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Bệnh thán thư do nấm Colletotrichum gây ra trên nhiều loại 
cây trồng. Trong đó, ớt là một trong những cây trồng bị ảnh hưởng 
rất lớn đến năng suất và chất lượng. Ở Việt Nam, Lâm Đồng là một 
trong những địa điểm trồng ớt nhiều nhất cả nước và bị ảnh hưởng 
nhiều do bệnh thán thư gây ra. Hiện nay, việc sử dụng chế phẩm sinh 
học được hướng đến trong phòng trừ bệnh hại trên cây trồng vì vừa 
hiệu quả vừa an toàn. Trong các đối tượng vi sinh vật, vi khuẩn 
Pseudomonas có nhiều cơ chế đối kháng với các nấm gây bệnh thán 
thư. Trên cơ sở đó, nghiên cứu phân lập và tuyển chọn chủng vi 
khuẩn Pseudomonas sp. có khả năng đối kháng tốt với nấm 
Colletotrichum scovillei gây bệnh trên cây ớt ở Lâm Đồng đã được 
thực hiện. Từ 12 mẫu đất thu được, nghiên cứu này đã phân lập được 
19 chủng vi khuẩn có khả năng thuộc chi Pseudomonas. Trong đó 
khả năng đối kháng với nấm Colletotrichum scovillei của chủng 
LD3.1 cao nhất (60.78% sau 15 ngày). Kết quả phân tích dựa trình 
tự gene 16S DNA cho thấy chủng LD3.1 tương đồng gần với vi khuẩn 
Pseudomonas putida (100%). 

ABSTRACT 

Anthracnose disease caused by Colletotrichum species has 
appeared in many crops, particularly chilies which have been heavily 
affected. In Viet Nam, Lam Dong Province is one of the most chili 
planting areas then it is enormously impacted on chili production. 
Currently, biological methods have been increasingly used in plant 
disease prevention due to their effectiveness and safety. Specifically, 
Pseudomonas species have been widely studied and become the 
great potential candidates owing to their antagonistic ability against 
the anthracnose causing fungi. For this reason, the research of 
isolation and selection of the Pseudomonas species strain possessing 
the highest inhibitory activity against the fungus Colletotrichum 
scovillei, giving rise to Chili anthracnose disease in Lam Dong 
Province, was conducted. From 12 soil samples, 19 isolates were 
initially categorized as Pseudomonas species. Out of all candidates, 
the LD3.1 strain exhibited the strongest inhibitory effectiveness on 
the development of Colletotrichum scovillei (60.78% after 15 days). 
The molecular identification result based on 16S ribosomal DNA 
revealed that LD3.1 is identical to Pseudomonas putida (100%). 
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1. Đặt vấn đề 

Bệnh thán thư hay còn gọi là anthracnose do nấm Colletotrichum gây ra (Than, Prihastuti, 

Phoulivong, Taylor, & Hyde, 2008). Bệnh gây hại phổ biến trên nhiều loại cây trồng. Ở nước ta, 

ớt là loài cây trồng có giá trị kinh tế cao, được trồng phổ biến ở nhiều nơi. Tuy nhiên, đây cũng là 

đối tượng bị nấm Colletotrichum gây thiệt hại nặng nề về năng suất cũng như chất lượng nông sản. 

Bệnh thán thư được ghi nhận ở hầu hết các vùng trồng ớt ở nước ta, đặc biệt vào mùa mưa, tỷ lệ 

bệnh có thể lên tới 70% (Bui & Vo, 2011). Bệnh gây hại ở các giai đoạn, từ giai đoạn cây con, cây 

trưởng thành và bảo quản sau thu hoạch. Bệnh này có thể làm giảm năng suất từ 10 - 80%, gây 

thiệt hại kinh tế lớn đối với người trồng ớt (Saxena, Raghuwanshi, Gupta, & Singh, 2016). Ở Việt 

Nam, bệnh gây thiệt hại lên đến 90% ở nhiều vườn nhiễm nặng (Bui & Vo, 2011). Hiện nay, biện 

pháp sinh học được nghiên cứu rất nhiều trong phòng trừ bệnh hại trên cây trồng vì vừa hiệu quả 

vừa an toàn. Trong các loài vi sinh vật, Pseudomonas là tác nhân sinh học đầy tiềm năng với hoạt 

tính đối kháng nấm bệnh rất tốt nhờ khả năng cạnh tranh dinh dưỡng và không gian, tiết kháng 

sinh, siderophores, enzyme ly giải và một số độc tố (Suresha, 2005). Đây là chủng vi khuẩn được 

nghiên cứu nhiều về khả năng đối kháng với các tác nhân gây bệnh trên cây trồng như: 

Colletotrichum capsici gây bệnh thán thư trên ớt (Raj, Christopher, & Suji, 2014), Phytophthora 

capsici gây bệnh chết nhanh trên cây hồ tiêu (Tran, Nguyen, Nguyen, Le, & Hoang, 2017), 

Colletotrichum gloeosporioides gây bệnh thán thư trên cây đu đủ (Rahman, Kadir, Mahmud, 

Rahman, & Begum, 2007), Fusarium solani và Colletotrichum gloeosporioides trên cây trồng 

(Truong & Le, 2020). Hiện nay, do sự thay đổi thời tiết cũng như việc quản lý dịch bệnh không 

hợp lý có thể dẫn đến các nấm bệnh thay đổi. Năm 2020, nhóm nghiên cứu đã khảo sát các loài 

nấm Colletotrichum gây bệnh trên cây ớt ở Lâm Đồng. Kết quả cho thấy, Colletotrichum scovillei 

là loài gây bệnh phổ biến, chiếm 69.23% trong các chủng gây bệnh đã được phân lập, định danh 

ở Lâm Đồng. Trên cơ sở đó, nghiên cứu “Phân lập và tuyển chọn chủng vi khuẩn Pseudomonas 

sp. có khả năng đối kháng tốt với nấm Colletotrichum scovillei gây bệnh trên cây ớt ở Lâm Đồng” 

được thực hiện. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Nấm Colletotrichum scovillei từ bộ sưu tập giống vi sinh vật Trung tâm Công nghệ Sinh học 

Thành phố Hồ Chí Minh. Các mẫu đất các vườn rau và cây ớt được thu thập ở các tỉnh Lâm Đồng. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu  

Thu mẫu 

Mẫu dùng để phân lập các vi khuẩn Pseudomonas được thu thập từ các vườn rau và cây ớt 

ở các tỉnh Lâm Đồng. Thu các mẫu đất vùng rễ. Mẫu được thu và lưu trữ trong túi nilong (ghi rõ 

địa điểm và thời gian lấy mẫu). Ký hiệu mẫu: LDxy (x là số thứ tự vườn, y là số thứ tự mẫu thu). 

Phương pháp phân lập vi khuẩn Pseudomonas (Agarwal, Rokkala, Tawde, Bhatia, & 

Rathod, 2021; Alhazmi, 2015; Cao, Phan, & Nguyen, 2008; Holt, Krieg, Sneath, Staley, & 

Williams, 1994; Public Health England, 2015). 

Cân 10g đất cho vào erlen thủy tinh chứa 90ml nước muối sinh lý vô trùng, lắc 200 

vòng/phút trong 30 phút. Pha loãng dịch huyền phù theo các nồng độ 10-1, 10-2, 10-3 rồi hút 0.1ml 

dịch huyền phù cấy trải vào đĩa Petri chứa môi trường King B, ủ ở 370C cho đến khi xuất hiện 

khuẩn lạc. Tiến hành chọn khuẩn lạc có đặc tính giống Psedomonas, như bề mặt nhô, bóng hoặc 
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trơn, màu vàng nhạt, trắng sữa hoặc trắng đục. Sau đó, làm thuần, nhuộm Gram và kiểm tra các 

đặc tính sinh hóa của các chủng phân lập. Theo mô tả của Bergey, đề tài tiến hành chọn các chủng 

vi khuẩn Gram âm, có khả năng sinh enzyme oxidase, không lên men glucosae. 

Phương pháp sàng lọc các chủng vi khuẩn Pseudomonas có khả năng đối kháng tốt với 

nấm bệnh trên đĩa Petri (Živković & ctg., 2010) 

Nấm C. scovillei được nuôi cấy trên môi trường PDA trong 07 - 09 ngày. Vi khuẩn được 

nhân nuôi trên môi trường King B trong 48 giờ. Chuyển các tản nấm C. scovillei với đường kính 

5mm được chuyển qua đĩa Petri chứa môi trường PDA sao cho cách mép đĩa 03cm. Sau đó, ria vi 

khuẩn lên đĩa Petri với chiều dài 4.5cm, khoảng cách đường cấy khuẩn với tán nấm bệnh đã được 

cấy là 03cm. Ủ đĩa Petri ở 35oC. Theo dõi hiệu quả đối kháng với nấm bệnh trên đĩa Petri sau 05, 

09, 13 ngày. 

Công thức tính: H = (A – B) / A x 100             (1) 

 H: Hiệu quả đối kháng (%);  

 A: Bán kính khuẩn lạc nấm bệnh trong công thức đối chứng (mm); 

B: Bán kính khuẩn lạc nấm bệnh khi được nuôi cùng với vi khuẩn (mm). 

Phương pháp định danh vi khuẩn Pseudomonas bằng sinh học phân tử (Yamada & ctg., 2000) 

Khuẩn lạc đơn Pseudomonas trên môi trường King B sau khi nuôi cấy 24 giờ, ở 35oC 

được cho vào ống 1.5ml chứa 100µL TE. Tiến hành đun ở 95oC trong 10 - 15 phút, sau đó cấp 

đông trong tủ -20oC. Ly tâm 10,000 vòng/phút ở 4oC trong 07 phút. Sử dụng dịch nổi cho phản 

ứng PCR với cặp mồi 20F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) và 1500R 

(GGTTACCTTGTTACGACTT). Sản phẩm PCR được kiểm tra trên gel agarose 1% trước khi 

được tinh sạch bằng bộ Isolate II PCR và Gel Kit (Bioline). Sản phẩm PCR đã tinh sạch được 

giải trình tự Sanger trên hệ thống ABI 3500. Dữ liệu sau đó được xử lý bằng phần mềm ATGC 

và sử dụng công cụ BLAST trên cơ sở dữ liệu NCBI để xác định danh pháp khoa học của các 

chủng vi khuẩn mục tiêu. 

3. Kết quả và biện luận 

3.1. Kết quả phân lập các chủng vi khuẩn Pseudomonas 

Từ 12 mẫu đất được thu thập ở tỉnh Lâm Đồng, đã phân lập được 19 chủng vi khuẩn có 

khả năng là Pseudomonas. Khuẩn lạc Pseudomonas có thể không màu, màu trắng, trắng nhạt hoặc 

màu kem. 19 chủng vi khuẩn nhuộm gram có hình que, đứng riêng lẻ hoặc xếp thành chuỗi ngắn. 

  

Hình 1. Đặc điểm khuẩn lạc trên môi trường King B (A) và đặc điểm vi thể (B) 
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Từ 19 chủng vi khuẩn nghi ngờ là Pseudomonas (gram âm, hình que, tiến hành kiểm tra 

một số chỉ tiêu sinh hóa theo hướng dẫn xác định vi khuẩn của Bergey (Breed, Murray, & Smith, 

1957) gồm khả năng tạo enzyme oxidase, khả năng lên men glucose. Kết quả thể hiện ở bảng sau: 

Bảng 1 

Đặc điểm sinh hóa của các chủng vi khuẩn phân lập 

STT Tên chủng Oxidase Lên men glucose 

1 LD.1.1 + - 

2 LD1.2 + - 

3 LD1.3 + - 

4 LD2.1 + - 

5 LD2.2 + - 

6 LD3.1 + - 

7 LD4.1 + - 

8 LD5.1 + - 

9 LD6.1 + - 

10 LD7.1 + - 

11 LD8.1 + - 

12 LD9.1 + - 

13 LD10.1 + - 

14 LD10.2 + - 

15 LD11.1 + - 

16 LD11.2 + - 

17 LD11.3 + - 

18 LD12.1 + - 

19 LD12.2 + - 

Theo khóa phân loại Bergey, vi khuẩn Pseudomonas có khả năng tạo enzyme oxidase và 

không có khả năng lên men glucose. Như vậy, 19 chủng phân lập có thể là Pseudomonas. 

 

Hình 2. Kết quả kiểm tra đặc điểm sinh hóa 

(A) Thử nghiệm lên men glucose âm tính, (B) Khả năng sinh enzyme oxidase dương tính 
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3.2. Kết quả khảo sát khả năng đối kháng các chủng vi khuẩn Pseudomonas với nấm 

Colletotrichum scovillei 

Bảng 2 

Hiệu quả đối kháng các chủng vi khuẩn Pseudomonas phân lập ở Lâm Đồng với nấm C. scovillei 

Phần trăm đối kháng (%) 

STT Tên nghiệm thức Sau 05 ngày Sau 09 ngày Sau 13 ngày Trung bình 

1 LD.1.1 24.89f 42.63g 39.62f 35.71 

2 LD1.2 33.74b 55.75bc 58.00b 49.16 

3 LD1.3 19.31k 45.45f 40.16f 34.97 

4 LD2.1 15.55l 13.06l 7.01n 11.87 

5 LD2.2 20.72j 50.15e 41.76e 37.54 

6 LD3.1 32.16c 58.47a 60.78a 50.47 

7 LD4.1 27.91e 45.23f 12.57k 28.57 

8 LD5.1 39.71a 53.56d 52.06c 48.44 

9 LD6.1 30.72d 53.19d 22.09i 35.33 

10 LD7.1 22.71hi 41.42h 8.97m 24.37 

11 LD8.1 18.35k 38.52i 10.22l 22.36 

12 LD9.1 24.47fg 55.35c 51.5c 43.77 

13 LD10.1 23.51gh 34.93k 15.23j 24.56 

14 LD10.2 22.15i 45.67f 7.14n 24.99 

15 LD11.1 25.18 45.98f 36.56g 35.91 

16 LD11.2 24.75f 50.47e 51.62g 42.28 

17 LD11.3 28.76e 52.79d 45.21d 42.25 

18 LD12.1 22.27i 36.78j 26.79h 28.61 

19 LD12.2 33.29c 56.41b 58.43b 49.38 

Trung bình 25.80 46.10 33.99  

CV 2.56 1.18 1.64  

P < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001  

Ghi chú: Trong cùng một cột, các giá trị trung bình có kí tự theo sau giống nhau không có sự khác biệt về mặt thống 

kê (P < 0.05)  

 Kết quả thu được ở bảng trên cho thấy, 19 chủng Pseudomonas phân lập từ tỉnh Lâm Đồng 

đều có khả năng đối kháng với chủng nấm C. scovillei trong điều kiện phòng thí nghiệm. Hiệu quả 

của các chủng vi khuẩn tăng dần theo thời gian. Phần trăm đối kháng với nấm C. scovillei giữa các 
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nghiêm thức đều có sự khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê tại các thời điểm lấy chỉ tiêu. Sau 05 

ngày, nấm và vi khuẩn đã phát triển, tuy nhiên, khoảng cách giữa khuẩn lạc nấm và vi khuẩn còn 

khá xa nên không thể hiện rõ sự đối kháng. Hiệu quả đối kháng của các chủng đạt từ 15.55 - 

39.71%, giá trị trung bình của 19 nghiệm thức là 25.8%. Chủng LD5.1 có khả năng đối kháng cao 

nhất (39.71%), chủng LD2.1 có khả năng đối kháng thấp nhất (15.55%). Tại thời điểm 09 ngày, 

hiệu quả đối kháng nấm đạt từ 13.06 - 58.47%. Phần trăm đối kháng trung bình đạt 46.10; tăng 

1.79 lần so với ngày thứ 05. Trong đó, LD3.1 có khả năng đối kháng cao nhất (58.47%), chủng 

LD2.1 có hiệu quả ức chế thấp nhất 13.06%. Sau 13 ngày khảo sát, nhiều chủng vi khuẩn hiệu suất 

giảm xuống so với thời điểm 09 ngày, khả năng ức chế của vi khuẩn không đủ mạnh để làm giảm 

tốc độ tăng trưởng của nấm bệnh. 03 chủng vi khuẩn có khả năng làm kìm hãm được sự phát triển 

của nấm bệnh hơn so với thời điểm 09 ngày: LD1.2, LD3.1, LD12.2. Trong đó chủng LD3.1 có 

hiệu quả đối kháng cao nhất 60.78%. Kết quả của đề tài đạt được cũng giống với kết quả của một 

số nghiên cứu đã công bố. Theo nghiên cứu của Nguyen, Nguyen, Tran, và Nguyen (2016), khả 

năng đối kháng của các chủng vi khuẩn vùng rễ với nấm Colletotrichum từ 7.78 - 53.34%. Năm 

2020, nhóm nghiên cứu của Truong và Le (2020) đã tiến hành phân lập và tuyển chọn được 04 

chủng Pseudomonas có khả năng ức chế nấm C. gloeosporioides với hiệu suất từ 48.34 - 61.77%. 

Năm 2019, Bharathi, Revathy, Ebenezar, và Gnanamalar (2019) đã thực hiện đối kháng vi khuẩn 

Pseudomonas fluorescens Ps-6 với nấm C. capsici đạt 58.88 %. Như vậy, nhiều chủng phân lập 

được có khả năng đối kháng cao hơn một số chủng của các nghiên cứu nêu trên. 

   

Hình 3. Hiệu quả đối kháng của chủng LD3.1, LD2.1  

và đối chứng nấm C. scovillei sau 13 ngày 

Như vậy, trong 19 chủng vi khuẩn phân lập được, chủng LD3.1 có hiệu quả đối kháng cao 

nhất sau các thời điểm 09, 11, 13 ngày và trung bình các thời điểm khảo sát (50.47%). Vì vậy, 

chủng này được tiến hành đinh danh sinh học phân tử để xác định tên loài. 

3.3. Kết quả định danh vi khuẩn Pseudomonas 

DNA tổng số sau tách chiết được tiến hành PCR nhằm khuếch đại gen 16S RNA của các 

chủng với cặp mồi 20F và 1500R. Kết quả điện di trên gel agarose 1% cho thấy sản phẩm mục 

tiêu có kích thước 1,500bp. Sản phẩm PCR sau đó được tinh sạch bằng bộ Isolate II PCR và 

Gel Kit (Bioline) và được giải trình tự bằng phương pháp Sanger. Kết quả giải trình tự được xử 

lý bằng phần mềm ATGC và BLAST trên cơ sở dữ liệu NCBI để xác định tên loài của chủng 

LD3.1. Kết quả thể hiện trong Bảng 3. 
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Bảng 3 

Kết quả so sánh tương đồng của chủng LD3.1 

STT Chủng Mã đối tượng  

tham chiếu 

Mức tương 

đồng (%) 

Mức bao 

phủ (%) 

Tên loài 

1 LD3.1 MG011581.1 100 100 P. putida 

 Như vậy, trình tự gene 16S RNA của LD3.1 có mức tương đồng 100% với vi khuẩn P. 

putida. P. putida là loài vi khuẩn được nghiên cứu và ứng dụng nhiều trong phòng trừ bệnh hại 

cây trồng (Karimi, Amini, Harighi, & Bahramnejad, 2012; Tran, 2017). Theo thông tư số 

41/2016/TT-BYT của Bộ Y tế (2016), vi khuẩn P. putida thuộc chủng an toàn sinh học cấp 1 nên 

có thể dùng trong nghiên cứu sản xuất chế phẩm sinh học phòng trừ bệnh thán thư trên cây trồng. 

4. Kết luận 

Từ 12 mẫu đất thu thập được, nhóm nghiên cứu đã phân lập được 19 chủng nghi ngờ là 

Pseudomonas. Sau khi thực hiện đối kháng với nấm gây bệnh thán thư C. scovillei, 19 chủng vi 

khuẩn này đều có khả năng đối kháng với nấm gây bệnh thán thư C. scovillei. Trong đó, chủng 

LD3.1 có khả năng đối kháng cao nhất. Sau 13 ngày đối kháng, hiệu quả đối kháng đạt 60.78%. 

Kết quả định danh cho thấy, trình tự gene 16S RNA của LD3.1 có mức tương đồng 100% với vi 

khuẩn P. putida. 
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