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Received:  14/12/2022 The study was conducted to isolate and select Bacillus strains with 

antifungal activity against Colletotrichum spp. causing anthracnose 

disease on papaya fruit after harvest. As a result, 12 strains of Bacillus 

were isolated from rhizopheric soil samples of papaya roots grown in 

Vinh Long province. The study used diffusion well method on agar 

and double culture method to determine antagonistic activity of 

isolated Bacillus strains on Colletotrichum spp. The results showed 

that 6/12 Bacillus strains showed antagonistic activity against 

Colletotrichum spp. Two bacterial strains BHL21 and BHL23 

exhibited the highest antagonistic activity against Colletotrichum spp. 

with inhibition zone diameters of 20.6 mm and 18.6 mm, respectively. 

Based on morphological, biochemical characteristics and PCR and 

sequencing results of 16S rRNA gene, strain BHL21 is 100% 

homologous to B.  methylotrophicus and strain BHL23 is 99.87% 

homologous to B. amyloliquefaciens on Genbank. 
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PHÂN LẬP VI KHUẨN Bacillus CÓ HOẠT TÍNH ĐỐI KHÁNG NẤM 

Colletotrichum spp. GÂY BỆNH THÁN THƯ TRÊN TRÁI ĐU ĐỦ SAU THU HOẠCH 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  14/12/2022 Nghiên cứu được thực hiện nhằm phân lập và tuyển chọn một số 

chủng vi khuẩn Bacillus có hoạt tính kháng nấm Colletotrichum spp. 

gây bệnh thán thư trên trái đu đủ sau thu hoạch. Kết quả nghiên cứu 

đã phân lập được 12 chủng vi khuẩn Bacillus từ mẫu đất vùng rễ cây 

đu đủ trồng ở tỉnh Vĩnh Long. Nghiên cứu sử dụng phương pháp 

giếng khuếch tán trên thạch và phương pháp cấy kép để xác định hoạt 

tính đối kháng của các chủng vi khuẩn Bacillus phân lập lên nấm 

Colletotrichum spp. Kết quả khảo sát cho thấy, có 6/12 chủng 

Bacillus thể hiện hoạt tính đối kháng với nấm Colletotrichum spp. 

Hai chủng vi khuẩn BHL21 và BHL23 thể hiện hoạt tính đối kháng 

cao nhất đối với nấm Colletotrichum spp. với đường kính vòng vô 

nấm lần lượt là 20,6 mm và 18,6 mm. Dựa trên kết quả quan sát các 

đặc điểm hình thái, sinh hóa và kết quả PCR và giải trình tự đoạn gen 

16S rRNA, chủng BHL21 tương đồng 100% với vi khuẩn B. 

methylotrophicus và chủng BHL23 tương đồng 99,87% với chủng B. 

amyloliquefaciens trên ngân hàng Genbank. 
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1. Giới thiệu 

Đu đủ có tên khoa học là Carica papaya, thuộc họ thân thảo Caricaceae [1]. Đu đủ rất giàu 

vitamin A, C, polyphenol và chất chống oxy hóa nhưng rất dễ bị hỏng trong quá trình bảo quản 

[2]. Nấm là tác nhân gây bệnh quan trọng nhất trong quá trình thối rữa của trái cây và rau quả sau 

thu hoạch trong quá trình vận chuyển, bảo quản và tiếp thị [3]. Ở đu đủ, loại nấm thường tấn 

công trái là C. gloeosporioides, nấm bắt đầu lây nhiễm khi trái còn trên cây [4]. Việc sử dụng các 

chất đối kháng có nguồn gốc từ vi sinh vật đã được chứng minh là có thể kiểm soát một số mầm 

bệnh sau thu hoạch [5]. Vi khuẩn có lợi có thể đối kháng với mầm bệnh bằng cách sản xuất các 

hợp chất chống nấm, enzyme ly giải ngoại bào hoặc thông qua cơ chế gián tiếp kích thích hệ 

thống phòng thủ của vật chủ [6]. Vi khuẩn Bacillus được biết là có khả năng ngăn chặn các bệnh 

thực vật khác nhau, chẳng hạn như bệnh thán thư ở ớt đỏ [7], xoài và táo sáp [8]. Nhiều nghiên cứu 

trên thế giới cho thấy Bacillus thân thiện với môi trường và có thể được kết hợp với các hệ thống 

kiểm soát hóa học truyền thống để giảm khả năng phát triển tính kháng của vi sinh vật [9]. Tuy 

nhiên, cho đến nay chưa có nghiên cứu nào về khả năng ức chế bệnh thán thư trên trái đu đủ sau thu 

hoạch. Vì vậy, việc thực hiện nghiên cứu “Phân lập vi khuẩn Bacillus có hoạt tính đối kháng nấm 

Colletotrichum spp. gây bệnh thán thư trên trái đu đủ sau thu hoạch” là rất cần thiết và có ý nghĩa 

đối với việc bảo quản rau quả sau thu hoạch nói chung và bảo quản trái đu đủ nói riêng. 

2. Nguyên liệu và phương pháp 

2.1. Nguyên vật liệu 

Trái đu đủ dùng để phân lập nấm Colletotrichum spp. và đất vùng rễ đu đủ dùng để phân lập 

vi khuẩn Bacillus được thu tại xã Phú Đức, huyện Long Hồ, tỉnh Vĩnh Long. Mẫu đất vùng rễ 

được thu ở 5 vị trí trong vườn và được trộn lại với nhau trước khi tiến hành phân lập vi khuẩn.  

2.1.1. Phân lập và quan sát các đặc điểm hình thái nấm Colletotrichum spp. từ trái đu đủ 

Trái đu đủ có triệu chứng điển hình của bệnh thán thư (những đốm nhỏ có màu sáng hoặc các 

đốm to trũng xuống như bị ngấm nước, các khối hình tròn thường tạo thành các mô hình vòng 

đồng tâm ở các tổn thương trũng [10]) được sử dụng để phân lập nấm Colletotrichum spp. Nấm 

Colletotrichum spp. được phân lập dựa theo quy trình của Araújo (2001) [11] có chỉnh sửa và bổ 

sung. Nấm được phân lập trên môi trường PDA (Potato Dextrose Agar, dịch chiết khoai tây 

(200g/L nước), 20g/L glucose và 20g agar/L, pH 7.0). Sau khi phân lập, các mẫu nấm được lây 

nhiễm nhân tạo trên trái đu đủ theo quy trình Koch. Các đặc điểm hình thái và bào tử của nấm 

được xác định theo Weir (2012) [12]. 

2.1.2. Định danh nấm 

Nấm Colletotrichum spp. được định danh bằng kỹ thuật sinh học phân tử (PCR) và giải trình 

tự đoạn gen với cặp mồi ITS1: 5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3′ và ITS4: 5′-

TCCTCCGCTTATTGATATGC -3′ [13]. Sản phẩm PCR sẽ được gửi giải trình tự tại công ty 

Macrogen, Hàn Quốc (www.macrogen.com). 

2.1.3. Phân lập và quan sát đặc điểm hình thái và sinh hóa vi khuẩn Bacillus từ đất vùng rễ cây 

đu đủ 

Vi khuẩn Bacillus được phân lập trên môi trường NA (Nutrient Agar: 5g/L pepton, 5g/L 

NaCl, 1,5g/L beef extract, 1,5g/L yeast extract, 18g/L agar, pH 7.0). Các khuẩn lạc tiêu biểu được 

lựa chọn và tiến hành tách ròng để có chủng Bacillus thuần. Các điểm hình thái (hình dạng, màu 

sắc, độ nổi, bìa) và sinh hóa cơ bản như nhuộm Gram, nhuộm bào tử, hoạt tính catalase và 

oxidase được xác định dựa theo tài liệu của Abussaud (2013) [14].  

2.1.4. Định danh vi khuẩn 
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Các chủng vi khuẩn có khả năng ức nấm Colletotrichum spp. cao nhất là BHL21 và BHL23 

được chọn định danh bằng kỹ thuật PCR và giải trình tự đoạn gen 16S rRNA với cặp mồi 27F: 5'-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' và 1492R: 5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3' [15]. 

Quy trình định danh vi khuẩn được thực hiện theo phương pháp của Sanger (1975) [16]. Sản 

phẩm PCR sẽ được gửi giải trình tự tại công ty Macrogen, Hàn Quốc (www.macrogen.com). 

2.2. Khảo sát hoạt tính kháng nấm của vi khuẩn Bacillus  

Khảo sát khả năng đối kháng bằng phương pháp khuếch tán đĩa (Disk Diffusion Method) 

Hoạt tính đối kháng của vi khuẩn Bacillus đối với nấm Colletotrichum spp. được thực hiện 

bằng phương pháp khuếch tán trên giếng thạch của Abussaud (2013) [14] có hiệu chỉnh và bổ 

sung. Các bước thực hiện bao gồm: vi khuẩn Bacillus được nuôi tăng sinh trong thời gian là 24 

giờ trong môi trường NB (Nutrient broth: 5g/L pepton, 5g/L NaCl, 1,5g/L beef extract, 1,5g/L 

yeast extract, pH 7.0) ở nhiệt độ 30℃. Sau đó, dịch tăng sinh được ly tâm từ 8.000 - 10.000 

vòng/phút ở 4℃ trong thời gian 10 phút. Hút 80 µL dịch trong (chứa chất kháng nấm) của vi 

khuẩn cho vào giếng đã được đục có kích thước 8 mm trên môi trường PDA đã được trải bào tử 

nấm Colletotrichum spp. ở mật số là 106 bào tử/mL. Tiến hành đo đường kính vòng vô nấm và 

ghi nhận kết quả sau 3 ngày. 

Khảo sát khả năng đối kháng bằng phương pháp cấy kép (double culture method) 

Hoạt tính đối kháng của vi khuẩn Bacillus được thực hiện bằng phương pháp cấy kép của 

Nguyễn Thị Liên (2016) [17] có hiệu chỉnh và bổ sung. Các bước thực hiện bao gồm: cấy hai 

đường cấy vi khuẩn Bacillus trên môi trường PDA có bổ sung NA thành hai đường cấy dài 2-3 

cm song song và cách nhau 2-3 cm. Cắt một khối nấm có kích thước 8 mm đặt vào giữa hai 

đường cấy vi khuẩn. Tiến hành quan sát và ghi nhận sự phát triển của nấm trong 7 ngày.  

2.3. Phương pháp xử lí số liệu 

Số liệu được xử lí bằng phần mềm Microsoft Excel và Minitab 20. Phân tích phương sai 

(ANOVA) một nhân tố và kiểm định LSD với độ tin cậy 95%. Sử dụng công cụ BLASTn để 

kiểm tra mức độ tương đồng của chủng vi khuẩn Bacillus và nấm trên cơ sở dữ liệu NCBI. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Kết quả phân lập nấm Colletotrichum spp. từ trái đu đủ 

 
                                    (a)                                 (b) 

  
                (c)                                  (d) 

Hình 1. (a). Trái đu đủ bệnh được chọn để phân lập nấm Colletotrichum spp., (b). Nấm sau 5 ngày nuôi cấy, 

(c). Nấm xuất hiện giọt dầu sau 7 ngày nuôi cấy, (d). Bào tử nấm được xem ở vật kính 100X 

Từ mẫu đu đủ bị bệnh thán thư (Hình 1a), nghiên cứu đã phân lập được 2 chủng nấm 

Colletotrichum spp. trên môi trường PDA. Kết quả quan sát nấm Colletotrichum spp. phân lập 

sau 7 ngày cho kết quả đường kính của tản nấm đạt kích thước 60-70 mm (Hình 1b), tơ nấm dày 

có màu trắng (Hình 1c). Sau 10 ngày nuôi cấy thì hình thành vòng tròn đồng tâm màu cam, được 

tạo thành bên trong tản nấm và xuất hiện những giọt dầu lẫn trong các tơ nấm (Hình 1c). Quan sát 

bào tử bằng kính hiển vi quang học ở vật kính 100X cho thấy bào tử nấm có dạng từ hình trụ, một 

đầu nhọn một đầu tròn, màu trắng và không có vách ngăn (Hình 1d), các đặc điểm trên phù hợp với 

miêu tả của Damm (2012) [18] về bào tử nấm Colletotrichum spp. Từ kết quả quan sát đặc điểm về 

hình thái khuẩn ty nấm, bào tử cho thấy có sự tương đồng với các kết quả nghiên cứu đã được công 

bố trước đây về nấm Colletotrichum spp. trên trái thanh long [19], trái đu đủ [20]. 
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Kết quả lây nhiễm cho thấy, hai chủng nấm phân lập được là nấm Colletotrichum spp. do sau 

khi lây nhiễm cho thấy các vết bệnh có các đặc điểm: vết thương hình tròn trũng lớn có màu nâu 

sẫm đến đen, các đặc điểm trên giống với triệu chứng của bệnh thán thư trên trái bơ [21], trái đu 

đủ [22]. Từ kết quả lây nhiễm cho thấy, chủng nấm TD1 có động lực gây bệnh cao nên được 

chọn để thực hiện thí nghiệm sau. 

3.2. Kết quả định danh nấm 

Kết quả giải trình tự cho thấy, chủng nấm TD1 tương đồng 99,25% với loài C. fructicola 

strain YCH09 (MT579614.1), 99,06% với loài C. fructicola strain YCH32 (MT626035.1) và 

99,06% với loài C. fructicola strain YCH23 (MT626034.1) trên ngân hàng NCBI (Hình 2). 

 
Hình 2. Kết quả so sánh trình chủng nấm TD1 với ngân hàng gen NCBI 

3.3. Kết quả phân lập vi khuẩn Bacillus từ đất vùng rễ đu đủ 

Từ 3 mẫu đất vùng rễ đu đủ, nghiên cứu đã phân lập được 12 chủng vi khuẩn Bacillus trên 

môi trường NA ở huyện Long Hồ, tỉnh Vĩnh Long. Kết quả quan sát về các đặc điểm hình thái 

khuẩn lạc vi khuẩn cho thấy, sau khi tách ròng các chủng Bacillus phát triển mạnh sau 24-36 giờ 

nuôi cấy. Đặc điểm hình dạng khuẩn lạc đa dạng và thường có màu trắng, các hình dạng phổ biến 

thường gặp là khuẩn lạc không đều, bẹp, bề mặt không bóng ướt, nhăn nheo, bìa lượn sóng, 

khuẩn lạc có màu trắng đục (Hình 3a). Chủng vi khuẩn BHL21 có dạng khuẩn lạc hình tròn, bẹp, 

bề mặt không bóng ướt, nhăn nheo, bìa nguyên, khuẩn lạc có màu trắng sữa (Hình 3b). Chủng vi 

khuẩn BHM5 có dạng khuẩn lạc hình tròn, lõm, bề mặt không bóng ướt, nhăn nheo, bìa lượn 

sóng, khuẩn lạc có màu trắng sữa (Hình 3c).  

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

Hình 3. (a). Chủng BHM2, (b). Chủng BHL21, (c). Chủng BHM5 

Kết quả nhuộm Gram cho thấy, vi khuẩn là Gram dương do bắt màu xanh tím của thuốc 

nhuộm (Hình 4a), catalase dương tính do có hiện tượng sủi bọt khí (Hình 4b) và oxidase dương 

tính do que thử chuyển sang màu tím (Hình 4c). 

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

Hình 4. (a). Nhuộm Gram bắt màu xanh tím, (b). Thử nghiệm catalase dương tính,  

(c). Thử nghiệm oxidase dương tính 

3.4. Kết quả khảo sát tính kháng nấm của vi khuẩn Bacillus 

Khảo sát khả năng đối kháng bằng phương pháp khuếch tán đĩa 
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Kết quả khảo sát hoạt tính kháng nấm của vi khuẩn Bacillus (Hình 5) cho thấy có 6/12 chủng 

Bacillus thể hiện hoạt tính đối kháng với nấm Colletotrichum chủng TD1. Trong đó, có 3/12 

chủng vi khuẩn Bacillus thể hiện hoạt tính đối kháng mạnh (chiếm 25%), 2/6 chủng vi khuẩn 

Bacillus thể hiện hoạt tính đối kháng trung bình (chiếm 16,6%) và 1/6 chủng vi khuẩn Bacillus 

thể hiện hoạt tính đối kháng yếu (chiếm 8,3%). Hai chủng BHL21 và BHL23 thể hiện hoạt tính 

đối kháng cao nhất với đường kính vòng vô nấm lần lượt là 20 mm và 18 mm. Kết quả trên tương 

tự với kết quả của Hailmi và cộng sự (2017) [23]. Sự hình thành các vùng ức chế có thể là do vi 

khuẩn Bacillus sản xuất các chất kháng khuẩn như chitinolytic enzymes, laminarinase, cellulase, 

HCN, kháng sinh, cạnh tranh về dinh dưỡng [24].  

 

 

Hình 5. Khả năng kháng nấm của vi khuẩn Bacillus qua phương pháp khuếch tán đĩa 

Khảo sát khả năng đối kháng bằng phương pháp cấy kép 

Kết quả khảo sát hoạt tính kháng nấm của vi khuẩn Bacillus (Hình 6) cho thấy, có 6/12 chủng 

Bacillus thể hiện hoạt tính đối kháng với nấm Colletotrichum spp. Trong đó, chủng BHL21 là 

chủng có hoạt tính đối kháng mạnh nhất với tỷ lệ kháng 79%. Kết quả trên tương tự với kết quả 

của Girish và Prabhavathi (2019) [25]. Kết quả cho thấy, vi khuẩn Bacillus có thể làm suy giảm 

oxalic acid bằng cách sản xuất oxalate oxidase. Nó có thể là một trong những yếu tố để ức chế sự 

phát triển của nấm [26]. 

 
Hình 6. Khả năng kháng nấm của chủng vi khuẩn BHL21 qua phương pháp cấy kép 

3.5. Kết quả định danh vi khuẩn 

Kết quả giải trình tự cho thấy, chủng BHL21 tương đồng 100% với vi khuẩn B.  

methylotrophicus strain CSY-F1 (KF010916.1), tương đồng 99,84% với B. amyloliquefaciens 

strain SEE-3 (MN826326.1) và tương đồng 99,84% với B. velezensis strain JS12Q với mức độ 

(KX129853.1) (Hình 7). 

 

Hình 7. Kết quả đối chiếu trình chủng vi khuẩn BHL21 với ngân hàng gen 

Trong khi đó, kết quả giải trình tự và đối chiếu với ngân hàng gen (Hình 6) cho thấy, chủng 

BHL23 với B. amyloliquefaciens strain C-2 SSK-8 mức độ tương đồng là 99,87% 

(MK501609.1), B. amyloliquefaciens subsp. plantarum strain Ns3-4 với mức độ tương đồng là 
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99,87% (HQ831407.1), B. subtilis strain ZWZ-19 với mức độ tương đồng là 99,87%, 

(MT271990.1) (Hình 8). 

 

Hình 8. Kết quả đối chiếu trình chủng vi khuẩn BHL23 với ngân hàng gen 

Các kết quả đã báo cáo trước đây cho thấy vi khuẩn Bacillus methylotrophicus có khả năng ức 

chế >70% nấm Colletotrichum lagenarium [27] và Bacillus amyloliquefaciens cũng thể hiện hoạt 

tính kháng nấm C. lagenarium nhờ tạo ra enzyme β-1,3-glucanase ngoại bào [28] là một enzyme 

quan trọng trong việc phân hủy thành tế bào của sợi nấm [29]. B. subtilis đã cho thấy khả năng 

kháng nấm C. acutatum với vùng ức chế là (5 – 12 mm) [30]. 

4. Kết luận 

Từ 2 mẫu đất vùng rễ nghiên cứu đã phân lập và tuyển chọn được 6 chủng vi khuẩn Bacillus 

có hoạt tính đối kháng với nấm Colletotrichum spp. Dựa trên kết quả quan sát các đặc điểm hình 

thái, sinh hóa và kết quả PCR và giải trình tự đoạn gen 16S rRNA, chủng BHL21 tương đồng 

100% với vi khuẩn Bacillus methylotrophicus và BHL23 thuộc loài B. subtilis, B. 

amyloliquefaciens với độ tương đồng là 99,87% trên ngân hàng Genbank. 

Lời cảm ơn 

Nhóm nghiên cứu xin cảm ơn Trường Đại học Sư phạm Kỹ thuật Vĩnh Long đã hỗ trợ kinh 

phí để thực hiện đề tài, cảm ơn nhà vườn đã hỗ trợ cung cấp mẫu đất để thực hiện nghiên cứu. 
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