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Đặt vấn đề

Hiện nay, nhiều loại bệnh xuất hiện trên thân và quả 
Thanh long như bệnh đốm nâu do nấm N. 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, làm giảm năng suất, 
chất lượng và giá trị thương phẩm của quả, gây thiệt hại 
lớn cho người trồng Thanh long. Bệnh đốm nâu do nấm 
N. dimidiatum gây ra là một trong những bệnh hại nghiệm 
trọng nhất. Bào tử nấm N. dimidiatum nảy mầm trên bề mặt 
tiếp xúc rồi xâm nhập vào trong mô gây hoại tử, bệnh gây 
hại cả trên thân cành và quả Thanh long. 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 nghiêm trọng giá trị thương phẩm.

 Các biện pháp phòng trừ bệnh chủ yếu hiện nay là sử 
dụng thuốc bảo vệ thực vật nguồn gốc hóa học. Các biện 
pháp này tác động xấu đến môi trường do dư lượng hóa chất 
tồn đọng trong đất, nguồn nước và không khí gây nguy hiểm 
đối với sức khỏe con người và các sinh vật khác. Phòng trừ 
bệnh cho cây bằng việc sử dụng vi khuẩn đối kháng với 
nấm bệnh là biện pháp sinh học đang rất được quan tâm 

nghiên cứu. Vấn đề quan trọng sau khi tuyển chọn được 
chủng vi sinh vật kháng mạnh với nấm N. dimidiatum là xác 
định được các yếu tố môi trường nuôi cấy (nhiệt độ, pH, 
nguồn carbon và nitơ...) thích hợp để tăng cường hiệu quả 
đối kháng của chúng. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu

Chủng vi khuẩn Bacillus velezensis YMĐ1 được phân 
lập và tuyển chọn từ đất vùng rễ trồng Thanh long tại xã 
Yên Mỹ, huyện Lạng Giang, tỉnh Bắc Giang và đang lưu 
giữ tại phòng thí nghiệm của Bộ môn Công nghệ vi sinh, 
Khoa Công nghệ sinh học, Học viện Nông nghiệp Việt Nam. 

Chủng nấm N. dimidiatum gây bệnh đốm nâu trên Thanh 
long được cung cấp bởi Viện Di truyền Nông nghiệp.

Phương pháp nghiên cứu

Ảnh hưởng của pH: vi khuẩn B. velezensis YMĐ1 được 
nuôi cấy trên môi trường LB (Luria - Bertani) lỏng trong 48 
giờ (trong quá trình làm thí nghiệm, nhóm thực hiện thấy 
đây là thời gian chủng B. velezensis YMĐ1 sinh trưởng tốt 
nhất - mật độ cao nhất) ở điều kiện nhiệt độ 30oC, các giá 

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố môi trường 
nuôi cấy in vitro tới khả năng kháng nấm 
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Tóm tắt: 

Bệnh đốm nâu trên thân cây và quả Thanh long do nấm Neoscytalidium dimidiatum làm giảm khả năng sinh trưởng, 
phát triển của cây và chất lượng quả. Nghiên cứu ứng dụng các chủng vi sinh vật đối kháng với nấm N. dimidiatum 
hiện nay có ý nghĩa rất quan trọng để sản xuất Thanh long an toàn và bền vững. Nghiên cứu này được tiến hành 
với mục đích khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố môi trường nuôi cấy in vitro tới khả năng đối kháng nấm N. 
dimidiatum của vi khuẩn Bacillus velezensis YMĐ1. Kết quả nghiên cứu cho thấy, vi khuẩn B. velezensis YMĐ1 sinh 
trưởng, phát triển, đối kháng tốt với nấm N. dimidiatum trong điều kiện nuôi cấy ở nhiệt độ 25-40oC, pH=4-7, thời gian 
nuôi cấy là 48 giờ, với hoạt lực đối kháng trên 55%. Điều kiện tốt nhất để chủng B. velezensis YMĐ1 đối kháng với hoạt lực 
lên đến 64% là ở nhiệt độ 30oC, pH=6 và thời gian nuôi cấy là 48 giờ. Nguồn carbon và nitơ thích hợp lần lượt là glucose 
và peptone.

Từ khóa: Bacillus velezensis, bệnh trên Thanh long, đối kháng, Neoscytalidium dimidiatum.
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trị pH khác nhau (4, 5, 6, 7 và 8). Thu dịch nuôi cấy của vi 
khuẩn để thử đối kháng với nấm bệnh bằng phương pháp 
khuếch tán trên đĩa thạch. 

Ảnh hưởng của nhiệt độ: vi khuẩn B. velezensis YMĐ1 
được nuôi cấy trên môi trường NA lỏng trong 48 giờ ở nồng 
độ pH thích hợp nhất, các điều kiện nhiệt độ khác nhau (25, 
30, 37, 40 và 60oC). Thu dịch nuôi cấy của vi khuẩn để thử 
đối kháng với nấm bệnh bằng phương pháp khuếch tán trên 
đĩa thạch. 

Ảnh hưởng của nguồn carbon: tiến hành nuôi lỏng vi 
khuẩn B. velezensis YMĐ1 trong môi trường muối khoáng 
cơ bản được bổ sung thêm 1% các loại đường là tinh bột, 
lactose, dextrin, saccarose, D-sorbitol, mantose, glucose và 
fructose. Các thí nghiệm được bố trí ở nhiệt độ và pH thích 
hợp. Sau 48 giờ nuôi cấy, thu dịch nuôi cấy của vi khuẩn để 
thử đối kháng với nấm bệnh bằng phương pháp khuếch tán 
trên đĩa thạch.

Ảnh hưởng của nguồn nitơ: tiến hành nuôi vi khuẩn B. 
velezensis YMĐ1 trên môi trường khoáng cơ bản với nguồn 
carbon thích hợp nhất và bổ sung 0,1% nguồn nitrogen vô 
cơ là NH4NO3, (NH4)2SO4, NaNO3 và nguồn nitơ hữu cơ là 
pepton, cao nấm men. Các thí nghiệm được bố trí ở nhiệt độ 
và pH thích hợp. Sau 48 giờ nuôi cấy, thu dịch nuôi cấy của 
vi khuẩn để thử đối kháng với nấm bệnh bằng phương pháp 
khuếch tán trên đĩa thạch.

Ảnh hưởng của nồng độ muối đến sinh trưởng của chủng 
B. velezensis YMĐ1: nuôi vi khuẩn trên môi trường LB được bổ 
sung thêm NaCl với các nồng độ khác nhau (1, 2, 3 và 4%)  và 
quan sát khả năng sinh trưởng.

Khảo sát khả năng đối kháng của vi khuẩn B. velezensis 
YMĐ1 với nấm N. Dimidiatum được tiến hành theo mô tả 
của Dhanasekaran và cs (2012) [1]. Vi khuẩn được nuôi 
trong môi trường LB lỏng, lắc 200 vòng/phút ở 30oC. Dịch 
vi khuẩn được thu sau 48 giờ nuôi cấy, ly tâm với tốc độ 
10.000 vòng/phút trong 10 phút ở 4oC. Nấm được hoạt hóa 
trên môi trường PDA (Potato Dextrose Agar), dùng que cấy 
lấy sợi nấm cho vào ống eppendorf chứa 500 µl nước cất vô 
trùng, voltex để bào tử nấm phát tán đều trong nước. Dùng 
dụng cụ đục lỗ tạo giếng thạch trên đĩa thạch PDA đã được 
cấy trải 50 µl dung dịch nấm. Chuyển 100 µl dịch vi khuẩn 
được ly tâm và 100 µl dịch vi khuẩn không ly tâm vào giếng 
thạch, ủ đĩa petri thí nghiệm ở 30oC. Dịch vi khuẩn có khả 
năng ức chế sinh trưởng của nấm được thể hiện thông qua 
vòng sáng xuất hiện quanh giếng thạch. Hiệu lực đối kháng 
của vi khuẩn với nấm N. dimidiatum được xác định bằng 
công thức sau: 

% Đối kháng = [1- (A/B)]*100%

Trong đó: A là đường kính vòng đối kháng; B là đường 
kính giếng thạch (18 mm).
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Abstract: 

The fungus Neoscytalidium dimidiatum caused canker 
disease on dragon fruit, reducing the growth and 
development of the plants and the quality of dragon 
fruits. Nowadays, applications of microorganisms 
to control diseases on dragon fruit plants play an 
important role for the safe and sustainable dragon 
fruit production. This study was carried out with the 
aim to evaluate the effects of some culture conditions of 
antagonistic bacterium (Bacillus velezensis YMD1) with 
N. dimidiatum including: temperature, pH and medium 
compositions. The growth of N. dimidiatum was inhibited 
by B. velezensis YMD1 when the bacteria were cultured 
in 48 hours at the temperature of 25-40oC and pH=6-7 
in vitro. The maximum inhibition activity (64%) of B. 
velezensis YMD1 with N. dimidiatum exhibited when the 
bacteria were cultured in the medium with glucose and 
peptone at 30oC and pH=6. 

Keywords: antagonistic, Bacillus velezensis, canker 
disease on dragon fruit, Neoscytalidium dimidiatum.
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Môi trường

Môi trường LB (g/l): peptone 10 g, cao nấm men 5 g, 
NaCl 10 g, agar 15 g, nước cất 1 l, pH=7,0. 

Môi trường PDA (g/l): potato extract 4 g, dextrose 20 g, 
agar 15 g, nước cất 1 l, pH=5,6.

Môi trường khoáng cơ bản để khảo sát ảnh hưởng của 
nguồn carbon: (NH4)2SO4 2 g, MgSO4.7H2O 0,2 g, NaH2PO4.
H2O 0,5 g, CaCl2.2H2O 0,1 g, KH2PO4 0,5 g và nước cất 1 l. 

Môi trường khoáng cơ bản để khảo sát ảnh hưởng của 
nguồn nitơ: KH2PO4 1,36 g, CaCl2 0,03 g, NaH2PO4 2,13 g, 
MgSO4.7H2O 0,2 g, FeSO4.7H2O 0,01 g, glucose 10 g và 
nước cất 1 l. 

Kết quả và thảo luận

Ảnh hưởng của pH môi trường

pH của môi trường nuôi cấy ảnh hưởng tới nhiều phản 
ứng được xúc tác bởi enzyme thông qua tác động tới vận 
chuyển một số sản phẩm qua màng tế bào. Chủng vi khuẩn 
B. velezensis YMĐ1 được nuôi trong môi trường LB lỏng ở 
30oC, giá trị pH 4, 5, 6, 7 và 8. Sau 48 giờ nuôi, dịch nuôi vi 
khuẩn được ly tâm, thu phần dịch nổi để thử khả năng đối 
kháng theo phương pháp của Dhanasekaran và cs (2012) 
[1]. Kết quả (hình 1 A) cho thấy, hoạt lực đối kháng nấm N. 
dimidiatum của vi khuẩn B. velezensis YMĐ1 tăng khi pH 
môi trường trong khoảng 4-6 và đạt giá trị cao nhất (64,4%) 
tại pH=6. Hoạt lực đối kháng giảm khi pH môi trường vượt 
quá giá trị này, tại pH=8 hoạt lực đối kháng chỉ đạt 23,8%. 
Hai chủng vi khuẩn B7 và A3 kháng nấm N. dimidiatum 
được Hà Thị Thúy và cs tuyển chọn năm 2016 cũng sinh 
trưởng và phát triển tốt tại pH=6-7,5 [2]. Chen Jing và cs 
(2015) [3] công bố pH thích hợp cho chủng HTN-5 kháng 
nấm N. dimidiatum là 6,8. Điều này có thể được giải thích 
do các chủng vi khuẩn được phân lập từ các vùng khác 
nhau, do đó yêu cầu về pH môi trường nuôi cũng khác nhau. 

Ảnh hưởng của nhiệt độ

Mỗi loài vi sinh vật có một ngưỡng nhiệt độ thích hợp 
để sinh trưởng và phát triển, nếu nuôi các loài vi sinh vật ở 
nhiệt độ quá cao hay quá thấp so với nhiệt độ thích hợp sẽ 
làm chậm hay ngừng quá trình hoạt động của các phản ứng 
được xúc tác bởi các enzyme do enzyme bị biến tính hay tốc 
độ tổng hợp enzyme giảm. Vi khuẩn B. velezensis YMĐ1 
được nuôi tại pH=6, ở các nhiệt độ khác nhau, sau 48 giờ,  
kiểm tra hoạt lực đối kháng với nấm N. dimidiatum. Kết quả 
thí nghiệm (hình 1 B) cho thấy, hoạt lực đối kháng của vi 
khuẩn B. velezensis YMĐ1 tăng  từ 60% đến 63,3% khi tăng 
nhiệt độ từ 25 lên 30oC, sau đó tăng nhiệt độ đã làm giảm 

hoạt lực đối kháng của vi khuẩn này. Luong Huu Thanh 
và cs (2016) [4] đã ghi nhận 2 chủng vi khuẩn kháng N. 
dimidiatum được họ phân lập phát triển tốt tại nhiệt độ 35oC. 

Ảnh hưởng của nguồn carbon và nitơ 

Carbon và nitơ là hai nguồn dinh dưỡng cần thiết với 
vi sinh vật vì chúng tham gia vào thành phần cấu trúc của 
các phân tử quan trọng như nucleotide, aminoacid, protein. 
Chính vì vậy, đáp ứng nhu cầu về nguồn carbon, nitơ sẽ giúp 
cho vi sinh vật phát triển tốt hơn khi được nuôi in vitro. Vi 
khuẩn B. velezensis YMĐ1 đối kháng nấm N. dimidiatum 
được nuôi trong môi trường muối khoáng cơ bản được bổ 
sung thêm 1% các nguồn đường gồm glucose, fructose, 
D-sorbitol, lactose, mantose, saccarose, tinh bột và dextrin 
tại nhiệt độ 30°C và pH=6. Sau 2 ngày nuôi cấy, thu dịch 
nuôi cấy của vi khuẩn để thử đối kháng với nấm bệnh bằng 
phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch. Kết quả hình 2A cho 
thấy, vi khuẩn B. velezensis YMĐ1 sử dụng tốt các nguồn 
carbon này, hoạt lực đối kháng nấm N. dimidiatum đạt trên 
54%, đặc biệt nếu sử dụng glucose trong môi trường nuôi 
cấy thì hoạt lực đối kháng của B. velezensis YMĐ1 cao nhất 
(61%). Tuy nhiên, khi sản xuất công nghiệp, cần tìm nguồn 
carbon có giá thành thấp để thay thế glucose.
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Khoa học Nông nghiệp

Để khảo sát ảnh hưởng của nguồn nitơ tới hoạt lực kháng 
nấm N. dimidatum của vi khuẩn B. velezensis YMĐ1, vi 
khuẩn được nuôi lỏng trong môi trường khoáng cơ bản có 
bổ sung các nguồn nitơ là cao nấm men, peptone, NH4NO3, 
(NH4)2SO4 và NaNO3 tại 30oC, pH=6. Sau 48 giờ nuôi, dịch 
nuôi vi khuẩn được ly tâm, thu phần dịch nổi để kiểm tra 
hoạt lực đối kháng. Khi được cung cấp các nguồn nitơ hữu 
cơ, hoạt lực kháng nấm của vi khuẩn B. velezensis YMĐ1 
cao hơn khi được cung cấp nguồn nitơ vô cơ (hình 2B). 

Hoạt lực đối kháng nấm N. dimidiatum của B. velezensis 
YMĐ1 cao nhất khi được nuôi trong môi trường có glucose 
và peptone. Kết quả này tương tự kết quả thí nghiệm của 
Hà Thị Thúy và cs (2016) [2]. Các tác giả này khi khảo sát 
các nguồn carbon và nitơ trong môi trường nuôi hai chủng 
vi khuẩn kháng nấm N. dimidiatum cũng kết luận nguồn 
nitơ thích hợp là cao nấm men và peptone, nguồn carbon 
là tinh bột, rỉ đường, cao man, dextrose. Chen Jing và cộng 
sự (2015) [3] cũng công bố môi trường thích hợp để nuôi 
chủng vi sinh vật HTN-5 kháng nấm N. dimidiatum gồm 
cao thịt bò, peptone, glucose, lactose, cao nấm men, muối, 
pH=6,8.

Khả năng chịu mặn của B. velezensis YMĐ1

Ở Việt Nam, đất mặn có diện tích xấp xỉ 2 triệu ha, 
chiếm gần 6% tổng diện tích đất tự nhiên [5]. Việc khai thác 
phần diện tích này một cách có hiệu quả phục vụ sản xuất 
nông nghiệp, ngư nghiệp ngày càng trở nên cấp bách và có 
ý nghĩa quan trọng đối với nền kinh tế quốc dân. Những 
năm gần đây, người dân đã chuyển đổi cơ cấu cây trồng, 
trồng các loại cây thích ứng với đất nhiễm phèn, nhiễn mặn. 
Tại vùng đất thường bị nhiễm mặn ven sông, ven biển của 
huyện Gò Công Tây, tỉnh Tiền Giang, cây Thanh long phát 
triển tốt và cho năng suất cao [6]. Vì thế, để có thể ứng dụng 

khả năng đối kháng của vi khuẩn B. Velezensis YMĐ1 với 
nấm N. dimidiatum gây bệnh trên Thanh long thì chủng vi 
khuẩn được tuyển chọn cũng phải có khả năng chịu mặn 
tương đối tốt. Vi khuẩn B. velezensis YMĐ1 được nuôi  trên 
môi trường LB có bổ sung thêm NaCl với các nồng độ từ 1 đến 
5% và quan sát sự phát triển của khuẩn lạc (hình 3). Vi khuẩn B. 
velezensis YMĐ1 có thể phát triển tốt trên môi trường LB được 
bổ sung tới 4% muối. Vì vậy, có thể ứng dụng vi khuẩn này trong 
sản xuất chế phẩm sinh học phục vụ sản xuất Thanh long tại các 
vùng đất nhiễm mặn.
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của vi khuẩn để thử đối kháng với nấm bệnh bằng phương pháp khuếch tán trên đĩa 
thạch. K ết quả hình 2A cho thấy, vi khuẩn B.  velezensis YMĐ1  sử dụng tốt các nguồn 
carbon này, hoạt lực đối kháng nấm N. dimidiatum đạt trên 54%, đặc biệt nếu sử dụng 
glucose trong môi trường nuôi cấy thì hoạt lực đối kháng của B.  velezensis YMĐ1 cao 
nhất (61%). Tuy nhiên, khi sản xuất công nghiệp, cần tìm nguồn carbon có giá thành 
thấp để thay thế glucose. 
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kháng nấm N.  dimidiatum của vi khu ẩn B.  Velezensis YMĐ1 . 
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Hình 3. Khả năng chịu mặn của chủng vi khuẩn B. velezensis 
YMĐ1 ở các nồng độ NaCl khác nhau (A: 1%; B: 2%; C: 3%; 
D: 4%). 
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Kết luận

Vi khuẩn B. velezensis YMĐ1 có khả năng đối kháng 
mạnh với nấm N. dimidiatum gây bệnh khi được nuôi cấy ở 
30oC trong môi trường khoáng cơ bản lỏng với pH=6, thời 
gian nuôi cấy là 48 giờ. 

Nguồn carbon và nguồn nitơ thích hợp là glucose và 
peptone.

Chủng B. velezensis có thể sinh trưởng và phát triển tốt 
trong môi trường LB được bổ sung muối với nồng độ lên 
tới 4%.
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