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1
MO DAU
Tinh cap thiét caa luan an

Chanh day (Passiflora edulis) 1a loai cay dugc trong tir thé ky XIX &
Chau Au (CABI, 2007). Chanh diy duoc trong nhiéu ¢ Viét Nam chu yéu
tap trung & Pak Nong va Lam Pong; sau d6 la cac tinh Pak Lik, Gia Lai,
Kon Tum, Son La, Nghé An, Cao Bang. Theo Trung tdm kiém dich thuc vat
sau nhap khau Il (2011), c6 nhiéu tac nhan gy bénh trén cdy chanh day;
trong d6, bénh do nam Alternaria spp. c6 tan suat xuat hién nhiéu nhat, lam
anh huong dén ning suat va chat lwong qua chanh day.

Theo Nguyén Vin Tuét va cong su (2019), trong niam 2015 - 2016
da phat hién duogc 11 bénh gay hai trén chanh day do 11 loai vi sinh vat gay
ra (5 loai ndm, 2 loai vi khuan, 3 loai virus va 1 loai tuyén trang), mac du sé
bénh hai ghi nhan trén chanh day khéng nhiéu nhung c6 téi 10/11 loai bénh
c6 murc do xuét hién tir trung binh (++) dén nhidu (+++); trong d6, bénh dém
nau do Alternaria passiflorae la bénh xuat hién nhiéu va gay hai nguy hiém.

Alternaria passiflorae va Alternaria alternata la hai loai nim gay
bénh trén chanh day vao giai doan trudc thu hoach ¢ Mauritius (Bong Phi).
Bénh dém nau trén 14, than va qua do Alternaria spp. gay ra la bénh quan
trong nhat va phd bién nhat (CABI, 2007; Rheinlander, 2010). Nganh trdng
chanh day ¢ Kenya ciing bi giam 80 — 100 % nang suit do cAc tac nhan
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, Fusarium spp., Phytophthora spp.,
Alternaria passiflorae, Fusarium solani, Colletotrichum passiflorae va phuc
hop virus passion fruit woodiness virus (Amata va cong su, 2009).

Alternaria la mot chi nam c6 phé ky chu rat rong, nim c6 thé xam
nhap va gay bénh cho cay trong ¢ giai doan truéc va sau thu hoach. Nhiéu
loai Alternaria da dwoc md ta, hiu hét gay bénh trén cay trong va mot sd
khéc gay hai trén ca thuc pham (Ostry, 2008). Ngoai ra, con c6 céc loai sinh
ra doc té nhu: acid tenuazonic, alternariol monomethylether, alternariol,

altenuene, tenuazonic acid va altertoxin 1, 11, 111 trong cac loai qua hoac san
pham thuc pham bi nhiém Alternaria va lam anh hudng dén sic khde ngudi
tiéu dung.

Alternaria 1a mot chi nam 16n va rat kho dinh danh dén loai, theo
Simmons (2007), chi riéng Alternaria gay hai trén cdy thuoc chi Passiflora
da c6 dén chin loai khac nhau. Hién nay dién tich trong chanh day phat trién
dén 10,5 nghin ha, nhung chua dwoc nghién ctiiu vé sinh vat gay hai va cac
bién phap phong trir mot cach bai ban. C6 thé xem chanh day la cay trong
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mai véi nguon gidng nhap noi, do d6 nghién ciu bénh hai chanh day dap
rng thyc tién san xuét hién nay va tuong lai la hét sic can thiét. Két qua diéu
tra thanh phan bénh hai trén chanh day caa Trung tdm Kiém dich thuc vat
sau nhap khau 11 (nam 2011) cho thay Alternaria spp. la tac nhan gay bénh
ddm nau, day 1a mot loai bénh rat can nghién ctu xay dung co so dit ligu vé
tac nhan, ky cha phu va ngudn géc ngudn gay bénh nham cung cip s liéu
khoa hoc lam co s& cho viéc nghién cau bién phdp phong trir va gilp san
Xuat bén virng chanh day & Viét Nam.

Muc tiéu nghién ctu caa luan an

Xac dinh tac nhan gay bénh dém nau trén 14, qua chanh day tai Viét
Nam va mét sé dic diém sinh hoc, kha niang gay bénh lam co s¢ cho dé xuat
bién phap phong trur.

Nhirng dong gop mai ciaa luan an

Két qua cua luan an d3 xac dinh duoc ¢ hai loai thuoc Alternaria
gay bénh dém nau trén chanh day, A. passiflorae va A. tenuissima, triéu
chung va dic diém gay bénh c6 su khac biét. Trong d6, A. tenuissima la loai
duoc phan lap trén ngudn cay giéng chanh day nhap noi.

Trinh ty ving rDNA-ITS, ACT, GPDH cua 23 mau phan lap
Alternaria duoc dua vao genbank nhu 13 ngudn dit liéu cho nghién ciu so
sanh va dich té phan tu.

Xac dinh dugc phd ky cha ciia nam A. passiflorae va A. tenuissima
gilip trong viéc quan ly va phong trir bénh dm nau; ciing nhu trong cong tac
quy hoach viing trong va co cau cay trong phi hop voi chanh day nham han
ché thiét hai do ndm Alternaria spp. gy ra.

Y nghia khoa hoc ciia luan 4n

Xac dinh dugc hai loai cia Alternaria gay bénh trén |4 va qua chanh
day tai Viét Nam la A. passiflorae va A. tenuissima véi nhirng triéu chang va
dic diém gay bénh khac biét. Trong do6, A. tenuissima phét hién trén ngudn
nhap khau 1a goc ghép cua cay chanh day gidng.

P cong b 23 trinh ty DNA ciia cac ving rDNA-ITS (ribosomal DNA
internal transcribed spacer), ACT (actin) va GPDH (glyceraldehyde — 3 —
phosphate dehydrogenase) trén genbank 1a nguon co s dir liéu phan tir cua
Alternaria phan 1ap tai Viét Nam, phuc vu cho nghién ciru so sanh va dich té
phan tir ciia bénh dém nau trén chanh day.
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Dic diém gay bénh cua hai loai thuc Alternaria trén cac loai cy trong
1a co s& khoa hoc cho nghién ctu tinh gay bénh va chon loc ky chu cua nam
Ky sinh.

Y nghia thyc tién cha luan an

Dinh danh dén loai cua Alternaria gay bénh dém nau trén chanh day,
dong gop vao co s dir liéu vé tac nhan gay bénh cay trong & Viét Nam co y
nghia rat quan trong trong cong tac kiém dich thuc vat va xac dinh nguon
bénh ban dau cho cac ving trong chanh day.

Xac dinh dugc ky chu cua hai loai A. passiflora va A. tenuissima cé y
nghia rat quan trong trong quy hoach co ciu cdy trong, ving trong va phong
trir bénh do Alternaria gay ra.

Péi twong nghién ciru caa luan an
Chi Alternaria gay bénh dém nau trén chanh day.
Pham vi nghién ciru caa luan an

Phan lap, dinh danh cac mau nim Alternaria dua vao cac dic diém
hinh thai va trinh ty cac ving rDNA-ITS, ACT va GPDH. Khao sat mot s6
dic diém sinh hoc cua cac miu phan lap dai dién cho tung loai cua
Alternaria, danh gia kha nang giy bénh cua cac loai thuoc Alternaria trén
cay chanh day giéng Dai Nong 1 va trén mot s6 loai cay ky cha phé bién.

Bo cuc cia luan an

Luan an chinh thic gdm c6 3 chuong ,149 trang. Cac phan: Mé dau
(4 trang), tong quan (23 trang), vat liéu va phuong phap nghién ctu (23
trang), két qua va thao luan (88 trang), két luan va dé nghi (2 trang); 42 bang
s6 liéu va 40 hinh. Luan an da tham khao tong cong 106 tai liéu trong d6 13
tai liéu tiéng Viét va 93 tai liéu tiéng Anh.
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Chuong 1
TONG QUAN
1.1. Tinh hinh bénh hai trén ciy chanh day

Theo CABI (2007), di ghi nhan bénh quan trong nhét trén cay chanh
day 1a bénh ¢ém nau do Alternaria passiflorae gay hai trén 14, canh va qua.
Mot sé bénh quan trong khac do Xanthomonas campestris pv. passiflorae,
Phytophthora nicotianae, Cladosporium cladosporioides 1am giam ning suét
va chat lugng qua. Bénh do nam Septoria passiflorae gay hai trén 14, than va
qua chanh day. Bénh héo do Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae gay héo
chdi, sau d6 gy héo ca cy. Trong giai doan vudn wom chanh diy bj bénh
héo canh do nam Thanatephorus cucumeris va Pythium spp. gy ra. Mot s6
bénh do virus, dang chi ¥ 1a virus gay hoa gé Passionfruit woodiness virus
(PWV), virus gay bénh tiém an do Passiflora latent virus (PLV) va
Passionfruit ringpot virus. Cac bénh nay lay lan béi rép (Aphis gossypii,
Myzus persicae) va dao cit tia (CABI, 2020).

O Viét Nam, céc nghién ctru da ghi nhan c6 loai A. passiflorae, A.
sesami gay bénh dm nau trén chanh day (V& Thi Dung, 2019; Nguyén Vin
Tuit va cong su, 2019).

1.2. Tri€u chirng gay hai cua Alternaria trén cay chanh day

Triéu chirng do Alternaria passiflorae va Alternaria alternata gay
bénh trén cay chanh day rat khac biét. Alternaria passiflorae gy ra nhiing
d6m c6 mau nau do trén 14, duong kinh vét bénh 5 mm, phét trién rong ra
dué6i diéu kién d6 am cao, bao tir va canh bao tir ciia nam duoc tim thay &
trung tdm cua vét bénh. Bénh c6 thé 1am cho 14 bi rung, vét bénh nho, thudn
dai, mau tbi, c6 vong dong tdm; bénh xuit hién trén cudng 14, canh, lam cho
I4 khd dan dén chét canh. Ngoai ra, bénh con gay hai trén qua, vét bénh la
nhitng ddm tron, mau nau do, dudng kinh Ién hon 1 cm, xuat hién ¢ giai
doan qua dang phat trién va gay thiét hai dén chit lvong qua thwong pham.
Nguoc lai, triéu chimng do nam A. alternata gay ra la cac dém nho, duong
kinh vét bénh 1 — 5 mm, véi nhitng quang vang trén l4. Trén qua la nhiing
ddm c6 mau xanh ddm, mép tron déu. Alternaria alternata Ia loai mang tinh
ddoc cao va la nguyén nhan gay ra hién tuong rung la chanh day (Manicom va
cong su, 2003).

1.3. Céc ddc tb sinh ra tir Alternaria

Alternaria san sinh hon 70 doc t6 nho sy chuyén hda thir cap, mot ty

16 nho cac doc td thuc vat (phytotoxin) da dugc xac dinh dic tinh hda hoc va
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bao céo tac dong cua doc tb nAm (mytotoxin) dén con ngudi va dong vat.
Dua trén tac dung cua Alternaria déi véi cdy trong, doc té Alternaria dugc
chia lam 2 loai: doc t6 khdng chuyén tinh ky cha (Non host specific toxins)
va doc td chuyén tinh ky chii (Host specific toxins). Mot s6 doc t6 khong
chon loc ky cha nhu alternariol (AOH), alternariol monomethyl ether
(AME), acid tenuazonic (TeA) va altertoxins da duoc thie nghiém riéng ¢ va
dugc mo ta ¢ kha ning gy ra cac tic dong co hai cho dong vat, bao gém ca
tac dong gay doc cho thai nhi va gay quai thai ( Trich dan béi EFSA, 2011).
1.4. Mt s6 két qua nghién ciru vé di truyén va dinh danh Alternaria

Phan tich di truyén cua quan thé tac nhan gay bénh thuc vat 1a nén
tang cho sy hiéu biét vé dich t& hoc, qua trinh tién héa cua ky chu va tac
nhan gay bénh va quan ly tinh khang (Kusaba va Tsuge, 1994, 1995;
Milgroom va Fary, 1997).

Nghién ciru su da dang di trong quan thé Alternaria bang céc chi thi
phan tir RFLP, AFLP, RAPD, rDNA-ITS, rDNA SSU da chieng minh c¢é su
da dang vé di truyén rat Ion giita cac mau phan lap Alternaria va tham chi
trong cung mot nhom loai (Keissler, 1912; William va cs, 1990; Welsh va
McClelland, 1990; Morris va cs, 2000; Peever va cs, 2000; Pryor va
Gilberton, 2000; Chou va Wu, 2002; Iram va Ahmad, 2005; Gherbawy,
2005; Philipp va cs, 2007; Valdir, 2009; Francisco va cs, 2009; Linde va cs,
2010; Maria va cs, 2010; Nasim, 2012; Bashir va cs, 2014; Woudenberg va
cs, 2015).

Nghién ctru & mirc do phan tir cho thay trong cting mét phic hop
Alternaria va nhanh loai Alternaria va nhitng chi nay khéng phai lic nao
cling twong quan véi cac nhom loai dua trén dac tinh hinh thai (Simmons,
2007; Mmbaga, 2011; Lawrence, 2012; Woudenberg, 2013). Zur va cong Su
(2002) da phat trién cac primer PCR trén ving ITS c6 thé phat hién A.
alternata hoac A. solani, nhung thit bai trong viéc phan biét gitra hai loai
nay.
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Chuong 2
VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. N¢i dung nghién ciru

1). Xac dinh tén loai va khao sat mot sé dac tinh sinh hoc, dic
diém hinh thai caa cdc mau phan lap Alternaria spp. gdy bénh dém nau trén
cay chanh day.

2). Xac dinh kha nang gay bénh cua cac loai Alternaria spp. trén 1a va
qua chanh day va xac dinh co dai, cdy trong nhidm Alternaria trong vuon
chanh day bi bénh dém nau.

3). Panh gia kha nang gay bénh ciia cac mau phan lap Alternaria spp.
trén mot sb loai cay ky chu.

4). Xéc dinh sy hién dién cua doc t6 alternariol sinh ra tir Alternaria spp.
va khao sat anh huong cua cac hop chét thi cap sinh ra tir Alternaria spp.
dén kha niang gay bénh trén 14, ngon chanh day.

2.2. Thoi gian va dia diém nghién ctru

Pé tai da duogc tién hanh tir thang 12 nim 2013 dén thang 5 nim
2020 tai Trung tam Kiém dich thuc vét sau nhap khau 11, Vién Cong nghé
sinh hoc va méi truong thudce trudng Pai hoc Nong I[am TP.HCM va Trung
tam Kiém dinh va Khao nghiém thuéc bao vé thyuc vat phia Nam thuoc Cuc
Bao vé thuc vat.

2.3. Vit liéu nghién ciru

Cay chanh day cho qua mau tim khi chin (Passﬁlora edulis f. edulis
- giéng Dai Nong 1) va chanh day cho qua mau vang khi chin (PaSS|fI0ra
edulis f. flavicarpa — giéng goc ghep) Cac loai cay rau mau, cdy an qua, cay
cong nghlep Méi truong nuoi cay nam: WA, Modified - CMA, PCA va V
— 8 juice; 97 mau Alternaria dugc phan lap trén cay chanh day bi bénh dém
nau tai Dak Nong, Lam Ddng va trén cay chanh day gidng nhap khau tir Dai
Loan gqua cang hang khong Tan Son Nhat.

2.4. Phwong phap nghién ciru
2.4.1. Phuong phap thu thip miu bénh va bio quin miu

Thu thap mau bénh tir cac vuon trdng chanh day ¢ tinh ik
Nong, Lam Ddng theo phuong phap cia McMaugh (2008); Thu thap
cay chanh day giéng dugc nhap khau tir Pai Loan tai cang hang khong
Tan Son Nhat theo Quy chuin ky thuat quéc gia QCVN 01-141:
2013/BNNPTNT.

2.4.2. Phuwong phap phén lap tic nhian giy bénh
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Ap dung theo phuong phap cta Shivas va cong su (2005).
2.4.3. Phwong phap thu don bao tir

Theo phuong phap ctia McKenzie (2008) va Siciliano (2017).
2.5. Phwong phap xac dinh tén loai ctia cAc MPL Alternaria spp. dwa vao
cac dic diém hinh thai
2.5.1. Phuong phap do kich thwée bao tir

Do kich thudc bao tir ndm theo chiéu dai va chiéu rong tai vi tri lon
nhat duai kinh hién vi quang hoc; do ngau nhién 30 bao tir, 10 canh bao tur
¢6 kich thuéc I6n nho khac nhau.
2.5.2. Phuong phap nudi i nAm trén lam kinh

Nubi ¢ ndm trén lam kinh dugc thuc hién theo phwong phéap cua Eric
(2008).
2.5.3. M ta va dinh danh cac loai Alternaria dwa vao cac dic diém hinh
thai va chup hinh bang kinh hién vi dién tir quét (SEM)

Str dung phuong phap mé ta dic diém hinh thai va dinh danh dua
vao khda phén loai, dinh danh ctia Simmons (2007).

Céc MPL Alternaria duoc chon va giri mau chup hinh bang kinh hién vi
dién tir quét SU3500 tai Cong ty TNHH Sao Do (Ha Noi).
2.6. Xac dinh tén loai cia cAc MPL Alternaria spp. dwa vao trinh tw
vung rDNA-ITS, actin va glyceraldehyde - 3 - phosphate
dehydrogenase
2.6.1. Phwong phap ly trich DNA tng sb

DNA tdng sb duoc ly trich theo quy trinh cua Lee va Taylor (1990) ¢ cai
tién.
2.6.2. Phwong phap Kkhuéch dai vang rDNA-ITS, actin va
glyceraldehyde — 3 — phosphate dehydrogenase

Str dung ba cap primer: ITS4, ITS5; ACT512F, ACT783R va GDF1,
GDR1 dé khuéch dai ving rDNA-ITS, actin va glyceraldehyde — 3 —
phosphate dehydrogenase. San pham PCR s& dwgc gii mau giai trinh tu
nucleotide tai cong ty MacroGen & Han Qudc.
2.7. Khio sat mt s6 dic tinh sinh hoc cia MPL Alternaria spp.
2.7.1. Kha ning sinh truéng cia Alternaria spp. trén mdt s6 méi truong
dinh dwdng khac nhau

Sau muoi mbt mau nim cua lodi A. passiflorae va 36 mau A. tenuissima
duoc nudi cay trén 3 loai méi truong: Modified — CMA, PCA va V — 8 juice.
Nghiém thuc thi nghiém duoc 1ap lai 3 1an véi loai A. passiflorae va 5 1an véi loai
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A. tenuissima, mdi 1an 13p lai 1a mot dia petri, do dudng kinh tan nim & 2, 4, 6,
8, 10 ngay sau cay.

2.7.2. Anh huéng ciia nhiét dd dén kha niing sinh trwéng cia Alternaria
spp. ,

2.7.2.1. Khao sat anh hwéng ciia nhiét d den kha nang sinh trwéng cia
Alternaria

Moi loai Alternaria dugc thir nghiém véi cac muac nhiét do 15°C,
20°C, 25°C, 30°C, 35°C va 38°C trén moi truong PCA; Nghiém thuc thi
nghiém duoc 13p lai 3 1an vai lodi A. passiflorae va 5 lan véi loai A. tenuissima,
mbi 1an 13p lai 12 mot dia petri, do dudng kinh tan nim & 2, 4, 6, 8, 10 ngay sau
cay.
2.7.2.2. Khio sat znh hwéng ciia nhiét dd dén kha ning sdng sét ciia bao
tir nAm Alternaria

Chon 10 MPL dai dién cho A. passiflorae va A. tenuissima.

Dung micropipette hit 10 ml dich bao tr ndng d6 10° bao ti/ml cho vao
dng nghiém va nhung cc dng nghiém vao bon gia nhiét trong 10 phut 1an luot voi
ting mtrc nhiét do: 35°C, 36°C, 37°C, 38°C, 39°C, 40°C, 41°C, 42°C, 43°C,
440C, 45°C, 46°C, 47°C, 48°C, 49°C va 50°C, nghiém thtrc di ching nhiing 6ng
nghiém trong bon khong gia nhiét. Sir dung micropipette hdt 1 ml dich bao tir nAm
va U vao timg dia petri c6 chira mdi truong PCA va dat cac dia petri ¢ nhiét do
phong (25 + 2°C). Nghiém thirc thi nghiém duoc lap lai 5 lan, mdi lan lap
lai 12 mot dia petri. Quan sét kha niang phat trién cia khuan ty sau khi u va xac
dinh kha niing sdng sot cia bao tir & 1, 2, 3, 4, 5 ngay sau cay.

2.7.3. Anh hwéng ciia thoi gian chiéu sang dén kha ning sinh truéng ciia
Alternaria spp.

Chon 10 mau dai dién cho A. passiflorae va A. tenuissima dugc thir
nghiém vai 3 nghiém thirc tuong tmg vai ché do anh sang: tdi lién tyc, sang lién
tuc va 12 gio séng: 12 gi¢ toi trén moi truong PCA. Nghiém thac thi
nghiém duoc 1ap lai 5 1an, mdi 1an 1ap lai 13 mot dia petri, do duong kinh tan
nim ¢ 2, 4, 6, 8, 10 ngay sau u.

2.7.4. Anh hwong ciia pH dén kha niing sinh truéng ciia Alternaria spp.

MObi loai Alternaria thir nghiém ¢ 11 murc pH: 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5;
7; 7,5; 8; 8,5; 9 trén mdi truong PCA. Nghiém thac thi nghiém duoc lap
lai 5 1an, mdi 1an 1ap lai 12 mot dia petri, do duong kinh tan nim & 2, 4, 6, 8, 10
ngay sau ciy.

2.8. Xac dinh kha niang giay bénh ciia MPL Alternaria spp. trén 14, qua



9

chanh day va xdc dinh ciy trong nhiém Alternaria trong virdn chanh day
bi bénh dém niu

2.8.1. Xac dinh kha niing giy bénh ciia cAc MPL Alternaria spp. trén 14
va qua chanh day

Chung bénh trén 14 chanh day: 61 mau phan lap (MPL) A.
passiflorae va 36 MPL A. tenuissima duogc ching trén 1a chanh day bai
Nong 1 (1a banh té), ndng do bao tir 1a 107 bao ti/ml, thuc hién vai hai
kiéu chung bénh la chung gay vét thuong va khdng gay vét thuong, moi
MPL chuang véi 5 14 va mdi 1a gay 6 vét thuong tai 6 vi tri khac nhau, mdi
mot phan xé thily cua l4 tao 2 vét thuong & 2 diém khac nhau.

Chung bénh trén qua chanh day: 29 MPL A. passiflorae va 29 MPL
A. tenuissima dugc ching trén qua chanh day Dai Nong 1 (qua gia), moi
mau chang 3 qua. St dung kim ghim cén tring sb 0 dé tao 3 vét thuong
trén mat rong nhat cua qua; sau d6 dit mot manh nim 14 ngay tudi, c6 kich
thudc 2 mm? 1én vét thuong. DI ching dat mot manh agar vo tring Ién trén
vi tri gay vét thuong.

Qua hozc 14 chanh day sau khi chung duoc dat trong hop giir am,
nhiét d phong (25°C =+ 2).

Thi nghiém khong gy vét thuong trén 14 va qua chanh dy thuc hién
tuong tu v6i thi nghiém c6 gy vét thuong. Theo ddi thoi gian xuét hién
bénh va kich thudc vét bénh. Do kich thudc vét bénh & 3, 5, 7 ngay sau khi
chang bénh d6i véi mau 14 va & 5, 7, 14 ngay sau khi chung bénh ddi voi
MAuU qua.

2.8.2. Xac dinh cb dai, ciy trong nhiém Alternaria trong vuon chanh day
bi bénh dom nau

Mau cdy co, cly trong xen trong vuon chanh day tai tinh ik Nong
va Lam Ddéng c6 biéu hién triéu chang bénh ddm nau duogc thu thap. Xac
dinh thanh phan nim bénh xuét hién trén cac mau thu thap va dinh danh cac
loai Alternaria phan lap dugc. Kiém ching tac nhan gay bénh bang cach
thuc hién chang bénh nhén tao trén 14 chanh day Dai Nong 1: Thuc hién
tuong tu thi nghiém 2.8.1.

2.9. Panh gia kha niing gy bénh ciia cac MPL Alternaria spp. trén mot s6
loai cay ky chu

Ngudn cay gidng: ciy mit, ciy xoai, cdy budi, cy nhan, cdy sau
riéng, cay Vi sira, cay diéu, cly cao su, cay ca phé vdi, cay ca cao, cay lda,
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cay ngd nép, cay ngd thirc an gia stic, cdy khoai lang, cay khoai tdy, cdy ca
chua, cay ot, cay kho qua, cay bau, cay bi do, cai ngot, cai be xanh.
2.9.1. Ching bénh trong nha luéi

Thi nghiém dugc bd tri theo kiéu hoan toan ngau nhién, mdi
nghiém thirc trong tng voi mot loai Alternaria, 10 1an Iap lai, méi 1an lap lai
gom 1 chau cay. Phun dung dich bao tir ndm 1 x 10" bao ti/ml tryc tiép 1én
cay véi luong dung dich vira di w6t ddm, d6i chimg phun nude cat vo trang.
Giir cay trong tdi 24 gio bang cach sir dung bich nilon den bao cac chau cay.
Theo d6i thoi gian xuat hién bénh, ty 1& 14 bénh, chi sé bénh ¢ 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15, 17, 20, 25 ngay sau khi chung bénh. Ty I& bénh & méi nghiém thirc
duoc tinh theo cong thuc: TLB (%) = (sb 14 bi bénh/tong s6 14 diéu tra) *
100.

Chi sé bénh duoc tinh theo quy uéc trong bang phan cip mirc do
bénh cua Vakalounakis (1990).
2.9.2. Ching bénh trong phong thi nghiém

Chuan bi ngudn 14 dé chung bénh: La cdy an qua va cay cdng nghiép
dugc thu tir nguon cdy giéng da duoc trong trong nha ludi. Chon 14 banh té,
rira 14 bang nugc cho sach, sau d6 rira 14 bang con 70%, rira lai bang nudéc
cit vo trung, sau d6 dung bong gon thAm wdt bang nude cit vo tring va quan
xung quanh dau cudng la dé giir 14 tuoi lau.

Thi nghiém duoc thyc hién véi hai kiéu chung bénh: c6 gay vét
thwong va khong giy vét thuong. Mdi MPL Alternaria dwoc chang véi 10
1an 1ap lai, mdi 1an lap lai gom 1 14.

Phuong phap chung bénh: thuc hién twong tw muc 2.8.1. Theo doi
thoi gian xuit hién bénh va do kich thudc vét bénh ¢ 5, 6, 7, 8, 9, 10 ngay
sau khi chung bénh.

2.10. X4c dinh su hién dién ciia ddc to alternariol va khio sat anh hwéng
ciia cac hop chit thir cip sinh ra tir Alternaria dén kha niing gy bénh
trén 14, ngon chanh day

Tu thi nghiém & muc 2.8.1 chon ra nhitng MPL Alternaria c¢é va khong
c6 kha nang gy bénh dé tién hanh ly trich doc t6 sinh ra tir nAm Alternaria, xac
dinh bang phuong phép sic ky long hiéu ning cao (HPLC) va phuong phap
sac ky long ghép khéi phé (LC-MS/MS).

2.10.1. Khao sat anh hwéng ciia cic hop chit thi cAp va déc to
alternariol sinh ra tir Alternaria
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Str dung ngon chanh day Pai Néng 1, cé 3 la that va duoc rira sach
bang con 70°, sau d6 rira lai bang nudc cat vo tring 3 lan.

Nhan nuéi nam trong binh thay tinh c6 chira 100ml dung dich moi
truong Modified Fries No.3, PG va PC. Sau 7, 14 va 21 ngay nudi 1, loc bo
khuan ty va bao tir nim trong dung dich, ding micropipette hit dung dich
nudi cay cho vao dng eppenndorf va ly tam & 6.600 vong/phdt trong vong 10
phat. Sau d6, dung dau loc 2um dé loc dung dich. Ldy 10ml dung dich da
loc cho vao 6ng nhwa vo tring dé tién hanh cam ngon cay chanh day.

Thi nghiém duoc bd tri véi 3 dung dich nudi cay twong Gng vai 3
muc thoi gian nudi nAm 7, 14 va 21 ngay. Mdi thoi gian nudi cy va moi
truong dugc chung véi 3 1an 1ap lai, mdi lan Iap lai gdm 1 ngon chanh day.
Cim mdi ngon vao ting 6ng chtra 10ml dung dich nudi cdy. Theo ddi sb 14
rung ¢ 3, 5, 7 ngay sau khi cam ngon.

2.10.2. Khio sat anh huong ciia hop chét thir cp sinh ra tir Alternaria
spp. va ddc td alternariol dén kha ning giy bénh trén I4, ngon chanh
day

Thi nghiém duoc chung trén 14 chanh day Pai Nong 1 véi 5 lan
Iap lai, mdi 1an lap lai gom mat I4. Sir dung kim ghim cén tring s6 0 dé
gay vét thuong trén mdi 14 ¢ 5 vi tri khac nhau.

Hat 20 ul dung dich SS, AAS, AOH, nuéc cat vo trang (H,0), dung
dich méi truong nudi cdy (MT); tién hanh nho lan luot cac dung dich nay 1én
5 vi tri gay vét thuong. Dat cac 14 vira chung & nhiét do 25°C, trong tdi. Theo
ddi biéu hién triéu chirng bénh trén 14 cua tirng nghiém thic va ghi nhan két
qua & 7 ngay sau chang.

2.11. Phwong phap xir 1y s liéu

Tinh gia tri trung binh, SD va v& d0 thi bang phan mém Excel. S6
lidu v& trinh ty DNA dugc sép gidng cot, sit dung phdn mém BioEdit version
7.0.5.3, MEGA X version 10.1.7.
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) Chuwong 3
KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Xdc dinh tén loai, diic tinh sinh hoc va dic diém hinh thai cia cac

miu phan lap (MPL) Alternaria spp.

3.1.1. Phan lap va dinh danh loai Alternaria dwa vao diic diém hinh thai
Két qua di ghi nhan c6 2 loai Alternaria passiflorae va A.

Hinh 3.1. Triéu ching bénh ddm nau trén 1a chanh day do Alternaria spp. gay ra.
(4, C): Triéu ching bénh do A. passiflorae; (B, D): Triéu ching bénh do A.
tenuissima; (E): Triéu chimg bénh do A. tenuissima gy ra trén 1a chanh day gidng
nhéap khiu tir Dai Loan.

Hinh 3.2. Hjnh bao tir A. tenuissima va A passiflorae dudi kinh hién vi dién tir quét
SU3500, thé g~ia toc 1 kV, hinh anh dwoc thu ¢ dau do SE~. (A, B): Bao tu A.
tenuissima (mau CDNK7.13); (C, D): Bdo tit A. passiflorae (mau LD16L-01.1).
3.1.2. Phén tich trinh tw ving rDNA-ITS, actin va glyceraldehyde - 3 -
phosphate dehydrogenase

DNA téng s6 cua 23 MPL duoc ly trich theo quy trinh cua Lee va Taylor
(1990) ¢ cai tién sao cho phii hop vai diéu kién thuc té cia phong thi nghiém.
San phdm DNA duoc khuéch dai PCR véi ba cip primer ITS4 — ITSS,
ACT512F — ACT783R va GDF1 — GDRI twong &tng v6i ba vung rDNA-
ITS, actin va glyceraldehydes — 3 — phosphate dehydrogenase.
So sanh trinh ty twong dong
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Bang 3.1. SO luong vi tri da hinh ciia cac mau phén 1ap twong tmg trén timg

vlng gen
Viing gen ACT GPDH ITS Tong  pnin
Mau Chiéu dai so dong tl_'i:,lm dot
phan l3p (bp_)k _ 243 177 622 1.042 b|etgntgen
gr‘]'ﬁ%bpg'a' rung 543 174 591 1.008 1008 Nu
CDNK1.13 0 0 0 0 0,00
CDNK?7.13 0 3 g 11 1,09
DLO1L-9.14 3 7 717 1,69
DN11T-1.16 0 4 6 10 0,99
DN1C-1.18 17 23 31 71 7,04
DN1T-4.11 17 22 34 73 7,24
DN2C-1.18 17 23 31 71 7,04
DN3C-1.18 17 22 29 68 6,75
DN8L-2.11 17 22 46 85 8.43
DN8T-4.11 17 22 31 70 6,94
DNOL-1.10 17 22 33 72 7,14
LD11L-1.10(2) 17 2 32 7 7,04
LD12T-5.10 17 22 45 84 8,33
LD16L-1.14 17 2 32 7 7,04
LD17L-1.10 17 22 33 72 7,14
LD18L-14(2) 17 44 6 67 6,65
LD1C-1.18 17 23 31 71 7,04
LD1L-2.11(2) 17 22 30 69 6,85
LD1T-1.15 3 7 717 1,69
LD1T-1.16 0 4 6 10 0,99
LD2T-1.16 3 7 6 16 1,59
LD4C-1.18 17 22 33 72 7,14

LD4T-3.10 17 22 30 69 6,85
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Bang 3.2. S6 vi tri da hinh trén timg ving gen cua 23 MPL Alternaria

Vung gen Ch'f}%gg' S0 Ch'gil:]ﬁaé'bg)ung Vi tri da hinh
ACT 243 243 17
GPDH 177 174 47
DNA-ITS 622 591 81
Tong 1.042 1.008 145
Phain tich da hinh

Trinh ty két hop 3 viing gen sau khi so hang c6 chiéu dai 12 1.042 nu
(chiéu dai trung binh 1a 1.008 nu) tir 23 mau phan lap Alternaria spp. C6
tong cong 145 vi tri da hinh, tuong duong véi 14,4% so véi tong chiéu dai
doan khong gian doan. Su khéc biét gitra cac nucleotide ¢ dinh va khéng cb
dinh cuia 3 nhanh di truyén ciing dwoc quan sat va thé hién déi véi ting vi tri
(bang 3.2).

Phan tich twong quan di truyén

Cé4c mau phan lap (MPL) tir cay chanh day nhap khau c6 méi twong
quan di truyén gan giii v6i cac MPL tir Lam Ddng va Bk Néng. Cac MPL
tr vang Lam Pong ¢6 muc da dang di truyén cao. Cac MPL tir ving Dik
Nong c6 muc da dang di truyén thip hon, tan suat xuat hién cia cac MPL
nay trén cac nhanh phan loai ciing it hon so véi cac phan lap tor vang Lam
Pdng. Vang ACT Ia viing gen c6 muc 6n dinh di truyén cao nhat, kha ning
phan nhanh thap nhat so véi viing rDNA-ITS ¢6 muac bién dong di truyén
cao nhit, kha ning phan nhanh cao nhit. Dya vao két qua nghién cau nay,
viing gen ACT c6 thé duoc sir dung dé nghién ctu tinh 6n dinh di truyén
quan thé va nguoc lai ving rDNA-ITS c¢6 thé duoc &p dung trong nghién cau
sau hon vé dic tinh da dang quan thé (Hinh 3.3, hinh 3.4, hinh 3.5).

Két qua nghién ctru nay di cho thdy cac mau nim Alternaria c6 mbi
lién quan vé da dang di truyén cao. Trinh ty ving rDNA-ITS, ACT, GPDH
ctia 23 mau phan 1ap Alternaria dugc dua vao genbank nhu 12 ngudn dit liéu
cho nghién ctru so sanh (bang 3.3).
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Méu phan l4p Lodl Allemaria M& Genebank Noi thu thdp

LDIL-2.11(2) A passifiorae MNISS5474  Lam Bng
LDAT-3.10. A passifiorae MN955473  Lém Biing
DN3C-1.18  AMemariasp1 MN9S5472  Biak Nong
LD11L-1.10(2) A. passifiorae MNSS5476  Lam Bong
DN1C-1.18  AMtemaria sp2 MNSSS471  Dak Néng
DN2C-1.18  AMlemaria sp2 MNSS5470 Dk Nong
LDIC-1.18  AMenaria sp3 MN955463  Lam Bdng
LDI6L-1.14 A passifiorae MNSSS475  Lam Bbng
DNST-4.11 A passifiorae MN9SS467 Bk Nong
LD4G-1.18  Aftemaria sp4 MN9S5468  Lam Ddng
DNSL-1.10 A passifiorae MN9SS5464  Biak Nong
LDI7L1.10 A passifioras MNSSS465  Lam Biang
DNIT4.11 A passifiorae MN9SS5466 Bk Nong
DN8L-2.11 A passifiorae MN9SS463  DakNong ||
DI2T.5.10 A passifiorae MT239521 LamBsng |||
COMK 1.13 A, fenuissima MN9S5456  Tan San Nhdt
’Tmmps 14 A tonuissima MN9S5454  Bai Loan
100 LDIT-1.15 A fenuissima MN9S5453  Lam Bbng
S|oerK s A tonuissima misssass  Tan Son Nnat
DN11T-1.16 A, fenuissima MN9S5461 Dk Nong
* | |LDIT-1.16 A fenuissima MN955460 Lam Bong
5t |LD2T-1.16 A fenuissima MNSS5459  Lam Bbng
LDIBL - 14(2) A. fenuissima MT239522  Lam Bng

Hinh 3.3. Cay phat sinh chiing loai gitra 23 mau phan lap Alternaria duogc xay dung
dua trén ving rDNA-ITS st dung phan mém MEGA X véi hé s6 bootstrap 1.000 lan

lap lai.

Loal Aemaria thu thap
LD11L-1.10(2) A. passifiorae MT479112 Lam Bbng
LDI7L-1.10 A passiforae MT478115  Lam Ddng
LD1EL-1.14 A passiiorae MT479114  Lam Bdng
LD4C-1.18  Afemaria spt MT4T9110  Lam Dng
LD12T-5.10 A passifiorae MT479113 Lam Bbng
LDA4T-3.10 A passifiorae MT479111 Lam 85ng
LDIL - 2.11(2) A passifiorae MT479108  Lam Bbng

™ IONOLA 10 A pasitoras NT4T107  DakNong | !
DNGT-4.11 A passifioras MT4TG106  Dak Néng
[DNEL-2.11 A passifiorae MT479105 ‘Dak Nong
[DN3C-1.18  Aftemaria sp1 MT479104 ‘Dak Nong
DNIT4.11 A passiforae MT478102  Dak Néng
LDIC-1.18  Afemaria 5p3 MT479108  Lam Bing
DN2C-1.18  Atemaria sp2 MT479103  Bak Nong
IDN1C-1.18  Aftemaria sp2 MT479101 ‘Dak Nong
LD1T-1.15 A tenuissima MT479099 Lam Bdng

Jimzm 16 A tenuissima MT479100  Lambong | Il
DLOL-914 A ienuissima MT4TO098  Bai Loan
LD1BL-14(2) A tenuissima MT479097  Lam Dbng
CDNK1.13 A tenuissima MT479083  Tan Son Nhit m

= CONK7.13 A tenuissima MTAT3084  Tan Son Nhat
& [DN1T-116 A ienuissima MT479096  Bék Nong
LDIT-116 A tenuissima MT479085  Lam Bbng

I ' 4 ' \ ' ' \
L t t t t t 1 1

0030 00300 0020 o020 o0 00100 ocoso oo

Hinh 3.4. Cay phat sinh chiing loai giita 23 mau phan lap Alternaria duoc xay dung
dua trén ving ACT sir dung phan mém MEGA X véi hé sb bootstrap 1.000 lan lap
lai.
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M&uphan i8p Lodl Aternaria M Genebank Ner thu thép

DN2C-1-18  Altornaria sp2 MT479124  Bak Nang

LDIC-1-18  Atter

LD4C1-18  Atter

@

LDIL-1-10(2)A. passifiorae MT479136  Lam Dang
LD1TL-1-10 A passifiorae MT479137  Lam Dang
LD6L-1-14 A passifiorae MTAT9135  Lam Dng
LD12T-5-10  A. passifiorae MT479133  Lém Dang
LD4T-3-10 A passifiorae MT479132  Lam Dong
T 1LDIL2112) A passiorae MT279131  Lam Bing
DNOL-1-10  A. passifiorae MT479130  Dak Néng
DNBT-4-11 A passifiorae MT479129  Dak Nong !
55 | |DNBL-211 A passifiorae MT4T9128  Dak Nong
DN3C-1-18  Alternaria sp1MT479127  Bék Nong
DN1T-4-11 A passifiorac MT479126  Dak Nong
DN1C-1-18  AMternaria sp2 MT479123  Dak Nong
@

SP3MT479125  Lam Diong
sp4MT479134  Lam Dng

LD18L - 14(2) A. fenuissima MT479138  Lam Bbng n

CDNK-1-13 A tenuissima MT479116  Tan Son Nhat

CDNK-7-13 A tenuissima MTA79117  Tan Son Nhdt

00 oo

oom

o (DNHITA-16 A tenuissima MT479118 ik Néng
= LDIT-1116 A tenuissima MT479113  Lam Bong m
- DLOTL-0-14 A tonuissima MTA79120  BéiLoan
LDT-15 A tenuissina MT&79121  Lém Bing
" lioor116 A tomussima MT4T9122  Lam B
t {
.

Hinh 3.5. Cay phat sinh ching loai gitra 23 mau phan lap Alternaria dugc xay dung
duya trén ving GPDH sir dung phan mém MEGA X véi hé s6 bootstrap 1.000 lan lap

lai.

Biang 3.3. Ma sb trén ngan hang gen (GenBank accession number) clia 23
MPL Alternaria da dugc xac dinh trong nghién ciru nay

Loai Alternaria

M4u phan lap

Accession number ?

ITS ACT GPDH
A. tenuissima LD1T-1.15 MN955453  MT479099 MT479121
A. tenuissima DLO1L-9.14 MN955454  MT479098 MT479120
A. tenuissima CDNK-7.13 MNO955455  MT479094  MT479117
A. tenuissima CDNK-1.13 MN955456  MT479093  MT479116
A. tenuissima LD18L-14(2) MT239522  MT479097 MT479136
A. tenuissima LD2T-1.16 MN955459  MT479100 MT479122
A. tenuissima LD1T-1.16 MN955460 MT479095 MT479119
A. tenuissima DN11T-1.16 MNO955461  MT479096 MT479118
A. passiflorae DN8L-2.11 MNO955463 MT479105 MT479128
A. passiflorae DNO9L-1.10 MN955464  MT479107 MT479130
A. passiflorae LD17L-1.10 MN955465 MT479115 MT479136
A. passiflorae DN1T4.11 MNO955466  MT479102 MT479126
A. passiflorae DN8T-4.11 MN955467  MT479106 MT479129
A. passiflorae LD4C-1.18 MN955468 MT479110 MT479134
A. passiflorae LD1C-1.18 MN955469 MT479110 MT479125
A. passiflorae DN2C-1.18 MN955470  MT479103 MT479124
A. passiflorae DN1C-1.18 MNO955471  MT479101  MT479123
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A. passiflorae DN3C-1.18 MN955472  MT479104  MT479127
A. passiflorae LD4T-3.10 MNO55473  MT479111  MT479132
A. passiflorae LD1L-2.11sp(2) MN955474  MT479109 MT479131
A. passiflorae LD16L-01.14 MNO55475  MT479114  MT479135
A. passiflorae LD11L-1.10sp(2) MN955476  MT479112 MT479136
A. passiflorae LD12T-5.10 MT239521  MT479112 MT479133

3.2. Bic tinh sinh hec caa cac MPL Alternaria

Két qua da ghi nhan cac loai A. tenuissima va A. passiflorae déu sinh
truong tot trén mdi trudng PCA; Nhiét do thich hop 1a 25 — 30°C; Bao tir
nam c6 kha nang song s6t & ngudng nhiét do 45 — 48 °C (loai A. tenuissima)
va ¢ 45 — 50°C (loai A. passiflorae); Anh séang va pH it anh huong dén kha
nang sinh trudng cua A. tenuissima va A. passiflorae.
3.3. Tinh giy bénh cia MPL Alternaria spp. trén 14, qua chanh day va
xéc dinh cé dai, cAy trong nhiém Alternaria trong vuon chanh day bi bénh
dém nau
3.3.1. Kha ning gay bénh ciia MPL Alternaria trén la va qua chanh day
3.3.1.1. Két qua chiing bénh trén 14 chanh day

Hinh 3.6. Triéu chimg bénh dém nau trén 14 chanh day do A. passiflorae va A.
tenuissima gay ra sau 7 ngay ching bénh. (A, D, G): doi chiing khong bénh; (B, E,
H): chiing bénh c6 gay vét thuong, (C, F, ). chiing bénh khong gay vét thiong; (B,
C): do A. passiflorae gay bénh; (E F, H, I): do A. tenuissima gdy bénh, (A-F):
giong Pai Nong 1, (G-1): giong mat ghép.

Thi nghiém chung bénh c6 gay vét thuong, 98,59% s6 mau A.
passiflorae gay bénh trén la chanh day sau 7 ngay chung bénh va 1,41% mau
khong c6 kha ning gy bénh trong diéu kién chung bénh nhan tao. Cac MPL
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A. passiflorae tao vét bénh véi kich thuée khac nhau. Khi chiing bénh khéng
gay vét thuong thi 69,01% MPL A. passiflorae ¢ kha ning giy bénh véi
duong kinh vét bénh dao dong tir 0,19 — 5,78 mm va 30,99% khong c6 kha
nang gy bénh.

A. tenuissima ciing da duoc xac dinh gy hai trén chanh day trong &
Pik Noéng, Lam Dong va hién dién trén ca ngudn ciy gidng nhap khau tir
Pai Loan. Cac mau gy bénh vé6i kiéu chung khong gy vét thuong thi co
duong kinh vét bénh nho hon cac miu gy bénh voi kiéu chiung c6 giy vét
thuong.
3.3.1.2. Két qua chiing bénh trén qua chanh day

Hinh 3.7. Tri¢u chimg bénh trén qui chanh diy sau 14 ngay chung bénh. (A):
Ching A. passiflorae (mdu DNI5T-1.10(1)); (B): Ching A. tenuissima (mdu
CDNK?7.13).

Trong 29 MPL A. passiflorae c6 65,52% mau kha ning giy bénh
trén qua chanh day va 34,48% MPL khong gay bénh trén qua nhung c6 giy
bénh trén 14. Cac MPL A. passiflorae gay bénh véi cac kich thude vét bénh
khac nhau, tir 2,00 — 8,39 mm sau 14 ngay theo ddi. MPL A. tenuissima thi
gy bénh trén qua véi kich thudc vét bénh nho hon cac MPL A. passiflorae,
dao dong tir 2,11 — 7,56 mm va c6 7 MPL A. tenuissima khong c6 kha nang
gy bénh trén qua sau 14 ngay ching bénh.

3.4. Xac dinh cb dai, ciy tréng nhiém Alternaria trong vuon chanh day
bi bénh dém nau

C6 it nhat 8 loai nAm gay bénh ddm trén cy co hoac cy trong xen, trong
xung quanh vuon chanh day & Bak Nong va Lam Dong, bao gom: Alternaria
spp., Curvularia sp., Puccinia sp., Septoria sp., Nigrospora sp.,
Pseudocercospora sp., Colletotrichum sp. Phoma sp., Helminthosporium sp.
va Puccinia sp..

Ving trong chanh day & Lam Pong, Alternaria spp. hién dién trén
c6 cit lon, co song nha 16ng; & Dik Nong thi xuit hién trén co cit lon, co
song nha 10ng va ¢6 man trau. Quan sat hinh thai, phan tich di truyén trén 3
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ving rDNA-ITS, ACT, GPDH va ching bénh nhén tao budc ddu xac nhan
Alternaria spp. gay hai trén cac loai co trong vuon chanh day la loai A.
passiflorae.

3.5. Panh gii kha ning gy bénh ciia MPL Alternaria spp. trén mjt so cy
trong phé bién

ngay ching bénh. (4): Cdy bi do; (B): cdy bau; (C): cdy khé qua; (D, E): cdy khoai
lang; (F, I): cdy ot; (G): cdy cdi xanh; (H): cdy ca chua.

Tinh gay bénh cua A. passiflorae va A. tenuissima duoc xac dinh bang
cach ching bénh nhan tao trén 14 cit rdi ciia 10 loai ciy va trén ciy con cua 12 loai
cdy trong trong diéu kién nha luéi. Két qua cho thay A. tenuissima c6 kha ning
gdy bénh trén 14 diéu, 14 budi, 14 cao su, cdy bau, cay bi do, cdy cai ngot, cay
cai be xanh va cdy ca chua. Trong khi d6, A. passiflorae co kha nang gay
bénh trén 14 cao su, 14 nhan, 14 siu riéng, cdy bau, cly bi do, cdy kho qua,
cay cai be xanh, cay khoai lang, cay 6t, cdy ca chua.

3.6. Xdc dinh sw hién dién ciia ddc 6 alternariol va anh hwéng cia hop
chit thir cAp sinh ra tir Alternaria spp.

3.6.1. Xac dinh sy hién dién dc té alternariol ciia Alternaria spp. bing
phwong phap LC-MS/MS

Két qua phan tich bang 3.4 cho thiy 10 trong s6 13 mau Alternaria
spp. thi nghiém cho két qua duong tinh di voi doc t6 alternariol. Mau DN3T-
2.17 cho kha ning sinh doc t§ cao nhat (0,46 pg/ml), 3/13 mau chi mang tinh
chat dinh tinh, bao gdm mau CDNK7.13, miu CDNK1.13; LD16L-1.14 véi
nong d6 mau < LOQ & khoang néng d6 0,01 pg/ml, 3/13 miu khdng phat hién
doc tb AOH: mau LD1T-1.16; LD2T-1.16 va DN11T-1.16.

Bang 3.4. Két qua phan tich ham lugng AOH trung binh trén mau Alternaria
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. Keét qua
. . x A 1A Ham luong ching bénh
STT Tén loai Mau phén lap AOH trén 14 chanh
(g/mi) L
day
1 A. tenuissima CDNK1.13 + Bénh
2 A. tenuissima CDNK?7.13 + Bénh
3 A tenuissima CDNK18.14(2) 0,03 Bénh
4 A passiflorae DN9L-1.10 0,065 Bénh
5 A passiflorae DN8T-4.11 0,045 Bénh
6 A. tenuissima DN11T-1.16 - Bénh
7 A passiflorae DN3T-2.17 0,46 Khéng Bénh
8 A passiflorae LD4T-3.10 0,02 Bénh
9 A passiflorae LD16L-1.14 + Bénh
10 A tenuissima LD1T-1.16 - Bénh
11 A tenuissima LD2T-1.16 - Bénh
12 A. passiflorae DN1C-1.18 0,145 Khdng bénh
13 A passiflorae DN3C-1.18 0,02 Bénh
14 Sclerotium roflsii Mau tring - -

Ghi chd: (+): Phat hién dgc t6 AOH nong dé nhé hon LOQ (< 0,01 ug/ml); (-):
Khong phat hién dgc to AOH (<LOD), (a): Két qua chuing bénh trén |a chanh day
véi kiéu chiing khong gay vér thirong.

3.6.2. Khdo sat anh hwéng cia cic hop chit thi cip va doc to
alternariol sinh ra tir Alternaria spp.
3.6.2.1. Anh huéng ciia cac hop chit thir cip trén ngon chanh diy Pai
Nong 1

Trén moi truong PC ndm A. passiflorae va A. tenuissima c6 kha
nang sinh ra doc t6 it giy doc hon so v6i 2 dung dich méi truong modified
Fries No.3 va PG. Trong s6 10 miu Alternaria thi nghiém, cac mau déu co
kha ning san sinh doc t6 va gy rung 1a chanh ddy & cac mirc thoi gian nuéi
cay khéac nhau (bang 3.5).
Bang 3.5. S6 14 rung sau khi c¢im ngon chanh diy vao dung dich cic méi
truong da nudi cdy nam Alternaria spp. sau 7 ngay quan sat

Maéi truon N N
Friles No.3g Mai trwong PG Mai trwong PC

stT Maupha

lap bbb Db DD DD DD DD DD DD DD

7 14 21 7 14 21 7 14 21

Alternaria passiflorae

1 DN9L-1.10 3 9 8 3 9 9 0 3 3
2 DN1T-4.11 2 9 6 9 9 9 0 2 6
3 DN8T-4.11 5 9 6 5 9 9 1 3 9
4 DN11T-3.11 4 9 7 6 9 9 3 6 6
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5 DN8L-2.11 1 9 8 3 9 9 4 4 9
6 LD4T-3.10 9 9 9 7 7 9 2 6 9
7 LD12T-5.10 5 9 5 3 9 9 2 2 6
8 LD16L-1.14 9 9 9 2 9 9 3 4 6
Alternaria tenuissima
1 CDNK1.13 9 9 9 6 9 9 3 3 9
2 CDNK7.13 5 9 9 9 9 9 2 6 9
MBoi truong tring 1 3 3 1 4 3 2 3 3
Nudc cét vo tring 0 3 2 1 4 1 1 0 2

Ghi chu: (DD7) la dung dich nudi nam Alternaria sau 7 ngay nudi u; (DD14) la
dung dich nudi ndm Alternaria sau 14 ngay nudi «; (DD21): 1a dung dich nudi nam
Alternaria sau 21 ngay nudi .

3.6.2.2. Anh hwéng cia doc té alternariol trén 14 chanh diy Pai Nong 1
véi diéu kién chiing bénh trong phong thi nghiém

Két qua duogc trinh bay ¢ bang 3.6 cho thdy chi c6 dung dich
chira bao tir nAm c6 kha ning gay bénh trén 14 chanh ddy Dai Néng 1 va
cac dung dich con lai (SS, AAS, AOH, H,0, MT) khéng c6 biéu hién
triéu chung bénh (ké ca dung dich doc t6 AOH). Trén l4 chanh day vét
bénh c6 dang hinh tron ddng tim, ban dau c6 mau vang nhat sau khi
bénh phat trién dan chuyén sang mau vang sam hon va giy thdi 14 ¢
tam.
Bang 3.6. Anh hudng ctia hop chét trong dung dich nudi ndm Alternaria trén
14 chanh day Pai Nong 1 sau 7 ngay ching

Biéu hién triéu chirng bénh

M4u phan lap C6 gay vét thuong Khong gay vét thuwong
SS AAS AOH H,0 MT SS AAS AOH H,0 MT
CDNK1.13 * ) ) ) ) * ) i i i
CDNK?7.13 * . . . . *
CDNK18.14(2) *~ § -
DN11T-1.16 * . . . . *
LD4T-3.10 * . . . . *
LD9L-1.10 * . . . . *
DN8T-4.11 * ) ) ) ) *
LD16L-1.14 * i i i . i
DN3C-1.18 * i i i . "

Ghi chu: SS: Dung dich bao tw nam; AAS; Dung dich méi truong da nuéi cay
nam Alternaria spp.; AOH: Dung dich chat chuan alternariol; H,0: nuéc cdt vo
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trung; MT: Dung dich moi truong; Sf): C0 biéu hi¢n triu ching bénh hodgc c6 phan
nEng 26 Shah sing v g ik i bon, 0 1€ e tried chiing benh hoge
THAO LUAN CHUNG

Bénh dém nau chanh day dugc ghi nhan tir nim 2011 véi mac do
phd bién xuat hién thuong xuyén dén nhiéu va duoc ghi nhan do tac nhan
Alternaria gay ra, cO tan suat xuat hién 66,67 — 79,69% trén la va qua chanh
day trong tai Pik Nong va Lam Ddng (Trung tdm Kiém dich thuc vat sau
nhap khau 11, 2011). Bén canh 100% ngudn cay giéng 1a nhap noi da duoc
ghi nhan c¢6 nguy co nhap ndi nguon bénh, chua cé nghién ciu va minh
chung. Két qua thuc hién trong 5 ndm véi ngudn mau thu thap va phan 1ap tur
cac ving trong chanh day chinh tai Bak Nong, Lam Bong va cay giéng nhap
noi da duoc xem xét, mo ta, phan tich tir mic do phan tr dén hinh théi bao
ttr V6i cac phuong phap thudng quy trong nganh bao vé thuc vat, sic ky, giai
trinh tu va dung kinh hién vi dién tir & ghi nhan hinh théai bao tor & muc do
phong dai 16n (270 — 4.500 lan). Két qua da ching minh rang c6 it nhat 2 tac
nhan gay bénh cho 14 va qua chanh day hién dang trong tai Viét Nam.
Alternaria passiflorae da duoc ghi nhan trong céc tai liéu cong bd ¢ nudc
ngoai va duoc ghi nhan gan day (Nguyén Vian Tuit va cong su, 2019) tai
Viét Nam. Tong hop cho thiy, A. alternata chua ghi nhan trén cay chanh day
tai Viét Nam va A. passiflorae 12 loai phé bién, bén canh A. tenuissima méi
dugc ghi nhan trong nghién ctru nay. Pay la loai ky sinh chinh trén cay
chanh day 1am géc ghép, nhap noi vao Viét Nam dugc phan lap luu giir tai
Trung tdm Kiém dich thuc vat sau nhap khau I1. Két qua caa nghién ciu cho
thay A. passiflorae thé hién triéu ching bénh trén 14 va trén qua chanh day
rat khac biét so véi tridu chirng bénh do loai A. tenuissima gay ra. Didu nay
c6 ¥ nghia trong viéc nhan dang tac nhan gay bénh va phat trién phuong
phap dinh danh phuc vu céng tac kiém dich thyuc vat. Nhitng dit liéu vé hinh
théi hoc, dic biét hinh anh dudi kinh hién vi dién tor da xac nhan A.
tenuissima voi diac diém khac A. sesami dugc ghi nhan bai V6 Thi Dung va
cong su (2019). Phan nhom phén tr véi 3 vung DNA nhu ITS, ACT
va GPDH cho thdy cac mau phan lap thudc loai A. passiflorae ludn tao thanh
nhom phan biét véi loai A. tenuissima véi mot s thay doi tly thudc vao
viing DNA phan tich. Dit liéu phan tir cong bé trén genbank 1a nguon dir ligu
hitu ich ding so sanh va xac dinh sy bién ddi di truyén cua tac nhan gay
bénh trong tuong lai. Dac diém phan tr ving ITS, ACT va GPDH cua hai
loai gilp theo dBi sy bién dong quan thé theo thoi gian, ky chi va moi
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truong, ciing nhu str dung cho xac dinh nguén gbc tac nhan, dac biét cho
truong hop A. tenuissima. Mot trong nhitng yéu té quan trong trong bao vé
thuc vat 1a thong tin ddy da vé cau tric di truyén cia quan thé sinh vat gay
bénh va nhiéu thdng tin hon s& dam bao hiéu qua chon lya chién lugc kiém
soat. Vi du nhu nghién ciru xac dinh doc té AOH sinh ra tir A. passiflorae va
A. tenuissima nhiam cung cap thém co s& dit liéu vé tac nhan gy bénh trong
mbi lién quan giira doc té va tinh doc cua Alternaria. D3 cing cb két luan
rang A. passiflorae va A. tenuissima la hai loai hién dién trén chanh day dang
trdng tai Viét Nam hién nay. Dua trén két qua cd thé dé xuat mot quy trinh
phan biét mau phan 1ap dwa vao moi truong nudi cdy, nhiét do nudi u, nhiét
do tac dong Ién bao tir va nhom phan tir. Vi du su khac biét gitta mau sic
khuan lac, su phan bd, su sinh trueng cua khuan ti trén méi truong nhan tao
cua 2 loai Alternaria. Sy phan biét nhanh va chinh xac tén loai gitp kiém
soat bénh c6 hiéu qua boi vi loai A. tenuissima chi tan cong vao phan géc
ghép la chinh, din dén viéc loai bo triét dé chdi goc ghép l1a bién phap hitu
hiéu va ton it chi phi.

Nhitng két qua chang bénh nhan tao, chang trén nhiéu loai cay trong
dai ngy va ngan ngay cho phép xac dinh ngudn ky cha/ky cha phu cua loai
Alternaria tir d6 dé xuét co cdu cay trong hoic quy hoach viing trong chanh
day khoa hoc va an toan hon giam chi phi ding thudc hoé hoc. Vung trdng
chanh day nén cé khoang cach véi cay trong dai ngay nhu sau rleng, cao su,
nhin, budi, diéu hoic khéng nén trong gan véi cac loai cay ngén ngay nhu
cai be xanh, cai ngot, khoai lang, bi do, khd qua, bau, ca chua, 6t. Dac biét
két qua phat hién cay c6 song nha 16ng la ngudn ky chu cé thé phét tan
ngudn bénh so cip va thu cap, can duoc 1am vé sinh triét dé trong ving
trong chanh day. Nhiing dir liu vé dic diém coa tung lodi nim A.
passiflorae va A. tenuissima, kha ning gay bénh I co so dé dé xuét cac bién
phap phong trir hidu qua an toan sinh hoc, tuy nhién dic diém bién d6i tinh
gay bénh giita cac mau phan lap, dic biét tinh gay bénh chuyén biét la tre
ngai cho dé xuat bién phap phong ngira mang tinh bén virng.

KET LUAN VA PE NGHI
KET LUAN
1. Xac dinh duoc co6 hai loai Alternaria gy bénh ddm nau trén chanh
day, A. passiflorae va A. tenuissima, triéu ching va dic diém gay bénh c6
su khéc biét. A. passiflorae gay bénh véi kich thudce vét bénh nho hon A.
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tenuissima va xuit hién phd bién hon loai A. tenuissima. Trong d6, A.
tenuissima 1a loai dugc phén lap trén ngudn cdy gidng chanh day nhap noi.

2. Phan tich 3 vang DNA ITS, ACT va GPDH cho thiy cac miu phan
1ap thudc A. passiflorae luén tao thanh nhém phéan biét véi A. tenuissima.
Dir liéu phan tir ciia 23 MPL Alteranaria duoc cong bd trén genbank 13
ngudn dit lidu hitu ich dung so sanh va xac dinh su bién d6i di truyén cua
tac nhan gay bénh.

3. Nhiét do thich hop cho su sinh truong cua A. passiflorae va A.
tenuissima 1 25 — 30°C; Bao tir c6 kha ning sdng sot & ngudng nhiét do 45
— 48°C d6i voi loai A. tenuissima va & 45 — 50°C d6i véi loai A.
passiflorae.

4. Cé song nha long (Bidens pilosa L.) trong vuon chanh day 1a noi luu
ton nguon A. passiflorae; Cac loai co dai va cdy trong nhu ¢6 song nhi ring
to, co cut lon, c¢6 kim thét, co vi clc, co rudt ga 16n, co tuc doan rau, cd rang
tay son, co nghé, cuc di quy, rau dén com, c6 tuc tung to, co tac hinh ria, ¢o
dusi chdn, c6 man triu, ¢ dudi voi, co hoi, co kim tht, bi do, bo, ca chua, ca
tim, ca phé vdi, ca phé che, lac, dinh ling, dinh ling 1a nhon, ciy trimg c4,
hoa lay on, khoai lang, 6t, mit khong phai la ky chu cta A. tenuissima va A.
passiflorae. Cac cay trong nhu didu (Anacardium occidentale), budi
(Citrus grandis), cao su (Hevea brasiliensis), bau (Lagenaria siceraria), bi
do (Cucurbita maxima), cai ngot (Brassica integrifolia), cai be xanh
(Brassica juncea) va ca chua (Solanum lycopersicum) 1a ky cha cua A.
tenuissima; Cay cao su (Hevea brasiliensis), nhdn (Dimocarpus longan),
sdu riéng (Durio zibethinus), bau (Lagenaria siceraria), bi do (Cucurbita
maxima), khd qua (Momordica charantia), cai be xanh (Brassica juncea),
khoai lang (Ipomoea batatas), 6t (Capsicum annuum L.) va ca chua
(Solanum lycopersicum) 1a ky chu cia A. passiflorae.

PE NGHI

1. Kiém soat ngudn bénh Alternaria spp. du nhap vao Viét Nam qua
cdy gidng chanh diy nhap khau thong qua kénh kiém dich thuc vat.

2. Xay dung quy trinh phat hién va phan biét loai Alternaria trén cay
chanh day phuc vu cong tic kiém tra phat hién tac nhan gay bénh cho cac
phong thi nghiém.

3. Nghién ctu xdy dung quy trinh phong trir bénh dém nau.
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