Trần Ngọc Hùng... 
Khảo sát khả năng sử dụng Trichoderma Sp....

Tạp chí Khoa học Đại học Thủ Dầu Một 
Số 2(37)-2018

KHẢO SÁT KHẢ NĂNG SỬ DỤNG TRICHODERMA SP. 
ĐỂ KIỂM SOÁT NẤM SCYTALIDIUM SP. GÂY BỆNH ĐỐM NÂU 
TRÊN CÂY THANH LONG
Trần Ngọc Hùng(1), Đặng Ngọc Quỳnh(1), Nguyễn Võ Hồng Anh(1), Đỗ Quỳnh Hương(1)
(1) Trường Đại học Thủ Dầu Một

Ngày nhận bài 12/4/2018; Ngày gửi phản biện 14/4/2018; Chấp nhận đăng 30/5/2018

Email: gnuh1423@yahoo.com
Tóm tắt
Thời tiết thay đổi thất thường và việc mở rộng diện tích trồng là những nguyên nhân chính gây bùng phát nhiều loại dịch bệnh trên cây thanh long, loại trái cây xuất khẩu chủ lực của nước ta hiện nay. Điển hình là bệnh đốm nâu do nấm Scytalidium gây ra. Biện pháp phòng trừ chủ yếu hiện nay là sử dụng các loại thuốc hóa học. Nghiên cứu của chúng tôi thử nghiệm khả năng sử dụng dịch bào tử Trichoderma chọn lọc để kiểm soát nấm Scytalidium. Khả năng hoạt hóa của bào tử Trichoderma trong chế phẩm dạng lỏng đạt 4,3x106 bào tử/ml đối với chủng T4 và 4,7x106 bào tử/ml đối với chủng T8.2 sau 3 tháng bảo quản. Thử nghiệm trên cành thanh long cho thấy chế phẩm dịch bào tử Trichoderma giảm tỷ lệ bệnh đốm nâu do nấm Scytalidium gây ra 20% so với đối chứng.

Từ khóa: Trichoderma, bệnh đốm nâu, cây thanh long, Scytalidium
Abtract

STUDYING THE CAPABILITY TO USE TRICHODERMA SP. TO CONTROLS SCYTALIDIUM SP. CAUSING THE BROWN-SPOT DISEASE ON THE DRAGON FRUIT
The climate changes irregularly and the area plant expanded is the main reasons that causes spread of many kinds of disease on the dragon fruit, our main fruit export. A typical disease is the brown-spot disease caused by Scytalidium sp.. Now, the chemical products is common method to prevent this disease. Our study tests the capability to use fluid product of the selected Trichoderma spores to controls Scytalidium. The activated capability of Trichoderma spores in the fluid product gets 4,3x106 spores/ml to strain T4 and 4,7x106 spores/ml to strain T8.2 after 3 months. The experiment on dragon fruid shows the product decreases the brown-spot disease on dragon fruid caused by Scytalidium in the ratio of 20% to the control.
1. Đặt vấn đề
Trái cây Việt Nam đã có mặt tại 50 quốc gia và chinh phục được nhiều thị trường khó tính, đòi hỏi tiêu chuẩn chất lượng cao. Trong đó, mặt hàng thanh long chiếm đến 50,3% về giá trị xuất khẩu. Diện tích trồng thanh long cũng gia tăng nhanh chóng. Tính đến năm 2015, cả nước có 41.164 ha, tăng gấp 4 lần so với thời điểm năm 2005. Dẫn đầu vẫn là Bình Thuận, với hơn 26.000 ha, chiếm đến 63% diện tích trồng cả nước (Trang tin thị trường Úc, 2017; Báo người lao động, 2017; VTV, 2017). Sự bùng nổ về dịch tích trồng và thời tiết thay đổi thất thường đã dẫn tới ngày càng nhiều loại dịch bệnh bùng phát trên cây thanh long. Nổi bật trong thời gian gần đây phải kể đến bệnh đốm nâu (bệnh đốm trắng).

Từ năm 2014, bệnh đốm nâu trên cây thanh long phát triển mạnh và gây thiệt hại lớn cho người trồng trong cả nước, nhất là tại Bình Thuận, Tiền Giang, Long An. Tại Bình Thuận, đỉnh điểm có gần 50% diện tích thanh long bị nhiễm bệnh. Các nhà khoa học đã xác định được bệnh đốm nâu hại thanh long là do nấm Scytalidium gây ra. Loại nấm này nẩy mầm trên bề mặt tiếp xúc rồi xâm nhập vào trong mô gây hoại tử, làm cho cành, trái thanh long bị sần sùi, gây thối khô từng mảng, làm giảm giá trị thương phẩm nghiêm trọng (Vũ Thị Oanh, 2015). Các phương pháp phòng trừ hiện nay chủ yếu dựa vào thuốc hóa học với chi phí cao và ảnh hưởng nghiêm trọng đến chất lượng sản phẩm cũng như môi trường do dư lượng hóa chất (Nguyễn Hồng Sơn, 2015; Cục BVTV, 2016). Các biện pháp sinh học được chú ý phát triển nhằm tạo ra sản phẩm thân thiện với môi trường, chi phí thấp và nâng cao chất lượng nông sản cây thanh long nhằm phục vụ nền nông nghiệp bền vững (Hà Thị Thúy, 2016). Do đó, việc ứng dụng các chế phẩm sinh học vào trồng trọt để thay thế thuốc hóa học là một điều cần thiết. Xuất phát từ thực tế trên chúng tôi thực hiện đề tài “Sàng lọc và đánh giá khả năng đối kháng của nấm Trichoderma sp. với nấm Scytalidium sp. gây bệnh đốm nâu trên cây thanh long.” với mục tiêu tìm ra các chủng nấm Trichoderma có khả năng đối kháng mạnh với nấm gây bệnh đốm nâu trên cây thanh long.
2. Vật liệu và phương pháp
2.1. Vật liệu: Nấm Trichoderma được phân lập từ đất trồng trọt tại các khu vực trên tỉnh Bình Dương. Các chủng nấm do đề tài Nghiên cứu khoa học cấp cơ sở của Trần Ngọc Hùng cung cấp từ đề tài Nghiên cứu sản xuất chế phẩm Trichoderma có khả năng kiểm soát bệnh thán thư trên cây ớt (2016). Nấm Scytalidium sp. được phân lập từ cành thanh long bệnh, lấy từ Trung tâm Nghiên cứu và Ứng dụng Công nghệ sinh học Đồng Nai. Nấm bệnh được nuôi trên môi trường bán rắn, sấy khô ở 45oC, tách bào tử để gây bệnh trên cành thành long (Trần Ngọc Hùng, 2017). -  Cành thanh long: giống cây ruột trắng, được lấy từ địa chỉ: 11 đường Thác Bà, khu phố Lạc Thuận, thị trấn  Lạch Tánh, huyện Tánh Linh, tỉnh Bình Thuận.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Cách trồng thanh long: Chọn cành thanh long có độ tuổi từ 1-2 năm trở lên, chiều dài từ 50 - 70cm, màu xanh đậm, cành mập, không có khuyết tật hoặc sâu bệnh. Sau khi cắt cành, đặt cành nơi thoáng mát, trên đất khô ráo trong vòng 10-15 ngày đến khi nhú rễ thì đem trồng vào chậu. Chậu trồng thanh long có đường kính 30cm, chiều cao chậu từ 20-25cm, khoảng cách từ mặt đất trong chậu đến thành chậu 5-7cm. Tưới hằng ngày bằng biện pháp tưới phun.
Xác định khả năng đối kháng của Trichoderma sp. với các chủng Scytalidium sp. trên môi trường thạch đĩa: Cắt những miếng thạch có diện tích bằng nhau (0,5x0,5cm) có chứa nấm bệnh Scytalidium sp. và Trichoderma sp. trên các đĩa petri đã chuẩn bị trước. Đặt các khối thạch lên đĩa petri có chứa môi trường PGA để tiến hành đối kháng. Các khối thạch đặt đối diện nhau, cách mép đĩa khoảng 1,5 cm. Hằng ngày, xác định hiệu quả đối kháng Scytalidium sp. của các chủng Trichoderma. Hiệu quả đối kháng được tính theo công thức: H = (Dđc – Dtt)/Dđc x 100 (%). Với: Dđc là bán kính khuẩn lạc nấm bệnh trên đĩa đối chứng; Dtt là bán kính khuẩn lạc nấm bệnh trên đĩa thử thật.

Xác định khả năng đối kháng của chế phẩm bào tử Trichoderma với các chủng Scytalidium sp. trên cành thanh long: Thời gian thí nghiệm từ tháng 12/2017 đến tháng 1/2018. Nuôi cấy nấm bệnh Scytalidium và Trichoderma trên các môi trường bán rắn riêng rẽ. Sau 5 ngày, thu nhận chế phẩm, sấy khô và xác định mật độ bào tử nấm bệnh bằng phương pháp sử dụng buồng đếm hồng cầu. Gây vết thương trên cành thanh long bằng cách dung kim mũi mác rạch các vết có chiều dài khoảng 0,5 cm (Lester W. Buger, 2009). Phun dịch bào tử các chủng nấm Scytalidium sp. được lên các vết thương với mật độ 105 bào tử/ ml. Mẫu thí nghiệm phun dịch bào tử với mật độ 105 bào tử/ ml sau đó phun chế phẩm bào tử Trichoderma với mật độ 104 bào tử/ ml. Dùng nilon bọc các vị trí gây bệnh lại. Quan sát, ghi nhận các triệu chứng của bệnh và so sánh cành thanh long bị bệnh trong lô thí nghiệm so với lô đối chứng.

Xác định mật độ bào tử nấm Trichoderma bằng buồng đếm hồng cầu: Mật độ bào tử Trichoderma được xác định bằng buồng đếm hồng cầu. Dịch bào tử nấm mốc được lọc và pha loãng trong nước muối sinh lý (0,85%) đến độ pha loãng thích hợp rồi cho mao dẫn vào buồng đếm. Quan sát dưới kính hiển vi và xác định số lượng bào tử trong 4 ô lớn ở 4 góc và một ô lớn ở giữa (Vũ Thị Minh Đức, 2001). Mật độ bào tử trong 1ml được tính theo công thức: S = 0,25 x a x L x 106. Với a là số lượng bào tử trung bình trong một ô lớn và L là độ pha loãng.

Xác định mật độ nấm Trichoderma bằng phương pháp trải đĩa: Pha loãng chế phẩm bào tử Trichoderma bằng nước cất vô trùng trong dãy nồng độ 10-1   10-2; 10-3… Hút 0,1 ml ở mỗi nồng độ trải đều lên các đĩa petri có chứa môi trường TSM. Ủ ở nhiệt độ phòng (30-32oC). Sau 3-4 ngày, đếm các vòng tăng trưởng của nấm có đặc điểm của giống Trichoderma (Elad Y., 1981; Vũ Thị Minh Đức, 2001).
Sản xuất chế phẩm bào tử Trichoderma: Chủng nấm Trichoderma có hiệu quả đối kháng cao nhất chọn lọc từ thí nghiệm trước được tiến hành sản xuất chế phẩm bào tử  theo đề tài nghiên cứu khoa học cấp cơ sở “Nghiên cứu sản xuất chế phẩm Trichoderma có khả năng kiểm soát bệnh thán thư trên cây ớt” (Trần Ngọc Hùng, 2016).
Xử lý số liệu: Các thí nghiệm được tiến hành lặp lại 3 lần. Xử lý thống kê ANOVA bằng phần mềm Stargraphic Centurion XV.
2.3. Bố trí thí nghiệm

Sàng lọc các chủng Trichoderma đối kháng tốt với nấm Scytalidium sp.:  Cấy các chủng nấm Trichoderma sp. và chủng nấm Scytalidium sp. trên các đĩa petri giống trung gian. Khi các chủng nấm đã mọc đầy đĩa, cắt những miếng thạch có diện tích bằng nhau (0,5 x 0,5cm) có chứa nấm bệnh và Trichoderma trên các đĩa petri giống. Đặt các khối thạch lên đĩa petri có chứa môi trường PGA để tiến hành đối kháng. Khối thạch chứa nấm Trichoderma và nấm Scytalidium nằm đối diện nhau, cách mép đĩa petri khoảng 1,5 cm. Sau 5 ngày, xác định hiệu quả đối kháng Scytalidium sp. của các chủng Trichoderma. Chọn các chủng có hiệu quả đối kháng cao nhất với nấm bệnh để tiến hành thí nghiệm tiếp theo.

Đánh giá mật độ nấm Trichoderma theo thời gian bảo quản: Chủng Trichoderma chọn lọc từ thí nghiệm trước được sử dụng để sản xuất chế phẩm bào tử theo quy trình của Trần Ngọc Hùng (Trần Ngọc Hùng, 2014). Bào tử sau khi tách từ canh trường bán rắn được phối trộn chất ổn định và tạo chế phẩm ở dạng dịch. Dịch bào tử được đóng gói trong các chai nhựa, bảo quản ở nhiệt độ phòng (30oC). Đánh giá mật độ Trichoderma trong sản phẩm ở thời điểm ban đầu bằng cả phương pháp trải đĩa và buồng đếm hồng cầu. Sau 1 và 3 tháng, đánh giá mật độ Trichoderma trong sản phẩm bằng phương pháp trải đĩa.

Thử nghiệm khả năng kiểm soát bệnh đốm nâu của các chế phẩm bào tử Trichoderma trên cành thanh long:  Thanh long được trồng trong 60 chậu, mỗi chậu 1 cành, chia ra làm 12 khối, mỗi khối 5 chậu, khoảng cách chậu là 10 cm, khoảng cách giữa các khối là 2m. Mỗi nghiệm thức gồm 3 khối, bố trí ngẫu nhiên. Gây vết thương trên cành thanh long, mỗi cành gây tạo vết thương tại 2 vị trí. Nghiệm thức 1 (NT1): 3 khối, gây bệnh bằng cách phun dịch bào tử nấm bệnh với mật độ 105 bào tử/ ml. Nghiệm thức 2 (NT2): 3 khối, phun dịch bào tử với mật độ 105 bào tử/ ml sau đó phun dịch bào tử Trichoderma với mật độ 105 bào tử/ ml Nghiệm thức 3 (NT3): 3 khối, tạo vết thương nhưng không xử lý các loại nấm Dùng nylon bọc các vị trí gây bệnh lại, tránh ánh sáng trực tiếp. Quan sát, ghi nhận các triệu chứng của bệnh và so sánh cành thanh long bị bệnh trong nghiệm thức thí nghiệm so với nghiệm thức đối chứng.

3. Kết quả nghiên cứu
3.1. Sàng lọc các chủng Trichoderma đối kháng tốt với nấm Scytalidium sp.
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Sau 5 ngày, hiệu quả đối kháng với nấm bệnh Scytalidium của các chủng Trichoderma sp. thử nghiệm rất khác biệt. Các chủng Trichoderma T7.1, T8.1, T9, T10 và T11 có hiệu quả đối kháng chỉ đạt từ 36-74%. Hai chủng Trichoderma T4 và T8.2 có khả năng kiểm soát nấm bệnh cao, với hiệu quả đối kháng lần lượt đạt 100% và 87%. Quan sát sự đối kháng của hai loại nấm trên môi trường PGA, chúng tôi nhận thấy nấm Trichoderma T8.2 mọc phủ lên trên tơ của nấm bệnh (hình 2a). Quan sát vi thể cho thấy, tơ nấm Trichoderma quấn chặt lấy tơ nấm bệnh (hình 2b). Điều này có thể thấy một trong các khả năng kiểm soát nấm bệnh của Trichoderma T8.2 là kí sinh.
Hình 1. Đồ thị thể hiện khả năng đối kháng của các chủng Trichoderma với nấm bệnh Scytalidium sp. Các chữ cái trên các cột biểu thị mức độ sai khác ở độ tin cây 95%
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Hình 2. Đối kháng của nấm Trichoderma T8.2 với nấm bệnh Scytalidium sp. sau 5 ngày. a) quan sát trên môi trường PGA; b) quan sát ở vật kính X 40.
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3.2. Đánh giá mật độ nấm Trichoderma theo thời gian bảo quản

Các chủng Trichoderma T4 và T8.2 chọn lọc từ thí nghiệm trước được sử dụng để sản xuất chế phẩm bào tử theo quy trình (hình 4). Bào tử Trichoderma sau khi tách khỏi canh trường được phối trộn chất ổn định và tạo chế phẩm ở dạng lỏng. Mật độ Trichoderma trong chế phẩm được đánh giá sau 1 và 2 tháng.
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Hình 3. Đồ thị thể hiện mật độ nấm Trichoderma trong chế phẩm lỏng theo các phương pháp xác định khác nhau
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Ở cả hai chủng thử nghiệm, mật độ Trichoderma đều giảm mạnh sau 1 tháng và ổn định trong tháng tiếp theo, giảm 10 lần đối với chủng T8.2 và 18 lần đối với chủng T4, mật độ còn lại lần lượt đạt 4,7x106 và 4,3x106 bào tử/ml. Mật độ giảm mạnh trong tháng đầu tiên có thể do các yếu tố của môi trường bảo quản tác động mạnh lên các bào tử còn non, làm chúng hư hại và không thể nảy mầm. Các bào tử trưởng thành ít chịu tác động, nên vẫn có thể nảy mầm dễ dàng. Hiệu quả của chế phẩm sau 3 tháng bảo quản tiếp tục được đánh giá qua việc thử nghiệm kiểm soát nấm bệnh Scytalidium trên cành thanh long.

3.3. Thử nghiệm khả năng kiểm soát bệnh đốm nâu của các chế phẩm bào tử Trichoderma trên cành thanh long

Xử lý nấm bệnh các cành thanh long và phun chế phẩm bào tử Trichoderma dạng lỏng sau 3 tháng bảo quản lên các lô thí nghiệm (NT2). Tỷ lệ bệnh đốm xám ở các nghiệm thức được thể hiện trong hình 6.
Nghiệm thức sử dụng bào tử nấm bệnh (NT1) có tỷ lệ gây bệnh đạt 26,7 ± 4,7%. Triệu chứng các vết bệnh trên cành thanh long tương đối đồng đều và không khác biệt so với các nghiên cứu đã mô tả trước đó. Rất có thể quá trình sấy khô đã ảnh hưởng đến khả năng gây bệnh của bào tử nấm bệnh Scytalidium sp. Ở nghiệm thức xử lý chế phẩm Trichoderma (NT2), tỷ lệ bệnh đốm nâu chỉ còn 6,7 ± 2,4 %, giảm 20% so với nghiệm thức chỉ xử lý bào tử nấm bệnh. 
Hình 6. Biểu đồ thể hiện mật độ Trichoderma sp. sau các thời gian bảo quản. Các chữ cái trên các cột biểu thị mức độ sai khác ở độ tin cậy 95%
Nhiều nghiên cứu và báo cáo khoa học trước đây chỉ đề cập đến việc kiểm soát nấm bệnh đốm nâu trên cành thanh long bằng các loại thuốc hóa học hoặc các biện pháp canh tác. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi mở ra triển vọng kiểm soát loại dịch bệnh này bằng biện pháp sinh học. Tuy tác dụng của chế phẩm thử nghiệm chưa cao như kì vọng, nhưng đây có thể là cơ sở để nâng cao hiệu quả kiểm soát bệnh đốm nâu trên thanh long bằng cách kết hợp biện pháp sinh học và biện pháp canh tác, giảm lượng thuốc hóa học sử dụng.
4. Kết luận
Từ bảy chủng Trichoderma thử nghiệm, đề tài đã chọn được hai chủng Trichoderma T4 và T8.2 có khả năng đối kháng tốt với nấm bệnh trên môi trường thạch đĩa. Các chủng Trichoderma này được sử dụng để sản xuất chế phẩm bào tử dạng lỏng. Sau 3 tháng bảo quản ở nhiệt độ phòng, mật độ bào tử giảm từ 10 – 18 lần, đạt 4,3x106 bào tử/ml đối với chủng T4 và 4,7x106 bào tử/ml đối với chủng T8.2. Thử nghiệm trên cành thanh long cho thấy, chế phẩm dịch bào tử Trichoderma có khả năng giảm tỷ lệ bệnh đốm nâu do nấm Scytalidium gây ra 20% so với đối chứng.
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Nguyên liệu: Cám mì 24%; Mụn xơ dừa 16%; Nước 60%
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Canh trường Trichoderma sp.
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Giống bán rắn cấp 1














Hình 5. Biểu đồ mật độ Trichoderma sp. sau các thời gian bảo quản (các chữ cái trên các cột biểu thị mức độ sai khác ở độ tin cây 95%)





Hình 4. Quy trình sản xuất chế phẩm bào tử Trichoderma sp. dạng lỏng
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