĽҼ֯c ĽԒm bԄng m§y Ľo huyԒt cӺu v¨ ĽҼ֯c ĽiԚu ch֕nh th¨nh 1,0 Ĭ 105 s֯i/ml. 

S¨ng l֙c t²nh kh§ng C. kikuchii tr°n c§c gi֝ng ĽԀu tҼҺng 

Danh s§ch c§c gi֝ng ĽԀu tҼҺng ĽҼ֯c sֹ dֱng ĽԜ cӸy gi֝ng ĽҼ֯c cung cӸp trong BӶng 1. 

HӴt gi֝ng ĽԀu tҼҺng cֳa B֥ sҼu tԀp ĽԀu tҼҺng thԒ gi֧i (WC) ĽҼ֯c lӸy tַ Ng©n h¨ng gen 

cֳa T֡ chֵc Nghi°n cֵu LҼҺng thֽc v¨ N¹ng nghi֓p Qu֝c gia (NARO). WC chֵa 96 

gi֝ng ĽӴi di֓n cho c§c ĽԊc t²nh kh§c nhau tr°n to¨n thԒ gi֧i cֳa ĽԀu tҼҺng (Kaga và cs, 

2012). C§c gi֝ng Ľ« ĽҼ֯c ch֙n l֙c tַ khoӶng 4.000 gi֝ng ĽԀu tҼҺng dֽa tr°n dֻ li֓u 

giӸy th¹ng h¨nh, dֻ li֓u Ľ§nh gi§, ĽԊc ĽiԜm h³nh th§i h֙c v¨ Ľa h³nh ĽҺn nucleotide 

(Kaga và cs, 2012). 80 trong s֝ 96 gi֝ng ĽԀu tҼҺng Ľ« ĽҼ֯c sֹ dֱng trong nghi°n cֵu 

n¨y. HӴt ĽԀu tҼҺng ĽҼ֯c gieo tr°n ĽӸt b½n ngԀm nҼ֧c. Sֽ nӶy mӺm cֳa hӴt gi֝ng, th¼c 

ĽӼy sֽ ph§t triԜn cֳa c©y v¨ cӸy v¨o l§ ĽҼ֯c thֽc hi֓n trong c§c bu֟ng tŁng trҼ֫ng LH-

350, LH-410S, hoԊc LH411-SPC (Nippon Medical & Chemical Instruments, Osaka, NhԀt 

BӶn). Quá tr³nh nӶy mӺm ĽҼ֯c th¼c ĽӼy ֫ 280C, trong chu kȢ §nh s§ng 14 gi/֩ng¨y bԄng 

c§ch sֹ dֱng Ľ¯n huȢnh quang trԂng (100% cҼ֩ng Ľ֥ §nh s§ng). M֥t tuӺn sau khi gieo 

hӴt, ba hoԊc b֝n c©y con kh֛e nhӸt ĽҼ֯c cӸy v¨o chԀu c· ĽҼ֩ng k²nh 113mm v¨ s©u 

140mm v֧i ĽӸt ĽҼ֯c lӸy tַ c§nh Ľ֟ng th² nghi֓m cֳa Trung t©m Nghi°n cֵu Khoa h֙c 

N¹ng nghi֓p Qu֝c tԒ NhԀt BӶn (JIRCAS, Tsukuba, Ibaraki, NhԀt BӶn). C©y ĽҼ֯c duy tr³ 

֫ 240C v֧i 14 gi֩ quang chu kȢ h¨ng ng¨y (100% cҼ֩ng Ľ֥ §nh s§ng). 

BӶng 1. Danh s§ch c§c gi֝ng ĽԀu tҼҺng ĽҼ֯c sֹ dֱng trong nghi°n cֵu n¨y 

 



 

 
a M« cho c§c giΧng dχa tr°n nghi°n cοu tr̯αc Ľ©y (Aoyagi et al. 2020).  

b M« ĽΠnh danh cho Bί s̯u tͻp l»i Ľͻu n¨nh thΔ giαi, Dχ §n ng©n h¨ng gen NARO 

(https://www.gene.affrc.go.jp/databases-core_collections_wg_en.php). 

Các mӾu l§ ĽҼ֯c ֳ trong h֥p nhֽa d½ng m֥t lӺn (chiԚu r֥ng = 170mm, chiԚu cao = 

115mm v¨ chiԚu s©u = 45mm) c· chֵa khŁn giӸy ngԀm nҼ֧c (Kimtowel; Nippon Paper 

Crecia, Tokyo, NhԀt BӶn) ĽԜ duy tr³ Ľ֥ b«o h¸a cֳa hҺi nҼ֧c b°n trong trong quá trình 

cӸy (H³nh. 1A). C§c mӾu l§ ĽҼ֯c thu tַ c§c l§ ch®t ĽӺu ti°n cֳa c©y 3 tuӺn tu֡i (giai ĽoӴn 

sinh trҼ֫ng V2 ĽԒn V3). Sau Ľ·, t֝i Ľa ba l§ ch®t ĽҼ֯c ĽԊt trong h֥p trҼ֧c khi cӸy v¨o 

s֯i nӸm. C§c mӾu l§ ĽҼ֯c thu hoӴch tַ c§c cây kh§c nhau ĽҼ֯c ĽԊt ¼p mԊt l°n tr°n m֥t 

chiԒc khŁn giӸy ngԀm nҼ֧c. M֥t khŁn lau ph¸ng th² nghi֓m ngԀm nҼ֧c (Kimwipes; 

Nippon Paper Crecia) ĽҼ֯c ĽԊt ֫ m®p cֳa m֣i mӾu l§ ĽԜ tr§nh b֗ kh¹. KhoӶng 2ml 

huyԚn ph½ s֯i nӸm ĽҼ֯c phun v¨o m֣i h֥p nhֽa (H³nh 1B) bԄng ch֡i kim 0,5mm 


