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TÓM TẮT 

Fusarium solani là một loài nấm gây bệnh hại nghiêm trọng trên cây cà chua. Chúng tôi tiến hành xây dựng 

phương pháp lây nhiễm nhân tạo F. solani trên lá cà chua tách rời nhằm tạo mô hình thử nghiệm thuận lợi cho các 

nghiên cứu về bệnh hại thực vật. Bào tử nấm F. solani thu từ đĩa môi trường Potato Dextrose Agar (PDA) sau khi 

nuôi cấy ở 28°C trong 7 ngày được sử dụng cho các thí nghiệm. Các yếu tố thử nghiệm bao gồm môi trường pha 

loãng bào tử nấm, mật độ bào tử nấm, vật liệu lá và thể tích giọt dung dịch lây nhiễm. Quy trình lây nhiễm bao gồm 

kỹ thuật nhuộm trypan blue cho phép phát hiện mô bị lây nhiễm ở giai đoạn đầu. Kết quả cho thấy quá trình xâm 

nhiễm của nấm diễn ra thuận lợi khi sử dụng môi trường pha loãng 1/2 PDB với mật độ 10
6
 bào tử/ml, thể tích giọt 

lây nhiễm là 20-30l, sử dụng lá thứ 4 tính từ ngọn của cây cà chua 6 tuần tuổi. Quy trình được áp dụng hiệu quả 

trong thí nghiệm lây nhiễm nấm F. solani để đánh giá hoạt tính kháng nấm của dịch nuôi vi khuẩn. Quy trình này có 

thể áp dụng trong các thí nghiệm lây nhiễm nấm F. solani ở cây cà chua hoặc tham khảo có điều chỉnh để lây nhiễm 

trên các cây trồng khác.  

Từ khóa: Fusarium solani, mô lá tách rời, lây nhiễm nhân tạo. 

Development of an Artificial Inoculation Method  
for Fusarium solani on Detached Tomato Leaves 

ABSTRACT 

Fusarium solani is a serious pathogen of tomato plants, causing severe reductions in yield and fruit quality. In 

this study, we developed and optimized an artificial inoculation method for F. solani on detached tomato leaves to 

establish a convenient experimental model for studying plant diseases. Spores of F. solani obtained from Potato 

Dextrose Agar (PDA) plates incubated at 28°C for 7 days were used in the experiments. Several factors were 

assessed for their impact on F. solani infection, including the medium for spore suspension, spore concentration, leaf 

material, and inoculum droplet volume. The inoculation procedure included trypan blue staining, which enabled early 

detection of infected tissues under microscopy. The optimal conditions for fungal infection were obtained using 1/2 

PDB as the dilution medium with a spore concentration of 10
6
 spores/ml, a droplet volume of 20-30l, and the fourth 

leaf from the top of six-week-old tomato plants. The established method was effectively applied to F. solani infection 

assays for evaluating the antifungal activity of bacterial culture filtrates. This protocol provides a practical tool for in 

vivo inoculation of F. solani on tomato plants and can be adapted for other crop species. 

Keywords: Fusarium solani, detached leaf, artificial inoculation.  

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Cà chua (Solanum lycopersicum) là mût 

trong nhąng cây rau màu có giá trð kinh tế cao 

nhçt trên thế giĉi, vĉi sân lāČng toàn cæu hàng 

nëm lên tĉi 159 triệu tçn (Akbar & cs., 2018). 

Tuy nhiên, cåy cà chua cÿng là đøi tāČng tçn 

công cþa hćn 200 loài bệnh häi, đặc biệt là các 

nçm gây bệnh trong đçt nhā Fusarium, 

Pseudopyrenochaeta, Phytophthora, 
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Colletotrichum, Verticillium và Pythium (Ma & 

cs., 2023). Trong sø đò, nçm Fusarium solani là 

mût trong nhąng tác nhân gây bệnh nghiêm 

trõng có khâ nëng tçn công cây cà chua Ċ nhiều 

giai đoän sinh trāĊng khác nhau khiến cây chết 

non, thøi rễ, thøi quâ cùng các biểu hiện héo, 

xoën hoặc hoäi tĄ trên thân và lá (Coleman, 

2016). Vĉi nhiệt đû sinh trāĊng tøi āu khoâng 

25-30C, nçm F. solani xuçt hiện phù biến Ċ các 

vùng tr÷ng trõt täi khu vĆc nhiệt đĉi và cên 

nhiệt đĉi (Ajmal & cs., 2023). Nçm F. solani sân 

sinh nhiều loäi bào tĄ khác nhau, trong đò các 

bào tĄ vô tính bao g÷m đäi bào tĄ, tiểu bào tĄ và 

bào tĄ hêu đòng vai trñ quan trõng trong khâ 

nëng låy nhiễm và phát tán cþa loài nçm bệnh 

này (Ajmal & cs., 2023). 

Trong nghiên cău về lïnh vĆc bệnh cây, lây 

nhiễm nhân täo trên mô lá tách rĈi là mût 

phāćng pháp đāČc ăng dĀng rûng rãi trong 

nhiều nûi dung nghiên cău nhā đánh giá khâ 

nëng gåy bệnh cþa các chþng nçm (Kumar & 

cs., 2011; Akbar & cs., 2018), sàng lõc măc đû 

kháng nçm cþa các giøng cây tr÷ng (Foolad & 

cs., 2015), hoặc kiểm tra hoät tính kháng nçm 

in vivo cþa dðch nuôi vi khuèn (Kefi & cs., 2015). 

Phāćng pháp låy nhiễm này có thể thĆc hiện 

trong không gian nhó, cho phép kiểm soát tøt 

điều kiện thí nghiệm, giâm yêu cæu về thiết bð 

nghiên cău và hän chế sĆ thçt thoát ngu÷n bệnh 

ra möi trāĈng (Foolad & cs., 2015). Mût sø 

nghiên cău nhên đðnh rìng phāćng pháp låy 

nhiễm trên mô lá tách rĈi là mût công cĀ hiệu 

quâ và đáng tin cêy giúp bù trČ hoặc thay thế 

cho các thĄ nghiệm lây nhiễm trên toàn bû cây 

tr÷ng (Kumar & cs., 2011; Foolad & cs., 2015). 

Đáng chý ý, việc lây nhiễm nçm bệnh trên mô 

lá có thể kết hČp hiệu quâ vĉi kỹ thuêt nhuûm 

trypan blue giýp đánh giá về cć chế gây bệnh và 

quan sát các diễn biến trong quá trình xâm 

nhiễm dāĉi kính hiển vi (Zhang & cs., 2020).  

Đøi vĉi nçm F. solani, sø lāČng các nghiên 

cău thĆc hiện lây nhiễm trên mô lá cà chua tách 

rĈi vén còn hän chế và chāa cò cöng bø nào đề 

cêp đến yếu tø ânh hāĊng cþa các nhân tø trong 

quá trình lây nhiễm. Xuçt phát tĂ thĆc tế đò, 

chúng tôi tiến hành nghiên cău về điều kiện 

ânh hāĊng đến quá trình lây nhiễm nçm  

F. solani trên lá cà chua tách rĈi. Bên cänh đò, 

quy trình áp dĀng phāćng pháp nhuûm hệ sČi 

nçm bìng trypan blue nhìm cho phép xác đðnh 

sĆ xâm nhiễm cþa nçm Ċ giai đoän đæu lây 

nhiễm. Quy trình đề xuçt sẽ là tài liệu tham 

khâo có giá trð cho các nghiên cău liên quan đến 

nçm F. solani và cåy cà chua cÿng nhā các cåy 

tr÷ng là vêt chþ cþa loài nçm này.  

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Chþng nçm F. solani HT39 phân lêp tĂ đçt 

tr÷ng rau màu, đã đāČc đðnh danh bìng phân 

tích vùng gen ITS và xác đðnh có hoät tính xâm 

nhiễm. Chþng nçm đāČc bâo quân trong môi 

trāĈng thäch nghiêng PDA Ċ 4C täi khoa Công 

nghệ sinh hõc, Hõc viện Nông nghiệp Việt Nam.  

Cây cà chua 6 tuæn tuùi thuûc giøng cà chua 

bán hąu hän VIP 1 (VA.83) và có khâ nëng chðu 

nhiệt (VietAseeds). Cåy đāČc tr÷ng trên giá thể 

bao g÷m đçt Tribat và xć dĂa (tỷ lệ thể tích 1:1) 

Ċ nhiệt đû khoâng 20-28C. 

Chþng vi khuèn Bacillus sp. VN06 đāČc 

phân lêp tĂ đçt vùng rễ cây cà chua và có khâ 

nëng đøi kháng vĉi mût sø nçm gây bệnh. 

Chþng vi khuèn đāČc gią giøng trong glycerol 

30% Ċ -20C täi Khoa Công nghệ sinh hõc, Hõc 

viện Nông nghiệp Việt Nam.  

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp chuẩn bị dung dịch bào 

tử nấm  

Dðch bào tĄ nçm F. solani đāČc chuèn bð 

theo phāćng pháp cþa Akbar & cs. (2018) vĉi 

mût sø điều chînh. Nçm F. solani đāČc nuôi cçy 

trên möi trāĈng Potato Dextrose Agar (PDA) Ċ 

28C, trong 7 ngày. Sau đò, bào tĄ nçm đāČc 

thu bìng cách bù sung 15ml nāĉc cçt khĄ trùng 

vào đïa nuöi cçy, gät nhẹ bề mặt tân nçm bìng 

que cçy thþy tinh vô trùng. Dðch bào tĄ đāČc 

hút và lõc qua hai lĉp vâi móng để loäi bó hệ sČi 

nçm. Tiếp đến, dðch lõc chăa bào tĄ đāČc chuyển 

vào các øng eppendorf, ly tâm 6.500 vòng/phút 

trong 10 phút Ċ 20C. Sau đò dðch nùi phía trên 

đāČc loäi bó, phæn cặn chăa bào tĄ nçm đāČc 



Vũ Hiền Anh, Nguyễn Xuân Cảnh, Đặng Thị Thanh Tâm 

823 

hña vào 1ml nāĉc cçt vô trùng. Ống méu đāČc 

tiến hành ly tâm læn 2 Ċ cüng điều kiện. Cuøi 

cùng, cặn bào tĄ nçm F. solani đāČc tái huyền 

phù trong các möi trāĈng dinh dāċng tāćng ăng 

Ċ tĂng thí nghiệm cĀ thể. Mêt đû bào tĄ nçm 

đāČc xác đðnh bìng cách sĄ dĀng bu÷ng đếm 

h÷ng cæu. 

2.2.2. Phương pháp nhuộm mô lá sau lây 

nhiễm bằng chất nhuộm trypan blue 

Mô lá đāČc nhuûm trypan blue theo phāćng 

pháp cþa Fernández-Bautista & cs. (2016). 

Dung dðch thuøc nhuûm trypan blue (Bomei, 

Trung Quøc) bao g÷m các thành phæn vĉi tỷ lệ 

nhā sau: 10ml axit lactic, 10ml phenol, 10ml 

glycerol, 10ml nāĉc cçt và 40mg trypan blue. 

Méu lá sau lây nhiễm đāČc ngâm trong dung 

dðch thuøc nhuûm trong 45 phýt. Để loäi bó chçt 

diệp lĀc, mö lá đāČc tiếp tĀc ngâm trong c÷n 

98. Các méu lá đāČc bâo quân trong c÷n 90 và 

ngâm vào dung dðch glycerol 60% trāĉc khi 

quan sát bìng kính hiển vi.  

2.2.3. Ảnh hưởng của môi trường dinh 

dưỡng pha loãng bào tử và thời gian lây 

nhiễm đến khả năng xâm nhiễm của nấm 

F. solani trên lá cà chua tách rời 

Bào tĄ nçm đāČc pha loãng trong môi 

trāĈng Potato Dextrose Broth (PDB) Ċ các n÷ng 

đû khác nhau, bao g÷m 1/16 PDB, 1/8 PDB, 1/4 

PDB, 1/2 PDB và 100% PDB. Ở công thăc đøi 

chăng không bù sung dinh dāċng, bào tĄ nçm 

đāČc pha loãng trong nāĉc cçt. Mêt đû bào tĄ 

nçm trong các dung dðch lây nhiễm là 106 bào tĄ 

nçm/ml. Thí nghiệm sĄ dĀng lá cà chua Ċ vð trí 

thă 4 tính tĂ ngõn xuøng Ċ cây cà chua 6 tuæn 

tuùi. Lá đāČc đặt trong hûp lót giçy èm và lây 

nhiễm bĊi các giõt dung dðch bào tĄ nçm có thể 

tích 20µl. Sau 1-3 ngày lây nhiễm, các méu lá 

đāČc đánh giá vết bệnh bìng mít thāĈng và 

nhuûm trypan blue để quan sát sĉm các dçu 

hiệu xâm nhiễm dāĉi kính hiển vi.  

2.2.4. Ảnh hưởng của mật độ bào tử nấm 

đến khả năng xâm nhiễm của nấm  

F. solani trên lá cà chua tách rời 

Nghiên cău đāČc tiến hành vĉi các mêt đû 

104, 105, 106 và 107 bào tĄ nçm/ml trong dung 

dðch 1/2 PDB. Sau 3 ngày lây nhiễm, mö lá đāČc 

quan sát bìng mít thāĈng, sau đò nhuûm 

trypan blue và phån tích dāĉi kính hiển vi 

nhìm đánh giá khâ nëng xåm nhiễm cþa nçm. 

TĂ thí nghiệm này trĊ đi, quy trình quan sát và 

đánh giá mö lá nêu trên đāČc áp dĀng thøng 

nhçt Ċ tçt câ các thí nghiệm trong nghiên cău. 

  

Hình 1. Hình thái mô lá và vị trí lá lây nhiễm ở cây cà chua 6 tuần tuổi 
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2.2.5. Xác định mô lá phù hợp cho quá  

trình lây nhiễm nhân tạo nấm F. solani ở 

cây cà chua  

Các vð trí lá đāČc sĄ dĀng cho thí nghiệm là 

lá đînh cþa các lá thă 2-5 tính tĂ ngõn Ċ cây cà 

chua 6 tuæn tuùi (Hình 1). Dung dðch bào tĄ 

nçm mêt đû 106 bào tĄ/ml đāČc tái huyền phù 

trong möi trāĈng 1/2 PDB. 

2.2.6. Ảnh hưởng của thể tích giọt bào tử 

nấm F. solani đến sự xâm nhiễm của nấm 

trên lá cà chua  

Các măc thể tích khác nhau cþa giõt dung 

dðch lây nhiễm đāČc khâo sát bao g÷m: 10µl, 

20µl, 30µl và 40µl. Thí nghiệm đāČc thĆc hiện 

trên mô lá cà chua thă 4 tính tĂ ngõn xuøng, 

dung dðch bào tĄ nçm lây nhiễm có mêt đû 106 

bào tĄ/ml trong möi trāĈng 1/2 PDB.  

2.2.7. Xác định hoạt tính kháng nấm  

F. solani của dịch ngoại bào vi khuẩn  

Vi khuèn Bacillus sp. đāČc nuôi líc  

180 vñng/phýt trong möi trāĈng PDB Ċ 30C 

trong 3 ngày. Dðch vi khuèn đāČc ly tâm Ċ điều 

kiện 10.000 vòng/phút trong 10 phút Ċ 10C để 

loäi bó cặn tế bào. Dung dðch tiếp tĀc đāČc lõc 

qua màng Syringe Filter (0,22m) nhìm loäi bó 

hoàn toàn tế bào vi khuèn, tĂ đò thu đāČc dðch 

ngoäi bào. Công thăc đøi chăng đāČc bø trí vĉi 

dðch bào tĄ lây nhiễm có mêt đû 106 bào tĄ/ml 

trong möi trāĈng 1/2 PDB. Công thăc thí 

nghiệm đāČc bø trí vĉi mêt đû bào tĄ tāćng tĆ 

trong möi trāĈng 1/2 PDB cùng dðch ngoäi bào 

vi khuèn. Trên múi lá cà chua, hai giõt dung 

dðch lây nhiễm tāćng ăng vĉi hai công thăc (đøi 

chăng và thí nghiệm) đāČc nhó täi các vð trí đøi 

xăng vĉi nhau qua gân lá.  

2.2.8. Bố trí thí nghiệm và xử lý dữ liệu 

Múi công thăc thí nghiệm đāČc thĆc hiện 

trên 21 méu lá. Các méu lá đāČc đặt trong hûp 

nhĆa kích thāĉc 41 × 26 × 17cm, Ċ nhiệt đû  

25-30C, phân bù theo phāćng pháp khøi ngéu 

nhiên hoàn chînh. Diện tích vết bệnh (mm2) 

đāČc đo trên vüng hệ sČi nçm bít màu nhuûm 

trypan blue bìng phæn mềm ImageJ, dĆa trên 

hình ânh chĀp dāĉi kính hiển vi Olympus SZ51. 

Sø liệu đāČc xĄ lý thøng kê bĊi phæn mềm 

GraphPad Prism 10.3.0. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Ảnh hưởng của môi trường dinh dưỡng 

pha loãng bào tử và thời gian lây nhiễm 

đến khả năng xâm nhiễm của nấm  

F. solani trên lá cà chua tách rời 

Ảnh hāĊng cþa möi trāĈng dinh dāċng đến 

sĆ xâm nhiễm cþa nçm F. solani trên mô lá cà 

chua đāČc thể hiện Ċ hình 2 và bâng 1. Sau 2 

ngày lây nhiễm, vð trí lây nhiễm Ċ tçt câ các 

công thăc không có biểu hiện lây nhiễm. Đến 

ngày thă 3, không có sĆ khác biệt rõ ràng giąa 

đøi chăng và các công thăc 1-3 (Hình 2). Trong 

khi đò, Ċ công thăc 4 và 5, giõt dung dðch lây 

nhiễm trĊ nên đĀc hćn, đ÷ng thĈi xuçt hiện 

đāĈng viền tríng bao quanh, cho thçy bào tĄ  

F. solani nây mæm và sinh trāĊng tøt täi các vð 

trí lây nhiễm. Tuy nhiên, vết bệnh chāa rô ràng 

và khò xác đðnh măc đû xâm nhiễm. 

Ở các mö lá đāČc nhuûm trypan blue, chçt 

nhuûm sẽ đùi màu bào tĄ và hệ sČi cþa nçm vĉi 

màu xanh đặc trāng. Ở công thăc đøi chăng, vết 

bệnh có diện tích rçt nhó, mĈ nhät, khó quan 

sát ngay câ Ċ đû phòng đäi 30 læn và không ghi 

nhên đāČc các dçu hiệu tùn thāćng trên mö lá 

(Bâng 1, Hình 2). Ở tçt câ các công thăc còn läi 

vĉi sĆ bù sung cþa möi trāĈng dinh dāċng, nçm 

F. solani đều thể hiện sĆ xâm nhiễm rõ ràng 

hćn so vĉi đøi chăng (Bâng 1, Hình 2). Quan sát 

mö lá dāĉi kính hiển vi còn ghi nhên các vết 

đøm nâu sêm màu là mô lá bð tùn thāćng, đāČc 

kích hoät quá trình chết cþa phân ăng tế bào 

thĆc vêt (Zhang & cs., 2020) (Hình 2). SĆ 

chuyển màu nâu sêm cþa vùng tế bào này đāČc 

cho là do sĆ tích lÿy cþa các sân phèm miễn 

dðch thĆc vêt, nhā các hČp chçt ROS, giúp mô lá 

chøng läi tác nhân gây bệnh (You & cs., 2023). 

SĆ xuçt hiện cþa các đøm nâu là bìng chăng 

cho thçy nçm bệnh đã xåm nhiễm vào bên trong 

mô lá cà chua và kích hoät phân ăng miễn dðch 

thĆc vêt. Các đøm nâu xuçt hiện Ċ tçt câ các 

công thăc có bù sung dinh dāċng và tëng mêt đû 

khi nçm phát triển mänh (Hình 2). Điều này 

cho thçy bào tĄ nçm F. solani chî có thể nây 
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mæm và xâm nhiễm thuên lČi trong möi trāĈng 

có chăa dinh dāċng. 

Diện tích vết bệnh tëng dæn theo thĈi gian, 

đ÷ng thĈi màu nhuûm cÿng trĊ nên rô nét hćn 

(Bâng 1, Hình 2). Đến ngày thă 3, vết bệnh Ċ 

công thăc 4 (1/2 PDB) và công thăc 5 (PDB) có 

màu xanh đêm rõ rệt hćn so vĉi các công thăc 

khác (Hình 2), cho thçy mêt đû sČi nçm dày đặc 

hćn täi vð trí lây nhiễm cþa hai công thăc này. 

Kết quâ cÿng cho thçy công thăc 4 và 5 có diện 

tích vết bệnh lĉn hćn so vĉi các công thăc  

còn läi, vĉi giá trð trung bình læn lāČt là  

17,80 ± 4,44mm2 và 18,01 ± 4,52mm2 (Bâng 1).  

DĆa vào các phån tích nêu trên, möi trāĈng 

1/2 PDB (công thăc 4) và PDB (công thăc 5) đāČc 

xác đðnh là phù hČp để pha loãng bào tĄ nçm  

F. solani. Trong möi trāĈng giàu dinh dāċng nhā 

PDB, tøc đû lây nhiễm đāČc đèy nhanh có thể gây 

khò khën trong việc phân biệt măc đû mén câm 

cþa các cây vêt chþ hoặc măc đû gây bệnh cþa 

các chþng nçm (You & cs., 2023). Trong khi đò, 

các möi trāĈng giâm dinh dāċng, nhā 1/2 PDB, 

đāČc đánh giá là phù hČp hćn cho thí nghiệm lây 

nhiễm nhân täo do vĂa thýc đèy quá trình sân 

sinh bào tĄ nçm, vĂa duy trì đāČc tøc đû lây 

nhiễm phù hČp (You & cs., 2023; Ajmal & cs., 

2022). Bên cänh đò, chýng töi cÿng nhên thçy 

möi trāĈng 1/2 PDB (tỷ lệ thể tích 1 PDB : 1 nāĉc 

cçt) thuên lČi để sĄ dĀng trong các thí nghiệm về 

khâ nëng kháng nçm cþa các loäi dung dðch, khi 

dễ dàng thay thế thể tích nāĉc cçt bìng dung 

dðch cæn đánh giá. Do vêy, chúng tôi lĆa chõn  

1/2 PDB là điều kiện tøi āu để pha loãng dðch bào 

tĄ nçm F. solani. Bên cänh đò, thĈi điểm phù hČp 

và cho kết quâ ùn đðnh để đánh giá hiệu quâ lây 

nhiễm là sau 3 ngày lây nhiễm. Việc nhuûm 

trypan blue mö lá giýp đánh giá măc đû xâm 

nhiễm chính xác hćn. 

 

Hình 2. Hình thái vết bệnh sau lây nhiễm nấm F. solani  

ở các công thức môi trường dinh dưỡng khác nhau trước và sau khi nhuộm trypan blue 
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Bảng 1. Tác động của môi trường dinh dưỡng  

đến diện tích vết bệnh do nấm F. solani ở trên mô lá cà chua tách rời 

Công thức 
Diện tích vết bệnh sau lây nhiễm (mm

2
) 

1 ngày 2 ngày 3 ngày 

Đối chứng (nước) 0,39
c
 ± 0,41 0,87

c
 ± 1,69 2,16

c
 ± 2,38 

CT1 (1/16 PDB) 6,97
b
 ± 3,15 6,83

b 
± 2,34 8,96

b
 ± 3,51 

CT2 (1/8 PDB) 10,74
a
 ± 2,82 9,41

ab
 ± 4,42 14,55

a
 ± 4,73 

CT3 (1/4 PDB) 8,45
b
 ± 1,94 13,20

a
 ± 1,76 14,53

a
 ± 3,92 

CT4 (1/2 PDB) 1,37
c
 ± 1,70 6,80

b
 ± 5,85 17,80

a
 ± 4,44 

CT5 (PDB) 0,63
c
 ± 0,42 13,16

a
 ± 8,13 18,01

a
 ± 4,52 

Ghi chú: Những chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các công 

thức trong cùng 1 cột. 

 

Hình 3. Mô lá cà chua lây nhiễm nấm F. solani với các mật độ bào tử nấm khác nhau 

(Mÿi tên đen: đäi bào tĄ, mÿi tên tríng: tiểu bào tĄ) 

3.2. Ảnh hưởng của mật độ bào tử nấm  

F. solani đến khả năng xâm nhiễm trên lá 

cà chua tách rời 

Kết quâ lây nhiễm cþa nçm F. solani vĉi các 

mêt đû bào tĄ khác nhau đāČc thể hiện täi hình 

3. Sau 3 ngày, các dçu hiệu xâm nhiễm cþa nçm 

F. solani trên lá cà chua tách rĈi không có sĆ 

khác biệt rõ rệt giąa các công thăc, đều chāa 

quan sát đāČc vết bệnh bìng mít thāĈng (Hình 
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3A). Sau khi nhuûm trypan blue, các công thăc 

đều ghi nhên sĆ xuçt hiện cþa tân nçm tròn 

đều, rõ nét täi vð trí lây nhiễm và không có sĆ 

khác biệt đáng kể về diện tích vết bệnh (Hình 

3B-3C, 3E). Tuy nhiên, thí nghiệm cÿng ghi 

nhên sĆ khác biệt đáng lāu ý về hình däng bào 

tĄ nçm F. solani giąa công thăc 4 vĉi các công 

thăc còn läi. Ở công thăc 4 (107 bào tĄ/ml), phæn 

lĉn bào tĄ nçm F. solani cò kích thāĉc nhó, ít 

hoặc khöng chia vách ngën, hình däng tròn hoặc 

elip (Hình 3D). Trong khi đò, Ċ các công thăc 

còn läi, phæn lĉn bào tĄ nçm cò kích thāĉc lĉn 

hćn, phån thành nhiều vách ngën và cò hình 

lāċi liềm đặc trāng, giýp dễ dàng nhên diện khi 

quan sát dāĉi kính hiển vi (Hình 3D). Nhā vêy, 

kết quâ cho thçy dung dðch bào tĄ nçm F. solani 

Ċ các mêt đû tĂ 104 đến 107 bào tĄ/ml đều có khâ 

nëng xåm nhiễm hiệu quâ trên lá cà chua tách 

rĈi. Tuy nhiên, các mêt đû 104 đến 106 bào tĄ/ml 

đāČc cho là phù hČp hćn do täo điều kiện hình 

thành đāČc các bào tĄ nçm F. solani có kích 

thāĉc lĉn và hình däng đặc trāng, thuên lČi cho 

việc quan sát và phân tích. Trong nghiên cău về 

khâ nëng gåy bệnh cþa nçm Fusarium (g÷m 2 

chþng F. solani) trên lá cà chua tách rĈi, Akbar 

& cs. (2018) đã tiến hành lây nhiễm vĉi mêt đû 

bào tĄ nçm 106 bào tĄ/ml. DĆa trên kết quâ thĆc 

nghiệm và tham khâo phāćng pháp nghiên cău 

cþa Akbar & cs. (2018), chúng tôi lĆa chõn mêt 

đû 106 bào tĄ nçm/ml là điều kiện tøi āu để xây 

dĆng quy trình lây nhiễm nçm F. solani trên lá 

cà chua tách rĈi. 

 

Hình 4. Mô lá cà chua lây nhiễm nấm F. solani ở các vị trí lá khác nhau 
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3.3. Ảnh hưởng của các mô lá cà chua  

khác nhau đến khả năng xâm nhiễm của 

nấm F. solani  

Đặc điểm sinh lý và hình däng cþa méu lá 

có khâ nëng ânh hāĊng lĉn đến quá trình thao 

tác thí nghiệm và kết quâ lây nhiễm. Kết quâ 

cho thçy không có sĆ khác biệt về diện tích vết 

bệnh khi tiến hành lây nhiễm Ċ các vð trí lá 

khác nhau (Hình 4E). Tuy nhiên, lá thă 2 vĉi 

đặc điểm phiến lá nhó và kém bìng phîng đã 

khiến giõt dung dðch lây nhiễm bð chây loang 

(Hình 4A-4B). Vết nhiễm täi vð trí lá thă 2 

cÿng bít màu thuøc nhuûm kém do mêt đû sČi 

nçm thçp (Hình 4C-4D). Ở các công thăc còn 

läi, các vết nhiễm đều có hình däng trñn đều, 

bít màu nhuûm trypan blue rõ ràng và không 

có sĆ khác biệt đáng kể về đặc điểm vết bệnh 

giąa các công thăc này (Hình 4B-4D). Lá thă 4 

đāČc lĆa chõn làm vêt liệu phù hČp cho thí 

nghiệm này do có kích thāĉc lĉn, phiến lá rûng 

và bìng phîng hćn so vĉi lá thă 3 (Hình 4A), 

giúp dễ dàng thao tác khi nhó dung dðch lây 

nhiễm; đ÷ng thĈi cò đû tuùi sinh lý non hćn so 

vĉi lá thă 5, täo điều kiện thuên lČi cho quá 

trình xâm nhiễm cþa nçm. Kết quâ này tāćng 

tĆ vĉi nghiên cău cþa Træn Ngõc Hùng & cs. 

(2020) khi lây nhiễm nçm gây bệnh sāćng mai 

Ċ cåy cà chua cÿng cho thçy lá thêt thă 4 là vêt 

liệu phù hČp. 

 

Hình 5. Mô lá cà chua lây nhiễm nấm F. solani  

với các giọt dung dịch có thể tích khác nhau 
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Hình 6. Minh họa quy trình lây nhiễm nấm F. solani trên lá cà chua tách rời 

3.4. Ảnh hưởng của thể tích giọt bào tử lây 

nhiễm đến sự xâm nhiễm nấm F. solani  

Kết quâ täi hình 5 cho thçy các giõt dung 

dðch bào tĄ nçm Ċ câ 4 công thăc đều cò đû bám 

tøt trên bề mặt lá. Sau 3 ngày, giõt dung dðch 

lây nhiễm Ċ công thăc 4 (40l) dễ bð vċ và loang 

theo gân lá nên không phù hČp để áp dĀng 

trong thí nghiệm lây nhiễm nhân täo (Hình 5A). 

Các công thăc còn läi đều cho vết nhiễm hình 

tròn và phát triển đều các hāĉng (Hình 5A-5C). 

Vết bệnh Ċ công thăc 1 (10µl) có diện tích nhó 

nhçt và có màu xanh mĈ (Hình 5B-5D). Trong 

khi đò, cöng thăc 2 và 3 (20-30µl) cho các vết 

bệnh diện tích lĉn hćn giýp dễ dàng quan sát, 

đ÷ng thĈi đâm bâo tân nçm xâm nhiễm bít màu 

xanh rõ rệt (Hình 5B-5D). Do vêy, chúng tôi kết 

luên rìng vĉi mêt đû bào tĄ nçm lây nhiễm là 

106 bào tĄ/ml trong möi trāĈng 1/2 PDB thì thể 

tích lây nhiễm phù hČp là 20-30µl. 

3.5. Quy trình lây nhiễm nấm F. solani trên 

lá cà chua tách rời 

TĂ các kết quâ nhā trên, chýng töi đề xuçt 

quy trình lây nhiễm nçm F. solani trên lá cà 

chua tách rĈi vĉi 9 bāĉc thể hiện trong hình 6. 

Quy trình lây nhiễm này về cć bân tāćng đ÷ng 

vĉi phāćng pháp låy nhiễm nhân täo nçm 

Fusarium trên lá tách rĈi đāČc thĆc hiện trong 

nghiên cău cþa Akbar & cs. (2018) nhāng cò 

mût sø điều chînh quan trõng. Khác vĉi Akbar & 

cs. (2018), chúng tôi không täo vết thāćng nhån 

täo trên bề mặt lá. SĆ khác biệt này làm giâm tøc 

đû phát triển cþa vết bệnh, nhāng đ÷ng thĈi cho 

phép nçm thể hiện khâ nëng xåm nhiễm tĆ nhiên 

trên mô lá. Mût điểm khác biệt đáng chý ý khác 

nìm Ċ phāćng pháp đánh giá hiệu quâ lây nhiễm.  
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Hình 7. Khả năng ức chế nấm F. solani  

của dịch nuôi vi khuẩn Bacillus sp. trên mô lá cà chua 

Nghiên cău cþa Akbar & cs. (2018) sĄ dĀng kích 

thāĉc vết bệnh sau 7 ngày lây nhiễm làm chî sø 

đánh giá. Đåy là phāćng pháp phù biến, đã đāČc 

áp dĀng rûng rãi trong nhiều nghiên cău trāĉc 

đò (Akbar & cs., 2018; Kumar & cs., 2011) vĉi 

āu điểm là kết quâ trĆc quan và dễ quan sát 

bìng mít thāĈng. Trong nghiên cău này, chúng 

tôi kết hČp vĉi kỹ thuêt nhuûm trypan blue và 

rút ngín thĈi gian theo dõi còn 3 ngày. Cách 

tiếp cên này giúp quy trình có thể đánh giá đāČc 

măc đû xâm nhiễm tĆ nhiên cþa nçm trên mô lá 

trong thĈi gian ngín, khi mà vết bệnh cñn chāa 

quan sát đāČc bìng mít thāĈng. Quy trình này 

có thể đāČc sĄ dĀng để kiểm tra tính kháng 

nçm cþa dung dðch tiềm nëng, hoặc đòng vai trñ 

nhā bāĉc sàng lõc ban đæu nhìm xác đðnh khâ 

nëng xåm nhêp cþa nçm vào mô lá. 

3.6. Thử nghiệm quy trình lây nhiễm nấm 

F. solani để đánh giá hoạt tính kháng nấm 

của dịch nuôi vi khuẩn  

Áp dĀng quy trình đāČc xây dĆng, chúng tôi 

tiến hành đánh giá hoät tính kháng nçm  

F. solani cþa dðch nuôi chþng vi khuèn Bacillus 

sp. tiềm nëng thöng qua thí nghiệm lây nhiễm 

trên lá cà chua tách rĈi. Sau 3 ngày lây nhiễm, 

các công thăc đều chāa quan sát đāČc vết bệnh 

bìng mít thāĈng (Hình 7A). Kết quâ sau khi 

nhuûm trypan blue cho thçy có sĆ khác biệt rõ 
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rệt về măc đû xâm nhiễm cþa nçm bệnh giąa 

các công thăc (Hình 7B). Ở công thăc đøi chăng, 

quan sát thçy tân nçm cÿng nhā ghi nhên đāČc 

các dçu hiệu xâm nhiễm trên 100% mô lá. Trong 

khi đò, Ċ công thăc bù sung dðch ngoäi bào vi 

khuèn, không quan sát thçy sĆ xuçt hiện tân 

nçm täi vð trí lây nhiễm. Điều này cho thçy dðch 

nuôi vi khuèn Bacillus sp. có khâ nëng ăc chế sĆ 

nây mæm cþa bào tĄ nçm, tĂ đò ngën chặn sĆ 

xâm nhiễm cþa nçm F. solani trên mô lá cà chua 

mût cách hiệu quâ.. Thông qua thí nghiệm này, 

có thể thçy đåy là mût quy trình lây nhiễm phù 

hČp để đánh giá hoät tính cþa dung dðch kháng 

nçm. Việc sĄ dĀng möi trāĈng 1/2 PDB để pha 

loãng bào tĄ nçm F. solani không chî đâm bâo 

hiệu quâ xâm nhiễm mà còn thuên lČi cho việc 

phøi hČp vĉi các loäi dung dðch có tiềm nëng 

kháng nçm cæn đánh giá. 

4. KẾT LUẬN 

Trong nghiên cău này, chúng töi đã thĄ 

nghiệm mût sø yếu tø có ânh hāĊng đến hiệu 

quâ lây nhiễm nhân täo cþa nçm F. solani, tĂ đò 

góp phæn hoàn thiện quy trình lây nhiễm nhân 

täo nçm F. solani trên lá cà chua tách rĈi. Kết 

hČp vĉi kỹ thuêt nhuûm trypan blue, quy trình 

lây nhiễm này cho phép phát hiện sĉm các dçu 

hiệu xâm nhiễm cþa nçm trên mô lá cà chua 

ngay tĂ ngày thă 3 sau khi lây nhiễm, khi các 

vết bệnh vén chāa biểu hiện rõ rệt dāĉi quan 

sát bìng mít thāĈng. Quy trình này hiệu quâ để 

kiểm tra hoät tính kháng nçm cþa các loäi dung 

dðch và cÿng cò thể áp dĀng nhā mût bāĉc sàng 

lõc ban đæu nhìm đánh giá khâ nëng xåm 

nhiễm cþa các chþng F. solani hoặc tính mén 

câm cþa các giøng cà chua. Ngoài ra, quy trình 

này có thể đāČc tham khâo và điều chînh cho thí 

nghiệm lây nhiễm nhân täo nçm bệnh trên mô 

lá tách rĈi Ċ các loäi cây tr÷ng khác.  

TÀI LIỆU THAM KHẢO 

Ajmal M., Hussain A., Ali A., Chen H. & Lin H. 

(2022). Strategies for Controlling the Sporulation 

in Fusarium spp. Journal of Fungi. 9(1): 10. 

Akbar A., Hussain S., Ullah K., Fahim M. & Ali G.S. 

(2018). Detection, virulence and genetic diversity 

of Fusarium species infecting tomato in Northern 

Pakistan. Plos one. 13(9): e0203613. 

Coleman J.J. (2016). The Fusarium solani  

species complex: ubiquitous pathogens of 

agricultural importance. Molecular plant 

pathology. 17(2): 146-158. 

Fernández-Bautista N., Domínguez-Núñez J.A., 

Moreno M.M.C. & Berrocal-Lobo M. (2016). 

Plant tisssue trypan blue staining during 

phytopathogen infection. Bio-protocol.  

6(24): e2078-e2078. 

Foolad M.R., Sullenberger M.T. & Ashrafi H. (2015). 

Detached-leaflet evaluation of tomato germplasm 

for late blight resistance and its correspondence to 

field and greenhouse screenings. Plant disease. 

99(5): 718-722. 

Kefi A., Slimene I.B., Karkouch I., Rihouey C., Azaeiz 

S., Bejaoui M., Belaid R., Cosette P., Jouenne T. & 

Limam F. (2015). Characterization of endophytic 

Bacillus strains from tomato plants (Lycopersicon 

esculentum) displaying antifungal activity  

against Botrytis cinerea Pers. World Journal  

of Microbiology and Biotechnology.  

31(12): 1967-1976. 

Kumar K., Xi K., TurkingtonT. K., Tekauz A., Helm 

J.H. & Tewari J.P. (2011). Evaluation of a 

detached leaf assay to measure Fusarium head 

blight resistance components in barley. Canadian 

Journal of Plant Pathology. 33(3): 364-374. 

Ma M., Taylor P.W., Chen D., Vaghefi N. & He J.Z. 

(2023). Major soilborne pathogens of field 

processing tomatoes and management strategies. 

Microorganisms. 11(2): 263. 

Trần Ngọc Hùng, Đặng Thị Mai & Phạm Thị Xuân 

(2020). Ứng dụng chỉ thị phân tử trong lai tạo 

giống cà chua (Solanum lycopersicum) chống chịu 

bệnh sương mai (Phytophthora infestans) và một 

số bệnh hại khác. Tạp chí Khoa học và Công nghệ 

Nông nghiệp Việt Nam. 9 (118).  

You Y., Astudillo-Estévez I., Essenstam B., Qin S. & 

van Kan J.A. (2023). Leaf resistance to Botrytis 

cinerea in wild tomato Solanum habrochaites 

depends on inoculum composition. Frontiers in 

Plant Science. 14: 1156804. 

Zhang D., Bao Y., Sun Y., Yang H., Zhao T., Li H., Du 

C., Jiang J., Li J., Xie L. & Xu X. (2020). 

Comparative transcriptome analysis reveals the 

response mechanism of Cf-16-mediated resistance 

to Cladosporium fulvum infection in tomato. BMC 

plant biology. 20(1): 33. 

 


