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ABSTRACT 

This study was conducted with the main purpose of investigating the 

inhibition ability of nanoparticles (Ag, ZnO) and essential oils (orange, 

grapefruit, and lemongrass) against Neoscytalidium sp. causing brown 

spot disease in Dragon fruit, which can serve as a foundation for 

researching biological products made from nanoparticles and essential 

oils. The fungus was isolated from the infected stem of Hylocereus 

costaricensis, collected from Long An province and treated with  12.5 

ppm, 25 ppm, 50 ppm, and 100 ppm of nanoparticles (Ag, ZnO) and 

12.5%, 25%, 50%, and 100% of essential oils (orange, grapefruit, and 

lemongrass). The results showed that the inhibitory effect value of silver 

nanoparticles was highest at 25 ppm concentration (59,61 %), while zinc 

oxide nanoparticles gave the highest inhibitory effect at 100 ppm 

concentration (65.91%). By using 100% concentration of orange essential 

oil, the pathogenic fungus was strongly inhibited (77.69%). After three 

transplanting days, the mycelium of Neoscytalidium sp. was not grown 

under conditions of 100%, 50%, 25%, and 12.5% of grapefruit and 

lemongrass essential oils. Therefore, the concentrations evaluated could 

effectively control the fungus Neoscytalidium sp. 

TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện với mục tiêu chính là khảo sát khả năng ức 

chế nấm Neoscytalidium sp. gây bệnh đốm nâu trên cây thanh long ruột 

đỏ bằng hạt nano (Ag, ZnO) và tinh dầu (cam, bưởi, sả), tạo tiền đề cho 

các nghiên cứu chế phẩm sinh học từ vật liệu nano và tinh dầu. Việc khảo 

sát ức chế nấm gây bệnh đốm nâu phân lập được từ thân thanh long ruột 

đỏ nhiễm bệnh ở Long An với nồng độ nano Ag, ZnO lần lượt là 12,5 ppm, 

25 ppm, 50 ppm và 100 ppm và nồng độ tinh dầu cam, bưởi, sả lần lượt 

là 12.5 %, 25%, 50% và 100%. Kết quả cho thấy, nano Ag cho hiệu quả 

ức chế cao nhất ở nồng độ 25 ppm (59,61 %) trong khi  Nano ZnO cho 

hiệu quả ức chế cao nhất ở nồng độ 100 ppm (65,91 %). Ở nồng độ tinh 

dầu cam 100%, hiệu quả ức chế là cao nhất (77,69 %). Sau 3 ngày cấy và 

quan sát, trong điều kiện tinh dầu bưởi và tinh dầu sả ở nồng độ 100%, 

50%, 25% và 12,5% thì tơ nấm không phát triển. Vì vậy, các nồng độ tinh 

dầu khảo sát trong nghiên cứu này đều có khả năng ức chế nấm 

Neoscytalidium sp. 
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1. GIỚI THIỆU 

Thanh long là một loài cây ăn trái được trồng 

chủ yếu ở khí hậu nhiệt đới. Trái thanh long chứa 

nhiều nước, hàm lượng vitamin cao đặc biệt là 

vitamin C. Thanh long gồm có 3 loại: thanh long 

ruột trắng vỏ đỏ (Hylocereus undatus), thanh long 

ruột đỏ vỏ đỏ (Hylocereus costaricensis) và thanh 

long ruột trắng vỏ vàng (Hylocereus megalanthus). 

Trong những năm qua, sản xuất thanh long đã có 

những bước phát triển khá toàn diện, góp phần phát 

triển kinh tế các địa phương, giải quyết vấn đề việc 

làm, nâng cao thu nhập và cải thiện đời sống cho 

người trồng thanh long. Theo tài liệu từ Bộ Nông 

nghiệp và Phát triển nông thôn, thanh long hiện là 

loại trái cây có giá trị xuất khẩu lớn nhất với khoảng 

1,1 tỷ USD trong năm 2018 (chiếm hơn 50 % tổng 

giá trị xuất khẩu trái cây tươi trong nước). Gtổng giá 

trị xuất khẩu trái cây tươi trong nước)ảng 1,1“khó 

tính” như Hàn Qutrị xuất khẩu trái cây t, … Với giá 

trị xuất khẩu cao, thanh long đã đóng vai trò quan 

trọng trong việc giải quyết việc làm cho bà con nông 

dân. Tuy nhiên, việc sản xuất và nhân giống thanh 

long còn gặp nhiều khó khăn do ảnh hưởng của các 

tác nhân gây bệnh làm giảm năng suất và chất lượng 

của cây. Đặc biệt là bệnh đốm nâu do 

nnhiNeoscytalidium sp. gây ra (Huang et al., 2016). 

Công nghra (Huang et al., 2016)n giống thanh 

long còn gặp nhiều khó khăn do ảnh hưởng của các 

t. Trong đó, công ngha (Huang et al., 2016)n giống 

thanh long còn gặp nhiều khó khăn do ảnh hưởng 

của các tác nhân gây bệnh làm giảm năng suất và 

chất lượng của cây. Đặc biệt là bệnh đốm ࡥ砸
 ệcông ngha (Huang et al., 2016)n giống thanh longࡥ

còn gặp nhiều khó khăn do ảnc. Hạt nano oxit kẽm 

thể hiện hoạt tính kháng vi sinh vật khá cao. Các hạt 

nano của nguyên tố này có độc tính chọn lọc với vi 

khuẩn mà không độc với các tế bào của người và 

động vật. Vì th , chúng rchúnggha (Huang et al., 

2016)n giống thanh long còn gặp nhiều khó khăn do 

ảnc. Hạt na 

Vrchúnggha (Huang et al., 2016)n giống thanh 

long còn gặpPatra Shahi et al. (2007) đã nghiên c. 

uang et al., 2016)n giống thanh long còn gặp nhiều 

khó khăn do ảnc. Hạt nano oxit kẽm thể hiện hoạt 

tính kháng vi sinh vật khá cao. Các hạt nano của 

nguyên tố này có độc tính chọn lọc với vi khuẩn mà 

không độc với các tế bào của người và động nh dầu 

tràm có khả năng ức chế sự sinh trưnghiên cA. niger 

cao trong điuang et al., 2016)n giốn (Hà và ctv., 

2017). 

Kác à ctv., 2017nghiên cv., 2017).e ngoài nưoài 

cv., 2017).et al., 2016)n giống thanh long còn gặp 

nhiều khó khăn do ảnc. Hạt nano oxit kẽm thể hiện 

hoạt tính kháng vi sinh vật khá cao. Các hạt nano 

của nguyên tố này có độc tính chọn lọc với vi khuẩn 

mà không độc với các tế bào của người và động  đối 

lĩnh vcv., 2017).et al nưnh vcv., 2017).et al., 201 đó, 

nghiên cb dđưhiên cb dium đhitđhitiền đề cho các 

nghiên cứu sản xuất chế phẩm chhitiền đề cho các 

nghiên cứu sản xuất chế phẩmg còn gặp nhiều khó 

khăn do ảnc. Hạt nano oxit kẽm thể hiện hoạt t 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  

2.1. Phân lập nấm Neoscytalidium sp. gây 

bệnh đốm nâu trên thanh long 

Mẫu thân thanh long có triệu chứng đặc trưng 

của bệnh đốm nâu được thu thập tại vườn ở tỉnh 

Long An. Phần thân được chọn có mật độ đốm bệnh 

thưa để dễ dàng tiến hành phân lập. Chọn các thân 

cây khác nhau, ở các vị trí khác nhau để tạo tính đa 

dạng trong kết quả phân lập. Mẫu sau khi thu tại 

vườn được kí hiệu rõ ràng, trữ mát và chuyển về 

phòng thí nghiệm. Mẫu được lau bề mặt bằng cồn 

70% để loại bỏ bụi bẩn và tiêu diệt vi sinh vật bề 

mặt. Vết bệnh được cắt lấy với kích thước khoảng 1 

cm x 1 cm, mẫu bệnh vừa cắt được ngâm vào cồn 

70% trong khoảng 30 giây. Sau đó, mẫu được rửa 

lại với nước cất vô trùng và lau khô bằng giấy thấm. 

Mẫu được đặt vào đĩa petri có chứa sẵn môi trường 

PDA (200 g khoai tây, 20 g D-Glucose, 15 g Agar), 

ủ ở nhiệt độ 27 - 30℃ đến khi khuẩn ty xuất hiện. 

Những khuẩn lạc màu trắng được chọn, có khuẩn ty 

vươn cao như bông gòn trên bề mặt môi trường để 

cấy riêng sang đĩa môi trường khác nhằm làm thuần 

dòng nấm. Nấm bệnh được tiến hành phân lập cho 

đến khi đạt độ thuần chủng. 

Đặc điểm khuẩn ty, bào tử được quan sát dưới 

kính hiển vi quang học cho đến khi nhận thấy khuẩn 

ty và bào tử có các đặc điểm hình thái sau thì có thể 

bước đầu xác định dòng nấm đang khảo sát là dòng 

nấm gây bệnh đốm nâu trên thanh long: sợi nấm dài, 

phân nhánh, có vách ngăn. Sợi bào tử sinh ra trực 

tiếp từ bề mặt của môi trường nuôi cấy, sợi bào tử 

đơn lẻ, thẳng hoặc hơi cong. Bào tử dạng chuỗi hoặc 

đơn và có nhiều hình dạng khác nhau như: hình cầu, 

hình quả lê, hình trụ (Crous et al., 2006; Oanh và 

ctv., 2014; Mai & Liên, 2018; Seham et al., 2020). 

2.2. Định danh nấm gây bệnh đốm nâu trên 

cây thanh long bằng kỹ thuật sinh học 

phân tử  

Định danh nấm gây bệnh đốm nâu trên cây thanh 

long bằng kỹ thuật sinh học phân tử được thực hiện.  
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2.2.1. Tách DNA tổng số  

Các mẫu nấm phát triển tốt được chọn nuôi cấy 

trên môi trường PDA từ 3 đến 5 ngày ở nhiệt độ 

phòng 27 - 30℃. DNA của nấm được ly trích theo 

quy trình của CTAB có hiệu chỉnh. Sản phẩm DNA 

sau khi ly trích được kiểm tra bằng kỹ thuật điện di 

trên gel agarose 1% và đo OD ở bước sóng 260 nM 

bằng máy Nanodrop. Sản phẩm DNA đạt chất lượng 

sẽ được sử dụng ở các thí nghiệm sau. 

2.2.2. Khuếch đại vùng trình tự ITS  

Trình tự ITS (ITS1-5.8S-ITS2) được khuếch đại 

bằng cách sử dụng đoạn mồi ITS1 (5’-TCC GTA 

GGT GAA GCG G-3’) và ITS4 (5’-TCC TCC GCT 

TAGA TAT GC-3’) (White et al., 1990). Phản ứng 

PCR được thực hiện với 95℃ trong 5 phút; Sau đó, 

35 chu kỳ lặp lại với 95oC trong 45 giây, 54℃ trong 

45 giây, 72℃ trong 1 phút, 72℃ trong 5 phút. Thể 

tích hỗn hợp phản ứng là 35 μL chứa 18 μL BiH2O, 

12 μL dung dịch Taq Mix 2X, 1 μL mỗi loại mồi 

ITS1, ITS4, và 3 μL DNA  

Sản phẩm PCR được điện di trên gel agarose 1,5 

% với kích thước sản phẩm từ 600 bp đến 700 bp, 

sản phẩm là một băng DNA rõ nét, không có sản 

phẩm phụ. Sản phẩm PCR được gửi đến công ty 

Macrogen (Hàn Quốc) để giải trình tự DNA. 

2.2.3. Phân tích kết quả giải trình tự DNA 

Kết quả giải trình tự sẽ được kiểm tra bằng phần 

mềm Bioedit trước khi tiến hành so sánh và định 

danh dòng nấm bằng công cụ BLASTN trên ngân 

hàng dữ liệu của NCBI (National Center for 

Biotechnology Information).  

2.3. Khảo sát khả năng ức chế nấm 

Neoscytalidium sp. của nano kẽm oxit 

(ZnO) và nano bạc (Ag) 

Nano kẽm oxit (ZnO) và nano bạc (Ag) được sản 

xuất bởi Công ty Cổ phần Khoa học và công nghệ 

AMS (Hà Nội) với thông tin kích thước hạt như sau: 

kích thước hạt nano kẽm oxit 50 – 70 nM và kích 

thước hạt nano bạc 10 – 20 nM. 

Thí nghiệm được tiến hành theo phương pháp 

của Châu và ctv. (2017) được hiệu chỉnh theo điều 

kiện của phòng thí nghiệm. Dung dịch nano được 

pha vào đĩa môi trường PDA để đạt các nồng độ 

12,5; 25; 50 và 100 ppm. Mẫu nấm kích thước 1 cm 

× 1 cm được đặt vào chính giữa đĩa petri ở các 

nghiệm thức nano và nghiệm thức đối chứng âm (0 

ppm nano). Sau đó, các đĩa petri được đặt trong tủ 

ủ, ổn định ở nhiệt độ 27 – 30℃. Thí nghiệm được 

bố trí 3 lần lặp lại. 

 Chỉ tiêu theo dõi: đường kính tản nấm sau 72 

giờ và tính hiệu quả ức chế (%) sau 72 giờ cấy.  

Hiệu quả ức chế (HQƯC) nấm của vật liệu nano 

(ZnO, Ag) được tính theo công thức: 

HQƯC (%)= (1-
d

D
)×100 

Trong đó:  

d: Đường kính tản nấm ở đĩa có chứa nano (cm) 

D: Đường kính tản nấm ở mẫu đối chứng âm 

(cm) 

2.4. Khảo sát khả năng ức chế nấm 

Neoscytalidium sp. của tinh dầu cam, 

bưởi, sả  

Tinh dầu cam, bưởi, sả sử dụng trong thí nghiệm 

được cung cấp bởi Cơ sở bảo tồn dược liệu Hòa An. 

Thí nghiệm được tiến hành theo phương pháp 

Kirby-Bauer có hiệu chỉnh. Tinh dầu được pha 

loãng với dung dịch 1% DMSO (dimethyl 

sulfoxide) để được các nồng độ khảo sát. Các giếng 

nhỏ được tạo với đường kính 6 mm trên đĩa môi 

trường PDA. Ba mươi μL tinh dầu được cho theo 

dãy nồng độ 12,5%, 25%, 50%, 100% và nhỏ vào 4 

giếng tương ứng của mỗi đĩa. Đối chứng âm là dung 

dịch 1% DMSO. Đĩa chứa nấm đã được làm thuần 

được cắt miếng thạch kích thước 1 cm × 1 cm có 

chứa nấm và đặt vào chính giữa đĩa petri có chứa 

tinh dầu ở các nồng độ 12,5%, 25%, 50% và 100%. 

Sau đó, các đĩa được đặt trong tủ ủ, ổn định ở nhiệt 

độ 27 – 30℃. Thí nghiệm được bố trí 3 lần lặp lại. 

Chỉ tiêu theo dõi: đường kính tản nấm sau 72 giờ 

và tính HQƯC (%) sau 72 giờ cấy.  

HQƯC nấm của vật liệu tinh dầu (cam, bưởi, sả) 

được tính theo công thức: 

HQƯC (%)= (1-
d

D
)×100 

Trong đó:  

d: là đường kính tản nấm ở các nghiệm thức (cm) 

D: là đường kính tản nấm ở mẫu đối chứng (cm) 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quả phân lập các dòng nấm gây bệnh 

đốm nâu trên thân thanh long ruột đỏ 

Mẫu thanh long có dấu hiệu bệnh (Hình 1) được 

thu thập và mang về phòng thí nghiệm để tiến hành 

phân lập nấm Neoscytalidium sp.  Kết quả đã phân 

lập được sáu dòng nấm có đặc điểm hình thái giống 

với đặc điểm hình thái của nấm Neoscytalidium sp. 

được mô tả bởi Yi et al. (2015).  
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Hình 1. Mẫu thân thanh long bị bệnh 

(A) Thân thanh long xuất hiện các đốm nhỏ li ti; (B) Các 

đốm bệnh lan khắp thân; (C) Đốm bệnh phát triển ăn sâu 

vào trong thân; (D) Thân cây bị thối, mục nát 

Sáu dòng nấm được phân lập có khuẩn lạc hình 

tròn. Sau 3 ngày cấy, nấm phát triển hoàn toàn trên 

đĩa thạch, mặt trên màu trắng, bề mặt khuẩn ty dạng 

sợi, tơ dài và mịn (Bảng 1, Hình 2A). Khuẩn lạc có 

bìa sợi phẳng, không có vòng đồng tâm. Sau 5 - 6 

ngày cấy, nấm bắt đầu hình thành bào tử, sợi nấm 

dần chuyển sang màu đen, mặt dưới đĩa nuôi cấy có 

màu đen (Hình 2B). Tốc độ mọc khuẩn ty khá nhanh 

trên môi trường PDA và đường kính khuẩn lạc đo 

được sau 3 ngày cấy là 7,50±0,77 cm, kết quả này 

cũng tương đồng với báo cáo của Yi et al. (2015) là 

7,2±0,5 cm. Dưới kính hiển vi, có thể quan sát thấy, 

sợi nấm phân nhánh, có vách ngăn, hình thành bào 

tử đốt (Hình 2C, 2D). Kết quả phân lập cũng phù 

hợp với các báo cáo của Hiền và ctv. (2016), Mai và 

Liên (2018). 

Từ đặc điểm sáu dòng nấm phân lập (Bảng 1), 

có thể thấy, đặc điểm hình thái của sáu dòng nấm 

không khác biệt, nhưng TL1 có sức sống mãnh liệt 

hơn. Vì vậy, chọn dòng nấm TL1 trong số sáu dòng 

nấm phân lập được để định danh bằng kỹ thuật sinh 

học phân tử và tiến hành các thí nghiệm khảo sát khả 

năng ức chế nấm gây bệnh đốm nâu trên thanh long 

ruột đỏ của hạt nano oxit kẽm (ZnO), nano bạc (Ag), 

tinh dầu cam, tinh dầu bưởi và tinh dầu sả. 

Bảng 1. Đặc điểm sáu dòng nấm phân lập từ cây thanh long ruột đỏ nhiễm bệnh đốm nâu 

Dòng 
Màu sắc khuẩn lạc  

sau 3 ngày cấy 

Đường kính khuẩn lạc  

sau 3 ngày cấy 
Đặc điểm khuẩn ty Bào tử 

TL1 Trắng 8,0 cm Mịn, phân nhánh Đốt, hình trụ 

TL2 Trắng 8,0 cm Mịn, phân nhánh Đốt, hình trụ 

TL3 Trắng 7,8 cm Mịn, phân nhánh Đốt, hình trụ 

TL4 Trắng 7,8 cm Mịn, phân nhánh Đốt, hình trụ 

TL5 Trắng 7,4 cm Mịn, phân nhánh Đốt, hình trụ 

TL6 Trắng 6,0 cm Mịn, phân nhánh Đốt, hình trụ 

 

Hình 2. Khuẩn lạc, bào tử và khuẩn ty nấm gây 

bệnh đốm nâu 

A.  Khuẩn lạc nấm gây bệnh sau 3 ngày cấy; B. Khuẩn lạc 

nấm gây bệnh sau 7 ngày cấy; C.  Bào tử nấm gây bệnh 

dưới kính hiển vi độ phóng đại 400X; D.  Khuẩn ty nấm 

gây bệnh dưới kính hiển vi độ phóng đại 400X 

3.2. Định danh nấm gây bệnh đốm nâu trên 

cây thanh long bằng kỹ thuật sinh học 

phân tử 

3.2.1. Kết quả khuếch đại trình tự vùng ITS 

của dòng nấm TL1 

Dòng nấm TL1 được chọn ly trích DNA và thực 

hiện phản ứng PCR khuếch đại vùng trình tự ITS. 

Kết quả phản ứng PCR khuếch đại được trình tự 

DNA có kích thước khoảng 600 bp được thể hiện 

bằng một băng sáng, rõ nét và không có sản phẩm 

phụ (Hình 3).  

Theo Thành (2014), trình tự vùng ITS có độ dài 

từ 600 đến 700 bp là các vùng tiến hóa nhanh nên có 

thể thay đổi về độ dài cũng như trình tự. Bên cạnh 

đó, khi khảo sát độ dài trình tự vùng ITS của một số 

dòng nấm thuộc loài Neoscyalidium dimidiatum 

được công bố trên cơ sở dữ liệu NCBI, hầu hết các 

dòng nấm đều có độ dài xấp xỉ 600 bp. Do đó, kích 

thước vùng ITS được khuếch đại là phù hợp. Sản 

phẩm PCR trên có thể sử dụng cho giải trình tự. 
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Hình 3. Kết quả điện di sản phẩm PCR  

của mẫu nấm bệnh  

(L: thang chuẩn 100 bp (Bioline); Giếng 1, 2, 3 là mẫu 

điện di sản phẩm PCR của mẫu TL1 ở ba lần lặp lại) 

3.2.2. Kết quả giải trình tự vùng ITS và định 

danh loài 

Trình tự vùng ITS của dòng nấm TL1 gây bệnh 

đốm nâu trên thanh long được giải trình tự có độ dài 

556 nucleotide và được so sánh với trình tự trên 

ngân hàng gen NCBI bằng công cụ BLASTN; dựa 

vào chỉ số độ bao phủ (Query cover) và độ tương 

đồng (Per.Ident) để đánh giá mức độ tương đồng với 

các dữ liệu có trong ngân hàng gen. Độ bao phủ càng 

gần 100% chứng tỏ vùng gen mục tiêu được bao phủ 

càng nhiều bởi vùng gen của loài được gợi ý. Độ bao 

phủ, độ tương đồng càng cao thì độ chính xác càng 

có ý nghĩa. 

Kết quả BLAST trình tự vùng ITS của dòng nấm 

TL1 trên cơ sở dữ liệu NCBI cho giá trị độ bao phủ 

(Query cover) là 100 % và độ tương đồng 

(Per.Ident) 100 % so với loài Neoscytalidium 

dimidiatum (mã số Genbank: MG865987). 

Neoscytalidium dimidiatum (MG865987) là loài 

nấm gây bệnh được phân lập từ cây thanh long có 

nguồn gốc ở Việt Nam.  

Như vậy, từ kết quả đặc điểm hình thái khuẩn 

lạc, sợi nấm, bào tử và kết quả định danh bằng kỹ 

thuật sinh học phân tử chứng tỏ dòng nấm TL1 gây 

bệnh đốm trắng trên cây thanh long là loài 

Neoscytalidium dimidiatum.  

3.3. Hiệu quả ức chế nấm của hạt nano 

3.3.1. Hiệu quả ức chế nấm của nano bạc (Ag) 

Kết quả quan sát đường kính tản nấm sau 3 ngày 

cho thấy ở tất cả các nồng độ khảo sát, tơ nấm phát 

triển chậm hơn so với đối chứng âm. Hầu hết các 

nồng độ dung dịch nano ức chế trên 50% nấm so với 

đối chứng. HQƯC nấm dao động trong khoảng từ 

43,35% đến 59,61%. Trong đó, nồng độ 12,5 ppm 

cho tỉ lệ ức chế nấm ít hiệu quả hơn và khác biệt có 

ý nghĩa thống kê mức 5% so với ba nồng độ còn lại. 

Tại nồng độ 25 ppm cho tỉ lệ ức chế nấm cao nhất  

là 59,61% và khác biệt không có ý nghĩa thống  

kê (p<0,05) so với nồng độ 100 ppm (57,93%) 

(Bảng 2). 

Bảng 2. Ảnh hưởng của nồng độ dung dịch nano 

bạc (Ag) đến đường kính tản nấm và 

HQƯC nấm Neoscytalidium dimidiatum 

Nồng độ 

(ppm) 

Đường kính  

(cm) 

Hiệu quả 

 ức chế (%) 

12,5 4,39a 43,35b 

25 3,13b 59,61a 

50 3,38b 56,39a 

100 3,26b 57,94a 

Đối chứng 7,75  

Ghi chú: Giá trị đường kính, HQƯC là giá trị trung bình 

với 5 lần lặp lại. Các giá trị trung bình trong cùng một cột 

có ít nhất 1 chữ cái theo sau giống nhau thì khác biệt 

không có ý nghĩa ở mức ý nghĩa 5 % qua kiểm định Tukey. 

Kết quả này cao hơn so với nghiên cứu của Hạnh 

và ctv. (2020) khi sử dụng nano bạc để kháng nấm 

H. teres. Theo đó, hoạt tính kháng nấm của dung 

dịch nano bạc đến sự phát triển của nấm H. teres trên 

môi trường PDA ở các nồng độ 25, 50 và 100 ppm 

lần lượt là 40%, 53,3% và 53,3%.  

Như vậy, có thể nghiên cứu sử dụng nano bạc 

với nồng độ 25 ppm trong các nghiên cứu ứng dụng 

tiếp theo để tính tục đánh giá hiệu quả của nano bạc 

lên khả năng ức chế nấm Neoscytalidium 

dimidiatum gây bệnh đốm nâu trên cây thanh long. 

Nhìn chung, nano bạc có khả năng ức chế nấm 

Neoscytalidium dimidiatum gây bệnh trên thanh 

long. Kết quả một số nghiên cứu khác cũng chỉ ra 

rằng, nano bạc có khả năng kháng các loại nấm gây 

bệnh trên cây trồng. Hạnh và ctv. (2020) nghiên cứu 

thực hiện đánh giá trong điều kiện in-vitro trên môi 

trường PDA hoạt tính kháng nấm của dung dịch 

nano bạc đối với một số loài nấm gây bệnh phân lập 

được từ cây gừng (đốm lá - Pythium zingiberis, héo 

vàng - thối củ - Fusarium oxysporum), cây ớt (thán 

thư - Colletotrichum spp.), cây lúa mì, lúa mạch 

(đốm lá - Alternaria spp.). Kết quả nghiên cứu cho 

thấy, nano bạc ở các nồng độ khác nhau, đối với các 

loại nấm khác nhau có hoạt tính kháng nấm ở các 

mức độ khác nhau. Mendes et al. (2014) báo cáo khả 

năng ức chế trên 90% sự phát triển của nấm 

Phomopsis sp. trên hạt đậu tương của nano bạc dạng 

keo kích thước trung bình 52 nm ở nồng độ 180 

ppm. Châu và ctv. (2017) báo cáo rằng vật liệu nano 

Ag/Chitosan/bentonite ở nồng độ bạc 400 ppm có 
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255 

HQƯC nấm Rhizoctonia solani đạt 92,82% và nấm 

F. oxysporum đạt 66,7%. Các chế phẩm nano bạc-

chitosan chế tạo bằng phương pháp chiếu xạ có hiệu 

lực ức chế nấm Phytophthora capsici lên đến 100% 

tại nồng độ 40 ppm với kích thước hạt 5 nM (Luân 

và ctv., 2014).   

Khả năng kháng nấm gây bệnh trên cây trồng 

của hạt nano bạc dựa trên cơ chế xâm nhập của hạt 

nano vào tế bào vi nấm. Cơ chế hoạt động chống 

nấm của nano bạc thực hiện bằng cách phá vỡ cấu 

trúc của màng tế bào và ức chế quá trình nảy chồi 

bình thường do phá hủy tính toàn vẹn của màng. Ion 

Ag+ tấn công tế bào vi sinh vật đồng thời ở nhiều vị 

trí, các tổ chức chức năng quan trọng trong tế bào bị 

vô hiệu hóa, làm quá trình tổng hợp thành tế bào, 

tổng hợp và dịch mã axit nucleic (RNA, DNA), tổng 

hợp protein, quá trình vận chuyển các chất qua màng 

cũng như vận chuyển điện tử qua màng đều bị ảnh 

hưởng (Hạnh và ctv., 2020; Kim et al., 2008). Nano 

bạc là một loại thuốc diệt nấm có hiệu quả nhanh 

chóng chống lại một loạt các loại nấm phổ biến bao 

gồm cả các chi như Aspergillus, Candida và 

Saccharomyces. Các hạt nano bạc có thể được sử 

dụng trong một số vật liệu như quần áo có vô trùng 

và do đó được sử dụng trong bệnh viện để ngăn ngừa 

hoặc giảm thiểu nhiễm trùng vi khuẩn gây bệnh như 

Staphylococcus aureus (Silpa, 2016). 

3.3.2. Hiệu quả ức chế nấm của nano kẽm oxit 

(ZnO) 

Kết quả quan sát tản nấm sau 3 ngày nuôi cấy 

trên môi trường PDA bổ sung dung dịch nano ZnO 

ở các nồng độ 12,5 ppm, 25 ppm, 50 ppm và 100 

ppm cho thấy đường kính tản nấm ở các nghiệm 

thức này nhỏ hơn so với đối chứng. Chứng tỏ nano 

ZnO có khả năng ức chế sự phát triển của nấm 

Neoscytalidium dimidiatum. HQƯC của dung dịch 

nano đối với nấm Neoscytalidium dimidiatum gây 

bệnh đốm nâu trên thanh long thể hiện mối quan hệ 

giữa đường kính tản nấm ở nghiệm thức có bổ sung 

nano ZnO với đường kính tản nấm ở nghiệm thức 

đối chứng. 

Đường kính tản nấm ở nghiệm thức có bổ sung 

nano càng nhỏ so với đối chứng thì HQƯC càng 

cao. HQƯC nấm dao động trong khoảng từ 12,73% 

đến 65,91%. Ở nồng độ 100 ppm cho HQƯC nấm 

là cao nhất (65,91%) và khác biệt có ý nghĩa thống 

kê (mức 5%) so với các nghiệm thức còn lại. Các 

nồng độ 12,5 ppm, 25 ppm và 50 ppm cho HQƯC 

lần lượt là 12,72%, 17,15% và 22,72%; Khác biệt 

không có ý nghĩa thống kê (p<0,05).  

Khả năng kháng nấm của hạt nano ZnO là do sự 

tạo thành các gốc oxy hoạt động (Reactive oxygen 

species – ROS). Theo Lipovsky et al. (2009), hạt 

nano ZnO có khả năng tạo ra ROS khi hòa tan trong 

nước. ROS bao gồm các phân tử như superoxide, 

hydroxyl peroxide (H2O2), hydroxyl radical (OH•), 

singlet oxygen là sản phẩm phụ của quá trình chuyển 

hóa hiếu khí bình thường, được sản xuất chủ yếu 

bằng cách giảm một phần oxy trong quá trình hô 

hấp. Với sự hiện diện của các ion kim loại, 

superoxide có thể phản ứng với H2O2 và tạo ra nhiều 

oxy singlet.  H2O2 có thể oxy hóa các trung tâm hoạt 

động FeS và cysteines trong một số protein hoặc 

phản ứng với các kim loại chuyển tiếp và tạo ra gốc 

hydroxyl (OH •), có thể oxy hóa hầu như bất kỳ phân 

tử tế bào nào, gây tổn thương DNA, gây bất hoạt 

protein, liên kết chéo protein và phân mảnh, và 

peroxy hóa lipid. Các tế bào có một số cơ chế để duy 

trì mức độ ROS nội bào thấp, tạo thành tập thể hóa 

phản ứng chống oxy hóa (Jesús et al., 2006).   

Bảng 3. Ảnh hưởng của nồng độ dung dịch nano 

kẽm oxit (ZnO) đến đường kính tản nấm 

và HQƯC nấm Neoscytalidium 

dimidiatum 

Nồng độ 

(ppm) 

Đường kính  

(cm) 

Hiệu quả  

ức chế (%) 

12,5 7,68a 12,73b 

25 7,29a 17,159b 

50 6,80a 22,73b 

100 3,00b 65,91a 

Đối chứng 8,80  

Ghi chú: Giá trị đường kính, HQƯC là giá trị trung bình 

với 5 lần lặp lại. Các giá trị trung bình trong cùng một cột 

có ít nhất 1 chữ cái theo sau giống nhau thì khác biệt 

không có ý nghĩa ở mức ý nghĩa 5% qua kiểm định Tukey. 

HQƯC được chuyển đổi sang (x+0,5)1/2 trước khi xử lý 

thống kê. 

Theo cơ chế đó, Lipovsky et al. (2011) đã khảo 

sát khả năng kháng nấm Candida albicans bằng hạt 

nano ZnO. Theo đó, Candida albicans - loài thuộc 

ngành nấm Ascomycota (Bennett and Turgeon, 

2017), cùng chung ngành nấm với loài 

Neoscytalidium dimidiatum đang được khảo sát – bị 

ức chế bởi dung dịch nano ZnO cho giá trị nồng độ 

diệt nấm tối thiểu (MFC) ở nồng độ 0,1 mg/mL (100 

ppm). Susana et al. (2018) chứng minh rằng hạt 

nano ZnO với kích thước 50 – 70 nM (tương tự với 

kích thước hạt nano ZnO được sử dụng trong nghiên 

cứu này) cho hiệu quả kháng nấm Colletotrichum 

gloeosporioides gây bệnh thán thư trên trái bơ và 

trái đu đủ, ở nồng độ trong khoảng 0,156 - 0,625 

mg/mL (156 ppm - 625 ppm) ức chế sự nảy mầm 

bào tử của Colletotrichum gloeosporioides. 
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Kích thước hạt nano cũng là một trong những 

yếu tố quan trọng quyết định khả năng xâm nhập qua 

màng tế bào của vật liệu nano cũng như tạo ra các 

đặc tính khác biệt của vật liệu so với dạng khối. 

Thông thường, theo cơ chế nhập bào, để được hấp 

thụ vật liệu nano cần phải liên kết đủ với các thụ thể 

và cơ quan thụ cảm bề mặt nhằm tạo ra sự giảm cục 

bộ mức năng lượng tự do Gibbs trên màng tế bào. 

Vì vậy, những hạt nano có kích thước nhỏ cần ít các 

thụ thể để liên kết hơn, do đó dễ dàng qua màng tế 

bào và tích tụ tại các bào quan nhiều hơn các vật liệu 

có kích thước lớn (Kiên và ctv., 2018). 

3.4. Hiệu quả ức chế nấm của tinh dầu  

3.4.1. Hiệu quả ức chế nấm của tinh dầu cam 

Sau 3 ngày quan sát, tản nấm ở các nghiệm thức 

có bổ sung tinh dầu cam phát triển chậm hơn so với 

nghiệm thức đối chứng. Đường kính tản nấm ở các 

nghiệm thức có bổ sung tinh dầu dao động từ 1,74 

cm đến 2,99 cm. Đường kính tản nấm càng nhỏ thì 

HQƯC của tinh dầu càng cao. Tỉ lệ ức chế nấm ở 

dao động từ 61,67% đến 77,69%. Ở nghiệm thức bổ 

sung tinh dầu cam 100%, đường kính tản nấm là nhỏ 

nhất (1,74 cm) và HQƯC là cao nhất (77,69%). Các 

nghiệm thức bổ sung tinh dầu 50%, 25% và 12,5% 

cho HQƯC nấm khác biệt không có ý nghĩa thống 

kê (p<0,05).  

Nhìn chung, tinh dầu cam có khả năng ức chế 

nấm Neoscytalidium dimidiatum gây bệnh trên 

thanh long trong các nghiệm thức được nghiên cứu 

là hơn 60%. Một số nghiên cứu khác cũng đã chỉ ra 

đặc tính chống nấm của tinh dầu cam. Theo Viuda-

Martos et al. (2008), tinh dầu cam có hiệu quả nhất 

đối với Aspergillus niger.  

Bảng 4. Ảnh hưởng của nồng độ tinh dầu cam 

đến đường kính tản nấm và HQƯCnấm 

Neoscytalidium dimidiatum 

Nồng độ (%) 
Đường kính  

(cm) 

Hiệu quả 

 ức chế (%) 

12,5 2,99a 61,67b 

25 2,94a 62,31b 

50 2,48ab 68,21ab 

100 1,74b 77,69a 

Đối chứng 7,80  

Ghi chú: Giá trị đường kính, HQƯC là giá trị trung bình 

với 5 lần lặp lại. Các giá trị trung bình trong cùng một cột 

có ít nhất 1 chữ cái theo sau giống nhau thì khác biệt 

không có ý nghĩa ở mức ý nghĩa 5% qua kiểm định Tukey. 

Khả năng kháng nấm của tinh dầu cam có được 

là do hoạt động ức chế tế bào của các thành phần có 

trong đó. Theo Maria et al. (2013), các hợp chất 

chính trong tinh dầu vỏ cam được xác định bằng sắc 

ký khí kết hợp với khối phổ là limonene, β-Myrcene, 

β-Pinene, α-Pinene, cũng như Cital Z và E; trong đó, 

limonene chiếm 96,62%. Sawamura et al. (2004) 

cho rằng tinh dầu cam quýt là hỗn hợp dễ bay hơi 

các hợp chất chủ yếu bao gồm các hydrocarbon 

monoterpene có thể được tách thành ba phân đoạn: 

terpene hydrocarbon, hợp chất oxy và các hợp chất 

không bay hơi. Phần monoterpene có thể tạo thành 

từ 50 đến hơn 95% tinh dầu. Tuy nhiên, nó ít đóng 

góp cho hương vị và hương thơm của dầu 

(Chanthaphon et al., 2008). Tyagi and Malik (2011) 

đã báo cáo rằng nồng độ monoterpenes trong tinh 

dầu là các thành phần chính với hoạt động kháng 

khuẩn cao hơn trong pha hơi so với tiếp xúc trực tiếp 

và phụ thuộc vào sự hiện diện của chúng trong hình 

thức khí tạo điều kiện hòa tan của chúng trong màng 

tế bào. Carson et al. (2002) và Tyagi and Malik 

(2011) cho rằng tinh dầu gây ra những thay đổi khác 

nhau về các thuộc tính và chức năng của màng vi 

sinh vật bằng cách tăng tính linh hoạt màng và thay 

đổi tính thấm màng; nồng độ thấp làm thay đổi tính 

thấm của màng, nồng độ cao gây ra hư hỏng màng, 

mất cân bằng nội môi và gây ra sự chết tế bào. 

Nychas (1995) báo cáo rằng một số thành phần của 

tinh dầu có thể làm biến tính enzyme chịu trách 

nhiệm nảy mầm bào tử, sản xuất năng lượng và tổng 

hợp các hợp chất kết cấu hoặc can thiệp vào acid 

amin tham gia vào sự nảy mầm. 

3.4.2. Hiệu quả ức chế nấm của tinh dầu bưởi:  

Kết quả khảo sát khả năng ức chế nấm 

Neoscytalidium dimidiatum gây bệnh trên thanh 

long của tinh dầu bưởi nhận thấy rằng sau 3 ngày 

cấy ở nghiệm thức đối chứng tơ nấm đã lan ra toàn 

bộ bề mặt đĩa thạch, trong khi đó ở các nghiệm thức 

có bổ sung tinh dầu 100%, 50%, 25% và 12,5% tơ 

nấm không phát triển. Điều này chứng minh rằng 

các nồng độ được khảo sát có khả năng ức chế mạnh 

nấm Neoscytalidium dimidiatum  

Nhiều nghiên cứu cũng cho thấy tinh dầu bưởi 

cho kết quả kháng nấm mạnh. Theo Hung et al. 

(2013), tinh dầu bưởi cho hiệu quả kháng 

Penicillium expansum cao nhất trong số 3 tinh dầu 

được tác giả khảo sát. Theo Phong và ctv. (2021), 

nghiên cứu thành phần hóa học và hoạt tính kháng 

vi sinh vật gây bệnh của tinh dầu từ vỏ bưởi da xanh 

báo cáo rằng tinh dầu bưởi da xanh ở nồng độ 50% 

ức chế 65% sự phát triển của nấm mốc Asperillus 

flavus. Viuda-Martos et al. (2008) nghiên cứu ảnh 

hưởng ức chế của tinh dầu vỏ quýt, cam và bưởi đối 

với bốn loại nấm bệnh. Trong đó, Penicillium 

verrucosum và P. chrysogenum bị ức chế mạnh nhất 
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257 

bởi tinh dầu bưởi. Các kết quả này cho thấy hoạt tính 

kháng nấm có thể được tạo ra bởi một hợp chất hoặc 

do tác dụng đồng thời hoặc đối kháng của các hợp 

chất khác nhau trong tinh dầu. Điều này đã được một 

số nghiên cứu trước đây chứng minh; các tác giả cho 

rằng khả năng kháng nấm của tinh dầu là do sự có 

mặt của các thành phần như limonene, linalool hoặc 

citral với các nồng độ khác nhau. Một số khác thì 

cho rằng nguyên nhân là do các hợp chất phenol tác 

động lên màng tế bào của nấm (Phong và ctv., 

2021). 

3.4.3. HQƯC nấm của tinh dầu sả: 

Cũng như tinh dầu bưởi, tinh dầu sả ức chế mạnh 

sự phát triển của nấm ở tất cả các nồng độ khảo sát 

(12,5%, 25%, 50%, 100%). Sau 3 ngày cấy, ở các 

nghiệm thức có bổ sung tinh dầu tơ nấm không phát 

triển.  

Sả (Cympopogon citratus L.) là một loại cây họ 

Cỏ có chứa 1 đến 2% tinh dầu với sự đa dạng của 

thành phần hóa học như một hàm của. Tinh dầu sả 

được đặc trưng bởi một hàm lượng cao của Citral, 

được sử dụng như là một nguyên liệu thô để sản xuất 

ionone, vitamin A và betacarotene (Paviani et al., 

2006). Nhiều nghiên cứu đã báo cáo các hoạt động 

kháng khuẩn (ngay cả đối với nấm gây bệnh ở 

người) bằng dầu sả. Nikos and Cotas (2007) nghiên 

cứu hoạt động kháng lại các loài nấm 

Collectotrichum coccodes, Botrytis cinerea, 

Cladosporium herbarum, Rhizopus stolonifer và 

Aspergillus niger in vitro đã báo cáo rằng sự sản 

sinh bào tử nấm bị ức chế tới 70% ở mức 25 ppm 

khi so sánh với các tấm tương đương được lưu trữ 

trong không khí xung quanh. Trong nồng độ tinh 

dầu cao nhất (500 ppm) được sử dụng, tơ nấm đã bị 

ức chế hoàn toàn. Dầu sả làm giảm bào tử nảy mầm 

và chiều dài ống mầm trong C. coccodes, B. cinerea, 

C. Herbarum và R. Stolonifer với các hiệu ứng phụ 

thuộc vào nồng độ dầu. Tuy nhiên, tinh dầu sả nồng 

độ 100 ppm làm tăng khả năng nẩy mầm bào tử ở A. 

Nigeria. 

Như vậy, tinh dầu bưởi và sả ức chế mạnh sự 

phát triển của nấm Neoscytalidium dimidiatum ngay 

cả ở nồng độ thấp nhất trong các nồng độ khảo sát.  

4. KẾT LUẬN 

Trong nghiên cứu này, sáu dòng nấm gây bệnh 

đốm nâu trên thanh long đã được phân lập và đã lựa 

chọn một dòng trong số sáu dòng nấm đó để khảo 

sát khả năng ức chế nấm của nano Ag, nano ZnO, 

tinh dầu cam, tinh dầu bưởi và tinh dầu sả. Cả nano 

Ag và nano ZnO đều cho HQƯC nấm 

Neoscytalidium dimidiatum cao ở cả bốn nồng độ 

khảo sát 12,5; 25; 50; và 100 ppm với hiệu quả cao 

nhất ghi nhận được là 59,61% đối với nano bạc và 

65,91% đối với nano oxit kẽm. Đối với tinh dầu, cả 

tinh dầu cam, tinh dầu bưởi và tinh dầu sả đều cho 

HQƯC nấm Neoscytalidium dimidiatum cao ở cả 

bốn nồng độ khảo sát 12,5; 25; 50 và 100 ppm với 

hiệu quả cao nhất ghi nhận được là 77,69% đối với 

tinh dầu cam và ức chế mạnh nấm Neoscytalidium 

dimidiatum ngay cả ở nồng độ thấp nhất trong các 

nồng độ khảo sát.  
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