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TÓM TẮT 

Bệnh chết khô cành (dieback) là một trong những bệnh gây hại phổ biến trên nho. Bệnh do nấm thuộc họ 

Botryosphaeriaceae gây ra, trong số đó, Lasiodiplodia theobromae là loài nấm có độc lực cao nhất. Hiện nay, biện pháp 

xử lý bệnh này còn gặp nhiều khó khăn và chưa thực sự hiệu quả. Nghiên cứu này được thực hiện với mục đích xác 

định tác nhân, đặc điểm sinh học của loài nấm gây bệnh dieback trên nho tại Hà Nội và Hưng Yên, làm cơ sở để xây 

dựng biện pháp phòng chống bệnh hiệu quả và bền vững. Từ các mẫu nho có biểu hiện triệu chứng của bệnh dieback 

thu thập tại Hà Nội và Hưng Yên, 3 chủng nấm bệnh đã được phân lập và được sử dụng để lây nhiễm nhân tạo trên lá 

và thân cây nho. Kết quả cho thấy, chủng CK1 và DN1 có đặc điểm hình thái hệ sợi nấm, cũng như khả năng gây bệnh 

giống nhau, do đó chủng CK1 được tuyển chọn cho các thí nghiệm tiếp theo. Qua phương pháp định danh phân tử với 

cặp mồi ITS1/ITS4, chủng CK1 được xác định thuộc loài Lasiodiplodia theobromae và được đặt tên là L. theobromae 

CK1. Chủng L. theobromae CK1 thể hiện khả năng sinh trưởng tốt trên môi trường PDA, ở điều kiện nhiệt độ 35C và 

pH 6-8. Ngoài ra, chủng nấm này còn có khả năng sinh tổng hợp enzyme cellulase, xylanase và pectinase. 

Từ khóa: Bệnh dieback, Lasiodiplodia theobromae, nho. 

Isolation and Characterization of Lasiodiplodia theobromae  
Strain Causing Dieback Disease on Grape in Ha Noi and Hung Yen 

ABSTRACT 

Dieback is one of the most common diseases on grape that is caused by fungi belonging to the 

Botryosphaeriaceae family. Among these fungi, Lasiodiplodia theobromae has been identified as the most virulent 

species. Unfortunately, the current treatments for this disease are still challenging and not truly effective. This study was 

conducted to determine the causative agent and biological characteristics of the grape dieback-causing fungus in Hanoi 

and Hung Yen as a basis for guiding effective measures in the prevention and treatment of dieback. From grape 

samples showing dieback disease collected in Hanoi and Hung Yen, three fungal strains were isolated through culture 

on the PDA medium and these strains were subsequently re-infected onto leaves and stems of grapes. Among them, 

CK1 and DN1 strains showed similar mycelial characteristics and pathogenicity. Therefore, the CK1 strain was selected 

for further experiments. Through the molecular identification method with the ITS1/ITS4 primer pair, the CK1 strain was 

confirmed asLasiodiplodia theobromae and was named L. theobromae CK1. L. theobromae CK1 exhibited good growth 

on the PDA medium, and the optimal conditions for the strain were 35C and a pH in the range of 6-8. In addition, during 

its growth, this fungal strain was also capable of producing cellulase, xylanase, and pectinase. 

Keywords: Dieback, grape, Lasiodiplodia theobromae. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Nho (Vitis sp., Vitaceae) là một trong nhĂng 

loäi cåy ën quâ quan trọng có giá trð dinh dþĈng 

cao và đþĉc trồng ć nhiều quốc gia trên thế giĆi. 

Theo Tổ chĀc LþĄng thăc và Nông nghiệp Liên 

hĉp quốc (FAO), sân lþĉng nho trên toàn thế giĆi 

đät khoâng 75 triệu tçn mỗi nëm. Trong đò, 71% 

nho đþĉc dùng làm nguyên liệu sân xuçt rþĉu 

vang, 27% dùng tþĄi và 2% sçy khô (Khan & cs., 
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2020). Trung Quốc, Pháp, Hoa KĊ, Nam Phi, Ý, 

Chile, Iran, Thổ Nhï KĊ, Tây Ban Nha và 

Argentina là mþąi quốc gia có diện tích trồng nho 

lĆn nhçt trên thế giĆi (Khan & cs., 2020). Gæn 

đåy, diện tích và sân lþĉng nho đþĉc trồng ć châu 

Á đang tëng dæn lên. Trung Quốc, Ấn Độ, Nhêt 

Bân, Hàn Quốc, Pakistan, Thái Lan và Việt Nam 

là nhĂng quốc gia có sân lþĉng nho đáng kể ć 

khu văc châu Á (FAO, 2021).  

Ở Việt Nam, có nhiều vùng trồng nho, trong 

đò Ninh Thuên là tînh có diện tích trồng nhiều 

nhçt (Le Quang Quyen & Long, 1999) vĆi tổng 

sân lþĉng thu đþĉc hàng nëm đät khoâng 

26.000-28.000 tçn nho tþĄi (Vietnamplus, 

2023). Theo ghi nhên cûa Sć NN&PTNT tînh 

Ninh Thuên, nëm 2023 giá trð sân xuçt hàng 

nëm cûa cây nho đät 19-20% tổng giá trð sân 

xuçt trong ngành trồng trọt (Vietnamplus, 

2023). Gæn đåy, nhiều hộ gia đình ć một số tînh 

miền Bíc trong đò cò Hà Nội và Hþng Yên cüng 

đã nhên ra giá trð cûa quâ nho và bít đæu trồng 

thā nghiệm loäi cây này. Mặc dù chþa cò thống 

kê chi tiết về diện tích và sân lþĉng nho cûa các 

hộ gia đình ć hai đða phþĄng này, nhþng nhiều 

vþąn nho nhþ Chimi Farm 4 (Đông Anh, Hà 

Nội), vþąn nho cûa ông Nguyễn HĂu KĊ (Đan 

Phþĉng, Hà Nội), vþąn nho sĂa Hàn Quốc và 

nho móng tay cûa anh Nguyễn Vën Duy (Khoái 

Chåu, Hþng Yên), vþąn nho Hä đen cûa anh 

Nguyễn Vën Đôn (Yên Mỹ, Hþng Yên) (Minh 

SĄn, 2021; Hồng Ngọc, 2022; Hồng Ngọc & Đào 

HþĄng, 2022; PhþĄng Thâo, 2023) đã đþĉc ghi 

nhên là nhĂng vþąn nho cho hiệu quâ kinh tế 

cao. Có thể thçy rìng nho có giá trð kinh tế lĆn, 

nhþng nëng suçt và chçt lþĉng cûa cây nho ć 

nhiều nþĆc đang bð giâm sút do một số bệnh häi 

nhþ sþĄng mai, thán thþ, đốm lá, phçn tríng và 

dieback (Goldammer, 2018; Sanghavi & cs., 

2021). Ở Việt Nam, việc trồng nho cüng bð ânh 

hþćng nặng nề bći các bệnh dðch. Cý thể, Ninh 

Thuên là đða phþĄng trồng nho lĆn nhçt câ nþĆc 

vĆi 2.000ha vào nëm 1995, nhþng do tình hình 

phát triển cûa sâu bệnh häi và một số nguyên 

nhân khác khiến cho diện tích trồng nho cûa 

Ninh Thuên giâm sút và hiện nay Ninh Thuên 

đang phçn đçu đến nëm 2030 diện tích này tëng 

lên 1.700ha (CĄ Nguyên, 2023).  

Bệnh dieback là một loäi bệnh xây ra khá 

phổ biến trên nho đã ânh hþćng đến nghề trồng 

nho trên toàn thế giĆi, làm giâm sút đáng kể 

nëng suçt nho (Wine-Australia, 2018). Cý thể, ć 

Tây Ban Nha, tỷ lệ míc bệnh dieback ć các vþąn 

nho tëng tÿ 1,8% (2003) lên 10,5% (2007) (Rubio 

& Garzón, 2011); Ở Pháp, thiệt häi do bệnh 

dieback gây ra khoâng 1 tỷ euro mỗi nëm 

(Fontaine & cs., 2016). Loài nçm Lasiodiplodia 

theobromae đþĉc xác đðnh là một tác nhân gây 

bệnh dieback vĆi độc lăc cao trên nho. Ban đæu 

nçm xâm nhêp vào hệ thống mäch cûa nho chû 

yếu qua vết thþĄng và gåy ra vết loét và hoäi tā, 

tÿ đò khiến cây nho chêm phát triển và chết 

(Rangel & cs., 2021). Cây nho khi bð nhiễm nçm 

L. theobromae có các triệu chĀng điển hình nhþ: 

hóng chồi, lá héo úa, cành và thân bð hoäi tā 

hoặc chết khô (Larignon, 2001; Rodríguez-

Gálvez & cs., 2015). Hiện nay, có nhiều biện 

pháp phòng trÿ bệnh häi trên cåy nho nhþng 

biện pháp sā dýng thuốc hóa học đþĉc áp dýng 

rộng rãi do có tác dýng nhanh (Wine-Australia, 

2018). Tuy nhiên, việc sā dýng thuốc hóa học 

lâu dài gây ra nhĂng hêu quâ nghiêm trọng cho 

sĀc khóe. HĄn nĂa, các nghiên cĀu về bệnh 

dieback do nçm L. theobromae gây ra trên nho 

còn khá hän chế. Do đò, nghiên cĀu này đþĉc 

thăc hiện nhìm đánh giá các đặc tính cûa chûng 

nçm L. theobromae gây bệnh chết khô cành 

(dieback) và cung cçp thông tin hĂu ích để tìm 

ra giâi pháp khíc phýc mĀc độ ânh hþćng cûa 

bệnh, cüng nhþ duy trì giá trð dinh dþĈng cûa 

nho và không làm ânh hþćng đến sĀc khóe cûa 

ngþąi tiêu dùng. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Méu lá và cành cûa cây nho bð bệnh đþĉc 

thu thêp tÿ khu văc trồng nho thuộc tînh Hþng 

Yên và Hà Nội vĆi các triệu chĀng điển hình 

cûa bệnh dieback nhþ lá héo úa và xuçt hiện 

các đốm màu nâu, cây phát triển còi cọc, chồi 

non và cành bên chết khô, thân hoặc cành bên 

bð thối mýc (Larignon, 2001; Rodríguez-Gálvez 

& cs., 2015).  
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2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Thu nhập mẫu nho bệnh và phân  

lập nấm 

Méu nho bệnh có biểu hiện cûa bệnh dieback 

đþĉc thu thêp và chuyển về phòng thí nghiệm Bộ 

môn Công nghệ vi sinh, Khoa Công nghệ sinh 

học, Học viện Nông nghiệp Việt Nam để thăc 

hiện thí nghiệm phân lêp nçm gây bệnh. 

Méu bệnh đþĉc rāa säch bìng nþĆc nþĆc 

máy, khā trùng bề mặt bìng dung dðch NaOCl 

2,5% trong 2 phút và rāa läi bìng nþĆc cçt vô 

trùng 3 læn, sau đò đặt trên giçy thçm đã hçp 

khā trùng để làm khô các méu bệnh. Tiếp theo, 

méu bệnh đþĉc đặt trên môi trþąng PDA, û ć 

30C trong 3 ngày. Quan sát să xuçt hiện tân 

nçm và cçy chuyển hệ sĉi nhiều læn trên môi 

trþąng PDA mĆi để làm thuæn (Rodríguez-

Gálvez & cs., 2015). Các chûng nçm sau đò đþĉc 

bâo quân ć điều kiện 4C để thăc hiện các 

nghiên cĀu tiếp theo. 

2.2.2. Phương pháp lây nhiễm nhân tạo 

Các chûng nçm phân lêp đþĉc đþĉc lây 

nhiễm nhân täo trên lá và cành nho nhìm kiểm 

tra khâ nëng gåy bệnh dieback cûa chúng theo 

phþĄng pháp cûa (Suwannarach & cs., 2013). Lá 

và cành nho khóe mänh đþĉc rāa säch bìng 

nþĆc máy, khā trùng bìng dung dðch NaOCl 

2,5% trong 2 phút và rāa läi bìng nþĆc cçt vô 

trùng 3 læn. Sau đò, täo vết thþĄng trên các 

méu nho khóe mänh và đặt khối thäch nçm có 

đþąng kính 5mm lên. Đối vĆi méu đối chĀng, thí 

nghiệm đþĉc thăc hiện tþĄng tă, tuy nhiên chî 

đặt môi trþąng PDA không chĀa nçm lên vð trí 

đã đþĉc täo vết thþĄng cĄ giĆi. Các méu sau khi 

thăc hiện lây nhiễm đþĉc đặt trong hộp có chĀa 

giçy lọc vô trùng đã làm èm, û ć 30C trong 5-7 

ngày. Quan sát lá và cành nho tÿng ngày để 

đánh giá khâ nëng gåy bệnh cûa các chûng 

nçm. Nếu thçy xuçt hiện hiện tþĉng lá bð héo 

úa, đồng thąi täi các vð trí thăc hiện tái lây 

nhiễm cüng nhþ các mäch thân bð hoäi tā và 

xuçt hiện hệ sĉi nçm thì có thể kết luên chûng 

nçm nghiên cĀu gây ra bệnh dieback.  

Các méu lá và cành nho sau khi thăc hiện 

lây nhiễm nhân täo có các biểu hiện đặc trþng 

cûa bệnh dieback đþĉc sā dýng để phân lêp 

nhìm tìm ra tác nhân gây bệnh. Sau đò, so sánh 

các đặc điểm cûa tác nhân gây bệnh này vĆi các 

chûng nçm sā dýng trþĆc khi lây nhiễm nhân 

täo, tÿ đò cò thể khîng đðnh chính xác chûng 

nçm gây bệnh dieback trên nho. 

2.2.3. Xác định các đặc điểm hình thái nấm 

Đặc điểm hình thái cûa chûng nçm đþĉc 

xác đðnh theo phþĄng pháp cûa (Oyeleke & 

Manga, 2008). Khối thäch nçm cò đþąng kính 

5mm lçy tÿ tân nçm sau khi nuôi cçy 5 ngày 

đþĉc đặt vào giĂa đïa petri chĀa môi trþąng 

PDA và û ć 30C trong 20 ngày. Hình thái sĉi 

nçm và bào tā nçm sau đò đþĉc quan sát dþĆi 

kính hiển vi quang học. 

2.2.4. Định danh chủng nấm gây bệnh 

Chûng nçm đþĉc nuôi trên môi trþąng PDB 

ć 30C trong 3 ngày, rồi thu sinh khối để tách 

chiết DNA tổng số theo mô tâ cûa (Masoomi-

Aladizgeh & cs., 2016). Sân phèm DNA đþĉc 

khuếch đäi bìng phân Āng PCR sā dýng cặp 

mồi ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) 

và ITS4 (5’-TCCTCCGCTTTAT TGATATGC-3’) 

(White & cs., 1990). Sân phèm PCR đþĉc gāi 

đến công ty First BASE (Singapore) để đọc trình 

tă. Trình tă nucleotide mã hóa vùng ITS1/ITS4 

cûa chûng nçm nghiên cĀu đþĉc kiểm tra mĀc 

độ tþĄng đồng vĆi trình tă nucleotide mã hóa 

vùng ITS1/ITS4 cûa các chûng nçm khác đã 

đþĉc công bố trên ngân hàng cĄ sć dĂ liệu 

Genbank-NCBI bìng công cý BLAST. Sau đò, 

cåy phát sinh loài đþĉc xây dăng dăa trên mối 

quan hệ di truyền cûa chûng nghiên cĀu sā 

dýng phæn mềm MEGA X. 

2.2.5. Ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy 

đến sự sinh trưởng của nấm 

Ảnh hưởng của môi trường nuôi cấy: Chûng 

nçm tuyển chọn đþĉc nuôi cçy trên các môi 

trþąng khác nhau (PDA, SDA, MEA và WA) và 

û ć 30C. Quan sát và xác đðnh đþąng kính tân 

nçm, mêt độ hệ sĉi trên các môi trþąng nghiên 

cĀu khác nhau nhìm tìm ra môi trþąng nuôi cçy 

thích hĉp cho să sinh trþćng cûa chûng nçm 

nghiên cĀu (Wesley, 2020). 
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Ảnh hþćng cûa pH và nhiệt độ nuôi cçy: 

Chûng nçm tuyển chọn đþĉc nuôi cçy trên môi 

trþąng thích hĉp vĆi các giá trð pH môi trþąng 

khác nhau là 4, 5, 6, 7, 8, 9 và 10 (Latha & cs., 

2013), û ć các điều kiện nhiệt độ khác nhau 

(10C, 15C, 20C, 25C, 30C, 35C, 40C) 

(Lumînare & cs., 2021). Quan sát và xác đðnh 

đþąng kính tân nçm, mêt độ hệ sĉi nhìm tìm ra 

pH và nhiệt độ nuôi cçy thích hĉp cho să sinh 

trþćng cûa chûng nçm nghiên cĀu. 

2.2.6. Xác định khả năng sinh enzyme 

ngoại bào 

Chûng nçm đþĉc đánh giá khâ nëng sinh 

enzyme ngoäi bào bìng phþĄng pháp khuếch 

tán đïa thäch vĆi các cĄ chçt tþĄng Āng (CMC-

cellulase, xylan-xylanase và pectin-pectinase). 

Chûng nçm đþĉc nuôi lóng trong môi trþąng 

PDB vĆi tốc độ líc 200 vòng/phút ć 30C trong 

5 ngày. Sau đò, dðch nuôi cçy đþĉc thu nhên và 

ly tâm vĆi tốc độ 10.000 vòng/phút trong 10 

phút ć 4C. Nhó 100µl dðch sau ly tâm vào các 

giếng thäch trên đïa môi trþąng có chĀa cĄ chçt 

và û ć 30C trong 24 gią. Nhuộm các đïa thí 

nghiệm bìng dung dðch lugol 1%. Vùng cĄ chçt 

bð phân giâi sẽ täo vòng sáng trong suốt xung 

quanh giếng thäch (Kasana & cs., 2008). Đối 

vĆi thí nghiệm đối chĀng, nþĆc cçt đþĉc sā 

dýng để nhó vào các giếng thäch thay vì dðch 

nuôi cçy nçm. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phân lập nấm gây bệnh dieback  

trên nho 

Tÿ nhĂng méu nho có triệu chĀng bệnh 

dieback đþĉc thu thêp ć Hà Nội và Hþng Yên 

(Hình 1), 03 chûng nçm (CK1, DN1 và DN2) 

đþĉc phân lêp (Bâng 1). Trong đò, chûng nçm 

CK1, DN1 có hệ sĉi dày, khuèn läc bông xốp 

màu tríng sau đò chuyển dæn sang màu xám và 

cuối cùng chuyển sang màu nåu đen; Chûng 

nçm DN2 cüng cò hệ dày nhþng khuèn läc ć 

däng bông mðn màu tríng sau đò chî chuyển 

dæn sang xám (Hình 2). Câ ba chûng nçm có tân 

nçm hình trñn và đþąng kính tân nçm tëng dæn 

theo tÿng ngày. 

 

Ghi chú: A: Mẫu bệnh tại Hà Nội; B: Mẫu bệnh tại Hưng Yên. 

Hình 1. Hình ânh mẫu lá nho nhiễm bệnh dieback thu thập được 

Bâng 1. Bâng kết quâ phân lập nấm  

từ các mẫu nho nhiễm bệnh dieback 

Địa điểm thu thập mẫu  Chủng 

Hà Nội   DN1, DN2 

Hưng Yên  CK1 
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Hình 2. Hình ânh tân nấm CK1, DN1 và DN2 trên môi trường PDA sau 20 ngày nuôi cấy 

Chûng nçm CK1, DN1 và DN2 đþĉc kiểm 

tra khâ nëng gåy bệnh dieback trên lá và cành 

nho khóe mänh thông qua việc lây nhiễm nhân 

täo. Quan sát kết quâ lây nhiễm qua tÿng ngày 

có thể thçy rìng, chûng CK1 và DN1 gây ra 

nhĂng triệu chĀng cûa bệnh dieback trên câ lá 

và cành nho. Sau 5 ngày lây nhiễm nhân täo, 

sĉi nçm bít đæu phát triển trên cành, còn lá có 

biểu hiện bð héo và ć vð trí đặt nçm chuyển sang 

màu nâu. Vết bệnh lan rộng theo thąi gian và ć 

ngày thĀ 7, nçm mọc trên toàn bộ cành nho, sĉi 

nçm bông xốp cò màu nåu đen, lá cò biểu hiện 

úa và bít đæu bð thối ć khu văc gân lá. Trong 

khi đò, chûng nçm DN2 không gây ra các triệu 

chĀng cûa bệnh dieback trong 7 ngày thăc hiện 

tái lây nhiễm. Các méu nho ć thí nghiệm đối 

chĀng không xây ra bçt kĊ triệu chĀng nào 

trong suốt thąi gian thăc hiện thí nghiệm (Hình 

3). Trong thí nghiệm tþĄng tă cûa các tác giâ 

Alsaadoon & cs. (2012); Rodríguez-Gálvez & cs. 

(2015) cüng khîng đðnh nçm L. theobromae gây 

bệnh dieback có däng sĉi bông, hệ sĉi dày và 

khuèn läc có màu tríng sau đò chuyển sang 

màu xám, cuối cùng chuyển thành màu nâu 

đen. Khi bð nhiễm nçm, cây nho xuçt hiện hiện 

tþĉng rýng chồi, úa lá, và các mäch thân bð hoäi 

tā. Nhþ vêy, chûng nçm CK1 và DN1 cò các đặc 

điểm hình thái và khâ nëng gåy bệnh dieback 

giống nhau, do đò chûng CK1 đþĉc lăa chọn để 

thăc hiện các thí nghiệm tiếp theo. 

3.2. Đặc điểm hình thái của chủng nấm 

phân lập được 

Chûng nçm CK1 đþĉc nuôi cçy trên môi 

trþąng PDA ć 30C trong 20 ngày, sĉi nçm phát 

triển nhanh, bao phû toàn bộ bề mặt môi 

trþąng. Hệ sĉi phân nhánh, có vách ngën đþĉc 

hình thành sau 1 ngày nuôi cçy (Hình 4D), hệ 

sĉi mọc phû kín đïa petri cò đþąng kính 90mm 

sau 3 ngày nuôi cçy. Sĉi nçm ban đæu có màu 

tríng, rồi chuyển sang màu xám và sau đò 

chuyển thành màu nåu đen (Hình 4A - C). Hình 

ânh bào tā đþĉc quan sát và ghi nhên bìng kính 

hiển vi quang học ć độ phòng đäi 100x sau  

16-18 ngày nuôi cçy (Hình 4E, F). Bào tā có 

hình elip, ban đæu bào tā có thành màu tríng, 

vách móng, sau đò khi bào tā trþćng thành có 

màu nâu sém đến đen, vách ngën dày ć chính 

giĂa. Kết quâ này tþĄng đồng vĆi kết quâ 

nghiên cĀu cûa (Alsaadoon & cs., 2012; Yan & 

cs., 2013), nçm L. theobromae gây bệnh dieback 

trên nho cò đặc điểm hệ sĉi cüng nhþ bào tā 

giống vĆi chûng CK1. Gnanesh & cs. (2022) 

cüng khîng đðnh, L. theobromae cò đặc điểm hệ 

sĉi giống vĆi chûng CK1 và sau 15-20 ngày có 

thể quan sát thçy hình thái bào tā hình elip có 

vách móng và màu nâu sém (Gnanesh & cs., 

2022). Nhþ vêy, bþĆc đæu có thể xác đðnh đþĉc, 

chûng nçm CK1 thuộc loài L. theobromae. 

3.3. Định danh chủng nấm CK1 

Chûng CK1 đþĉc nuôi cçy trên môi trþąng 

PDA ć 30C, thu sinh khối, tách chiết DNA và 

khuếch đäi trình tă nucleotide sā dýng cặp mồi 

ITS1/ITS4. Sau khi so sánh vĆi các trình tă 

nucleotide cûa các chûng nçm đã đþĉc công bố 

trên ngån hàng cĄ sć dĂ liệu Genbank-NCBI và 

xây dăng cây phân loäi dăa trên mối quan hệ di 

truyền này có thể thçy rìng, chûng CK1 nìm 

cùng nhánh vĆi chûng Lasiodiplodia 



Đặng Thị Thanh Tâm, Đỗ Thúy Hiền, Nguyễn Thanh Huyền 

63 

theobromae strain MG54-1 vĆi giá trð tin cêy 

bootstrap là 100% và có mĀc độ tþĄng đồng 

99,80% vĆi trình tă vùng ITS rDNA gene cûa 

chûng L. theobromae strain MG54-1 (Hình 5). 

Trong nghiên cĀu tþĄng tă, (Alsaadoon & cs., 

2012; Rodríguez-Gálvez & cs., 2015) cüng đã 

xác đðnh đþĉc, chûng nçm L. theobromae là tác 

nhân gây bệnh dieback trên nho. Nhþ vêy, 

chûng nçm CK1 thuộc loài L. theobromae và 

đþĉc đặt tên là L. theobromae CK1. 

 

Ghi chú: ĐC: Đối chứng. 

Hình 3. Hình ânh tái lây nhiễm của các chủng nấm phân lập được sau 7 ngày 
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Ghi chú: A, B, C: Hình ảnh tản nấm (3, 7, 20 ngày nuôi cấy), B: Hệ sợi nấm (1 ngày nuôi cấy), C: Bào tử chưa 

trưởng thành (16 ngày nuôi cấy), D: Bào tử trưởng thành (18 ngày nuôi cấy). 

Hình 4. Đặc điểm hình thái của chủng nấm CK1 

 

Hình 5. Cây phát sinh loài của chủng nấm CK1 

3.4. Ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy đến sự 

sinh trưởng của chủng L. theobromae CK1 

Môi trþąng, nhiệt độ và pH nuôi cçy có ânh 

hþćng rçt lĆn đến să sinh trþćng cûa nçm. Do 

đò, trong nghiên cĀu này, việc xác đðnh điều 

kiện nuôi cçy thích hĉp cûa chûng  

L. theobromae CK1 có thể cung cçp nhĂng 

thông tin hĂu ích cho các nghiên cĀu tiếp theo 

nhìm tìm ra biện pháp phñng và điều trð các 

bệnh thăc vêt hiệu quâ. 

3.4.1. Ảnh hưởng của môi trường nuôi cấy 

đến sự sinh trưởng của chủng  

L. theobromae CK1 

Chûng nçm L. theobromae CK1 đþĉc nuôi 

trên 4 môi trþąng khác nhau ć 30C. Kết quâ 

cho thçy, chûng L. theobromae CK1 đều có khâ 

nëng phát triển trên câ 4 môi trþąng khâo sát. 

Trên môi trþąng PDA, chûng nçm CK1 phát 

triển tốt nhçt, hệ sĉi nçm mọc phû kín đïa petri 

vĆi đþąng kính 90 mm sau 3 ngày nuôi cçy. Mêt 
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độ hệ sĉi dày, däng bông xốp và phát triển 

mänh. Trên môi trþąng SDA và MEA, chûng 

nçm L. theobromae CK1 phát triển chêm hĄn vĆi 

đþąng kính tân nçm læn lþĉt là 86,87 ± 1,51mm 

và 83,83 ± 1,23mm sau 3 ngày nuôi cçy. Mêt độ 

hệ sĉi thþa hĄn và kém bông xốp hĄn trên môi 

trþąng PDA. Trên môi trþąng WA, chûng nçm 

nghiên cĀu phát triển kém nhçt vĆi đþąng kính 

tân nçm là 15,33 ± 1,46mm. Mêt độ hệ sĉi rçt 

thþa thĆt và khò quan sát đþĉc (Hình 6A-B). 

NhĂng nghiên cĀu trþĆc đåy đã chĀng minh môi 

trþąng nuôi cçy có ânh hþćng tĆi tốc độ phát 

triển và hình thái khuèn läc cûa các chûng nçm. 

Cý thể, trong nghiên cĀu cûa Saha & cs. (2008) 

và Latha & cs. (2013) đã cho thçy, nçm  

L. theobromae gây bệnh dieback trên nho cüng 

cò đặc điểm sinh trþćng khác nhau trên các môi 

trþąng khác nhau, nçm phát triển tốt nhçt trên 

môi trþąng PDA. Trong nghiên cĀu cûa 

Alsaadoon & cs. (2012); Rodríguez-Gálvez & cs. 

(2015) cüng sā dýng môi trþąng PDA để thăc 

hiện các nghiên cĀu liên quan đến nçm  

L. theobromae. Môi trþąng WA chî bao gồm 

nþĆc cçt và agar nên có thể là lý do chûng nçm 

CK1 mọc rçt yếu (Latha & cs., 2013). Nhþ vêy, 

dăa trên nhĂng đánh giá về tốc độ phát triển và 

mêt độ hệ sĉi nçm, có thể thçy chûng nçm  

L. theobromae CK1 phát triển tốt nhçt trên môi 

trþąng PDA và môi trþąng PDA đþĉc sā dýng 

cho các nghiên cĀu tiếp theo. 

3.4.2. Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy đến 

phát triển của chủng L. theobromae CK1 

Chûng nçm L. theobromae CK1 đþĉc nuôi 

trên môi trþąng PDA và û ć các nhiệt độ khác 

nhau (10, 15, 20, 25, 30, 35 và 40C). Sau 3 ngày 

nuôi cçy, quan sát thçy tốc độ phát triển cûa 

chûng nçm là khác nhau. Cý thể, chûng nçm 

CK1 có khâ nëng phát triển trong khoâng nhiệt 

độ tÿ 15-35C vĆi đþąng kính tân nçm læn lþĉt 

là 15,7 ± 2,36mm (15C) 87,73 ± 1,46mm (20C), 

89,3 ± 0,61mm (ć 25C), 90mm (30-35C) (Hình 

7B). Tuy nhiên, hệ sĉi nçm phát triển nhanh và 

mänh nhçt ć điều kiện 30-35C, sĉi nçm bít 

đæu hình thành sau 1 ngày, sau 3 ngày chûng 

nçm này mọc kín đïa, mêt độ hệ sĉi dày và 

khuèn läc có däng bông tríng (Hình 7A). Trong 

đò, mêt độ hệ sĉi khi nuôi cçy chûng CK1 ć điều 

kiện 35C dày hĄn ć điều kiện 30C. Ở 10C và 

40C, chûng nçm này phát triển kém và thêm 

chí không phát triển (Hình 7A). TþĄng tă nhþ 

vêy Félix & cs. (2018) khîng đðnh, nçm  

L. theobromae phát triển tốt trong khoâng nhiệt 

độ tÿ 25-37C và nhiệt độ tối þu cho să sinh 

trþćng cûa nçm L. theobromae là 30C. Trong 

nghiên cĀu cûa mình, Saha & cs. (2008) läi cho 

rìng, nçm L. theobromae sinh trþćng tốt nhçt ć 

28C và ć 40C nçm không phát triển. Đồng 

thąi, theo Alves & cs. (2008), ć 10C nçm  

L. theobromae cüng không phát triển. 

   

Ghi chú: A: Hình ảnh hệ sợi của chủng CK1; B: Đường kính tản nấm CK1. 

Hình 6. Sự phát triển của chủng CK1 trên các môi trường khác nhau sau 3 ngày nuôi cấy 
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Ghi chú: A: Hình ảnh hệ sợi của chủng CK1; B: Đường kính tản nấm CK1. 

Hình 7. Sự phát triển của chủng CK1 ở các nhiệt độ khác nhau sau 3 ngày nuôi cấy 

 

Hình 8. Sự phát triển của chủng CK1 ở các điều kiện pH khác nhau sau 3 ngày nuôi cấy 
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Ghi chú: Ở mỗi đĩa petri - Giếng bên trái chứa dịch nuôi cấy chủng nấm CK1; Giếng bên phải chứa môi trường 

PDB (Đối chứng). 

Hình 9. Khâ năng sinh enzyme ngoại bào của chủng nấm L. theobromae CK1 

3.4.3. Ảnh hưởng của pH môi trường nuôi 

cấy đến sự sinh trưởng của chủng  

L. theobromae CK1 

Chûng nçm L. theobromae CK1 đþĉc nuôi 

trên môi trþąng PDA vĆi các điều kiện pH khác 

nhau (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) ć 35C. Sau 3 ngày 

nuôi cçy, tốc độ sinh trþćng cûa chûng nçm là 

không khác nhau quá nhiều và hệ sĉi đều mọc 

kín đïa (90mm). Cý thể, chûng nçm đều có khâ 

nëng phát triển trong khoâng pH tÿ 4-10; ć pH 

6, 7 và 8, chûng nçm phát triển nhanh và mêt 

độ hệ sĉi dæy; chûng nçm L. theobromae CK1 

phát triển kém hĄn trong môi trþąng vĆi pH 9 

và 10 (Hình 8). TþĄng tă, nghiên cĀu cûa Latha 

& cs. (2013) đã khîng đðnh, nçm L. theobromae 

phát triển tốt trong khoâng pH tÿ 5-9 và ć pH 7 

chûng nçm phát triển tốt nhçt. Saha & cs. 

(2008) cüng cho rìng, nçm L. theobromae phát 

triển đþĉc trong khoâng pH tÿ 3-8, ć pH 6 

chûng nçm phát triển tốt nhçt. 

3.5. Khâ năng sinh enzyme ngoại bào của 

chủng nấm L. theobromae CK1 

Trong nghiên cĀu này, chûng nçm  

L. theobromae CK1 đþĉc xác đðnh là có khâ 

nëng sinh tổng hĉp một số loäi enzyme nhþ 

cellulase, xylanase và pectinase thông qua việc 

quan sát vòng phân giâi trên các cĄ chçt đặc 

trþng cho tÿng loäi enzyme (Hình 9). Theo 

Gibson & cs. (2011), để có thể xâm nhêp vào vêt 

chû và gây bệnh trên đối tþĉng vêt chû đò, các 

chûng nçm gây bệnh thăc vêt thþąng sân xuçt 

ra các enzyme có chĀc nëng phån hûy thành tế 

bào. NhĂng enzyme này đặc biệt quan trọng đối 

vĆi các nçm gây bệnh không có cçu trúc xâm 

nhêp chuyên biệt. Do đò, việc nghiên cĀu và xác 

đðnh khâ nëng phân giâi enzyme cûa chûng 

nçm L. theobromae CK1 có thể cung cçp nhĂng 

thông tin liên quan đến cĄ chế gây bệnh để tÿ đò 

xây dăng đþĉc biện pháp phñng và điều trð bệnh 

dieback do nçm L. theobromae gåy ra. TþĄng tă 

nhþ vêy, Félix & cs. (2018) đã thăc hiện nghiên 

cĀu và cüng khîng đðnh rìng, nçm  

L. theobromae có khâ nëng sinh tổng hĉp nhiều 

loäi enzyme ngoäi bào nhþ amylase, gelatinase, 

cellulase, lipase, xylanase và pectinase. 

4. KẾT LUẬN 

Trong nghiên cĀu này, tÿ các méu nho có 

biểu hiện bệnh dieback thu thêp täi Hà Nội và 

Hþng Yên, 03 chûng nçm đã đþĉc phân lêp, 

trong đò chûng nçm CK1 và DN1 cò đặc điểm 

hình thái giống nhau và giống vĆi nçm  

L. theobromae, đồng thąi chúng cüng cò khâ 

nëng gåy ra các triệu chĀng cûa bệnh dieback 

thông qua thí nghiệm lây nhiễm nhân täo khá 

giống nhau. Do đò, chûng CK1 đþĉc tuyển chọn 

cho các thí nghiệm tiếp theo. Chûng CK1 đþĉc 

xác đðnh nìm cùng nhánh vĆi chûng 

Lasiodiplodia theobromae strain MG54-1 vĆi 

giá trð tin cêy bootstrap là 100% và mĀc độ 

tþĄng đồng 99,80% vĆi trình tă vùng ITS rDNA 

gene cûa chûng L. theobromae strain MG54-1. 

Dò đo, chûng CK1 đþĉc đặt tên là  
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L. theobromae CK1. Chûng L. theobromae CK1 

sinh trþćng tốt trên môi trþąng PDA ć 35C, pH 

6-8. Ngoài ra, chûng nçm này cüng thể hiện 

khâ nëng sinh enzyme cellulase, pectinase  

và xylanase.  
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