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Orchid growing activities are popular in Vietnam, especially Dendrobium 
anosmum. In Thai Nguyen, orchid gardens often have canker disease on D. 
anosmum plants. In this study, fungal composition belonging Fusarium genus 
was isolated from diseased leaf and root by baiting method. Typical symptoms 
are sores on the stem, leaves turn yellow, wilt, dry and die. The morphology, 
taxonomy and pathogenicity of the pathogens causing canker disease were 
investigated in orchids in Thai Nguyen city, Vietnam. From ITS1 and ITS4 
sequence analysis, Fusarium proliferatum was identified as the pathogen 
causing canker disease in D. anosmum. This species was pathogenic in 
inoculation trials using seedlings. They cause canker diseases commonly in 
Thai Nguyên city, so further research is needed to manage the disease. 
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Hoạt động gây trồng hoa lan đang phát triển mạnh ở Việt Nam, đặc biệt là 
lan Phi điệp. Tại Thái Nguyên, các vườn trồng hoa lan thường xuyên xuất 
hiện bệnh loét thân trên cây hoa lan Phi điệp. Nghiên cứu này nhằm mô tả 
đặc điểm hình thái, định loại và tính gây bệnh của các chủng nấm thuộc 
chi Fusarium gây bệnh loét thân phân lập từ cây hoa lan bị bệnh tại Thái 
Nguyên. Triệu chứng điển hình là trên thân có vết loét, lá cây chuyển vàng, 
héo, khô và chết. Kết quả giám định bằng phương pháp chỉ thị phân tử với 
việc sử dụng cặp mồi ITS1 và ITS4 đã xác định các mẫu nấm gây bệnh loét 
thân hoa lan thuộc loài Fusarium proliferatum. Nấm F. proliferatum gây 
bệnh khi gây bệnh nhân tạo trên cây con. Chúng gây bệnh phổ biến trên 
các vườn lan ở Thái Nguyên, do đó cần có các nghiên cứu sớm để quản lý 
dịch bệnh. 

Từ khóa:

Bệnh loét thân, Hoa lan, 
Fusarium proliferatum,  
Phi điệp.

1. Đặt vấn đề

Trong những năm gần đây hoa lan ngày càng được 
ưa chuộng không chỉ vì giá trị thẩm mỹ mà còn có giá 
trị kinh tế cao, được nhiều nhà vườn sưu tầm và gây 
trồng. Hoa lan (Orchids) là một họ thực vật lớn nhất 
với khoảng 25.000-30.000 loài thuộc khoảng 600-800 
chi và chiếm hơn 10% tổng số các loài hoa trên toàn 
thế giới [6], [14]. Hoa lan phân bố rộng khắp ở nhiều 
quốc gia, trong đó Việt Nam đã ghi nhận hơn 750 loài 
[2], [3]. Trong những năm qua, hoạt động trồng hoa 
lan cũng đã phát triển rất mạnh ở Việt Nam [16]. Hoa 
lan Phi điệp là loài có giá trị thẩm mỹ và kinh tế cao, 
nên được nhiều nhà vườn sưu tầm và gây trồng. Chính 
sự phát triển ồ ạt và thay đổi điều kiện sống đã gây 
ra một số loài sâu bệnh hại làm ảnh hưởng tới sinh 
trưởng và phát triển của cây lan, gây thiệt hại kinh tế 
cho nhà vườn.  

Bệnh hại hoa lan chủ yếu gây ra bởi nấm, virus và 
vi khuẩn; như vi khuẩn Enterobacter cloacae gây thối 
nhũn trên các loài hoa lan Calanthe discolor, C. furcate, 
Habernaria radiata, Miltonia sp. và Phaius minor [17], 
vi khuẩn Burkholderia gladioli gây thối nhũn trên các 
loài Dendrobium spp., Oncidium spp., Miltonia spp. 
[11]. Vi khuẩn Erwinia chrysanthemi gây thối nhũn phổ 
biến trên hoa lan hồ điệp và denro [1], [13], [12]. Vi 
khuẩn E. carotovora gây thối nhũn hoa lan Dendrobium 
sp., Mokars sp. Oncidium sp. và Phalaenopsis sp. ở TP. 
Hồ Chí Minh [8], trên hoa lan hồ điệp Phalaenopsis sp. 
tại Hà Nội, trên địa lan Terrestrial cymbidium ở Sapa 
[7], [18]. Vi khuẩn Pantoea ananatis là nguyên nhân 
gây bệnh thối lá trên hoa lan Hoàng nhạn, Tam bảo sắc 
tại Hòa Bình [4].

Hiện nay, bệnh loét thân trên cây hoa lan ngày càng 
phổ biến tại các vườn lan trong cả nước, đặc biệt là loài 
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hoa lan Phi điệp. Bài báo này trình bày kết quả nghiên 
cứu nguyên nhân, xác định sinh vật gây hại hoa lan Phi 
điệp tại Thái Nguyên từ đó có những khuyến cáo phòng 
trừ hiệu quả.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu nghiên cứu

- Mẫu bệnh loét thân trên cây hoa lan phi điệp thu 
tại các nhà vườn ở Thái Nguyên. 

- Lá, cây hoa lan phi điệp khỏe mạnh.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

- Phương pháp thu mẫu hoa lan bị bệnh loét thân 
trên cây lan

Thu các mẫu hoa lan bị bệnh loét thân tại các vườn 
trồng lan tập trung và hộ gia đình tại Thái Nguyên. Tiến 
hành thu tại 10 vườn, mỗi vườn thu 5 mẫu thân cây bị bệnh.

Các mẫu cây bị bệnh được bảo quản trong các túi 
giấy, được mã hóa rõ ràng, trong điều kiện nhiệt độ từ 
24-26oC, sau đó đưa về phòng thí nghiệm để phân lập 
nấm gây bệnh.

- Phương pháp phân lập sinh vật gây bệnh

Phân lập nấm Fusarium gây bệnh từ các mẫu cây 
bị bệnh bằng phương pháp bẫy ẩm, cấy chuyển các thể 
mang bào tử hữu tính trên môi trường PDA có bổ sung 
kháng sinh Streptomycin. 

Trong vòng 48 giờ sau khi phân lập, tiến hành thuần 
khiết các mẫu nấm bằng cách cấy đỉnh sinh trưởng sợi 
nấm sang môi trường PDA mới.

 - Phương pháp xác định tính gây bệnh của các 
chủng nấm

Cây giống được nhân Kie từ cùng nguồn cây mẹ, 
đảm bảo tính đồng nhất cho thí nghiệm. Đánh giá tính 
gây bệnh trên cây con được thực hiện theo phương 
pháp của O’Gara và đồng tác giả (1997) [15] có điều 
chỉnh, cụ thể như sau: Sử dụng cây lan phi điệp 1 năm 
tuổi. dùng dao vạt lớp vỏ dài 0,8 cm ở giữa thân, đục 
một miếng môi trường đường kính 0,5 cm có chứa 
sợi nấm úp vào vết thương, đặt bông ẩm phía ngoài 
và dùng parafin bọc kín. Mỗi mẫu nấm thí nghiệm gây 
bệnh cho 10 cây, lặp lại 3 lần. Nuôi cây đã nhiễm bệnh 
trong lồng có phủ nilon cách ly, chăm sóc hàng ngày 
và tưới đủ ẩm. 

Sau 20 ngày, tiến hành kiểm tra và đo chiều dài vết 
bệnh. Phân cấp khả năng gây bệnh dựa vào chiều dài 
của vết bệnh (L) với 5 cấp, cụ thể như sau: L = 0 cm 
(không gây bệnh), L ≤ 5 cm (gây bệnh yếu), 5 cm < L ≤ 
10 cm (gây bệnh trung bình), 10 cm < L ≤ 15 cm (gây 
bệnh mạnh), L > 15 cm (gây bệnh rất mạnh).

Cấp bệnh trung bình (DI) được xác định theo công 
thức: DI = (Ʃni × vi)/N

Trong đó: ni. số cây bị hại ở cấp bị bệnh i; vi. trị số 
của cấp bị bệnh thứ i; N. tổng số cây 

Dựa trên cấp bệnh trung bình (DI), mức độ bị bệnh 
được xác định như sau: DI = 0 (không gây bệnh); 0 
< DI ≤ 1 (gây bệnh yếu); 1 < DI ≤ 2 (gây bệnh trung 
bình); 2 < DI ≤ 3 (gây bệnh nặng); 3 < DI ≤ 4 (gây bệnh 
rất nặng).

- Phương pháp định danh sinh vật gây bệnh 

Phương pháp nghiên cứu đặc điểm hình thái: Mô 
tả đặc điểm hình thái các giai đoạn phát triển của các 
mẫu nấm gây bệnh. Mô tả các dạng bào tử của nấm trên 
kính hiển vi quang học Olympus BX50. Xác định tên 
khoa học các mẫu sinh vật gây hại bằng khóa phân loại 
[10], [19].

 Phương pháp định danh sinh vật gây hại bằng chỉ 
thị phân tử: Tách ADN: Sinh khối được chia nhỏ và đưa 
vào ống eppendorf 1.5 ml đã bổ sung 500 µl 2×SSC. 
Lắc đều và ủ ở 99°C trong 10 phút. Ly tâm 13.000 
vòng/phút trong 2 phút. Hút bỏ phần dịch và tiến hành 
rửa tế bào 1 lần bằng nuớc cất vô trùng. Thêm khoảng 
100 µl hạt thủy tinh có đường kính 0,2 - 0,5 mm (Roth, 
Đức), 100 µl dung dịch phenol/chloroform (tỉ lệ 1:1) và 
100 µl nước cất vô trùng. Lắc ở 1.400 vòng/phút trong 
10 phút trên máy Thermocomfort (Eppendorf, Đức) sau 
đó ly tâm 13.000 vòng/phút trong 10 phút. Lấy phần 
dịch trong phía trên có chứa ADN làm khuôn cho phản 
ứng PCR. ADN sau khi tách chiết được giữ ở -20°C.

Phân  đoạn  rADN của vi sinh vật được khuyếch đại bằng 
các mồi ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) 
và ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), trên 
thiết bị C1000 TouchTM Thermal Cycler (Bio-Rad, 
Mỹ) với chương trình nhiệt được thiết lập với pha biến 
tính ở 94°C trong 3 phút kế tiếp là 30 chu kỳ nhiệt 
(94°C trong 30 giây, 52°C trong 30 giây và 72°C trong 
1 phút). Quá trình khuyếch đại được hoàn tất ở 72°C 
trong 10 phút và sau đó sản phẩm PCR được bảo quản 
ở 10°C. 

Sản phẩm PCR sau khi khuyếch đại được phân tích 
trình tự tại hãng 1st BASE (Malaysia). Các chuỗi ADN 
được so sánh với cơ sở dữ liệu của GenBank thông qua 
giao diện tìm kiếm BLAST nucleotide-nucleotide đặt 
tại National Center for Biotechnology Information, 
Bethesda, Mỹ. Các chuỗi liên quan được chuyển tải về 
sau đó xử lý bằng phần mềm BioEdit [9].

- Phương pháp xử lý số liệu: 

Số liệu được xử lý bằng phần mềm GenStat 12.1 để 
phân tích sự sai khác các chỉ tiêu thống kê.

3. Kết quả và thảo luận

3.1. Triệu chứng của bệnh loét thân trên cây lan

Trên thân có vết loét, màu sắc tại vết loét thường 
đậm hơn xung quanh. Khi mới bị bệnh, vết loét khó bị 
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phát hiện, sau đó màu chuyển vàng, vàng đậm rồi nâu 
và nâu đen. Sau khi cây bị bệnh, lá cây sẽ bị chuyển 
màu vàng, lá héo, đoạn thân phía trên vết bệnh cũng bị 
héo, khô và chết. Kết quả thu mẫu bệnh tại 10 vườn hoa 
lan tại Thái Nguyên thu được 50 mẫu thân bị bệnh loét 
thân với tỷ lệ bị bệnh từ 10-20%.

   

Hình 1: Cây hoa lan Phi đi bị bệnh loét thân

3.2. Kết quả phân lập

Từ các mẫu cây bị bệnh thu được ngoài hiện trường 
đã phân lập và thuần khiết được 8 mẫu nấm. Dựa vào 
đặc điểm hình thái và khả năng sinh trưởng của các 
chủng nấm có đặc điểm hình thái giống nhau sợi mịn, 
màu trắng đến trắng sữa, sinh trưởng khá chậm trên môi 
trường PDA.

3.3. Tính gây bệnh 

Kết quả cho thấy tính gây bệnh của 8 chủng nấm và 
1 công thức đối chứng (sử dụng môi trường PDA) khi 
gây bệnh nhân tạo trên cây lan Phi điệp có sai khác rõ 
với P < 0,001

Bảng 1: Tính gây bệnh của các chủng nấm trên cây

Chủng Chỉ số bệnh Khả năng gây 
bệnh

TN1 2,33 Mạnh
TN3 1,55 Trung bình
TN4 3,76 Rất mạnh
TN11 2,56 Mạnh
TN12 0,71 Yếu
TN13 1,24 Trung bình
TN14 3,44 Rất mạnh
TN33 0,45 Yếu

Đối chứng 0,00 Không
Lsd 0,18  
Fpr <0,001  

Dựa trên cấp bệnh trung bình (DI), mức độ bị bệnh 
được xác định như sau: 2 chủng gây bệnh rất mạnh 
(TN4 và TN14), 2 chủng gây bệnh mạnh (TN1 và 
TN11), 2 chủng gây bệnh trung bình (TN3 và TN13) và 
2 chủng gây bệnh yếu (TN12 và TN33).

   

a)                   b)                         c)
Hình 2: Cây hoa lan Phi điệp sau khi gây bệnh 20 ngày

a. chủng TN14 gây bệnh rất mạnh; b. chủng TN33 
gây bệnh yếu; c. đối chứng

Những đặc điểm này gần giống với triệu chứng thối 
nhũn trên các loài hoa lan Hồ điệp đã được mô tả, [1], 
[13], [12]. Tuy nhiên, vết bệnh trên thân Phi điệp có xu 
hướng khô và rõ vết loét hơn so với  triệu chứng bệnh 
thối nhũn trên các loài hoa lan Hồ điệp, Hoàng nhạn và 
Tam bảo sắc đã được mô tả [8], [18], [4].

Trong những nghiên cứu trên thế giới, các loài vi 
khuẩn đã được nghi nhận là nguyên nhân gây bệnh thối 
lá hoặc thối nhũn trên các loài hoa lan như vi khuẩn 
Enterobacter cloacae [18], Burkholderia gladioli [11] 
và Erwinia chrysanthemi [1], [12],... Ở Việt Nam, vi 
khuẩn Erwinia carotovora đã được xác định là một 
trong những nguyên nhân gây thối nhũn hoa phong lan 
ở TP. Hồ Chí Minh [8], Hà Nội [18] và địa lan ở Sapa 
[7]. Nghiên cứu của lần đầu ghi nhận vi khuẩn Pantoea 
ananatis là nguyên nhân gây thối lá các loài hoa lan 
Hoàng nhạn và Tam bảo sắc tại tỉnh Hòa Bình [4]. Loài 
vi khuẩn này đã được xác định là nguyên nhân gây bệnh 
trên một số loài cây trồng và cần được quan tâm nghiên 
cứu các biện pháp quản lý khi hoạt động gây trồng hoa 
lan thương mại ngày càng phát triển ở Việt Nam.

3.4. Đặc điểm hình thái các chủng nấm

Đặc điểm hệ sợi và bào tử của các chủng nấm gây 
bệnh loét thân hoa lan rất đồng nhất. Hệ sợi nấm ở 
giai đoạn còn non và ở giai đoạn già khi nuôi trên môi 
trường PDA có màu trắng hoặc trắng sữa. Mặt sau của 
hệ sợi có màu trắng sữa. Bào tử vô tính, bào tử lớn có 
4 - 8 vách ngăn, kích thước 44,5-65,5 x 3,5-5,5 µm, 
đầu bào tử lớn có móc hoặc gần thẳng. Bào tử nhỏ hình 
ô van, có 0 - 1 vách ngăn, kích thước 3,0-6,0 x 1,0-2,5 
µm. Kết quả phân loại bằng hình thái thông qua các đặc 
điểm của hệ sợi và bào tử và so sánh với các khóa phân 
loại đã sơ bộ xác định các chủng nấm gây bệnh là các 
loài nấm thuộc chi Fusarium [10], [19].

Hình 3: Hệ sợi và các dạng bào tử của nấm gây bệnh

a. hệ sợi; b. bào tử lớn; c. bào tử nhỏ
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3.5. Kết quả định danh bằng chỉ thị phân tử

Trình tự đoạn gen ITS của 4 chủng nấm gây bệnh 
mạnh và rất mạnh được so sánh với các chủng tham 
chiếu thuộc chi Fusarium, thông tin cụ thể được trình 
bày trong cây phả hệ (Hình 4).

Hình 4: Cây phả hệ kết hợp với các loài thuộc chi Fusarium 
dựa trên đoạn gen ITS (ADN ribosomal ITS) và các chuỗi 

đệm được chuyển tiếp bên trong (5.8S rDNAITS)

Trình tự đoạn gen ITS của 4 chủng nấm gây bệnh 
được so sánh với các chủng tham chiếu thuộc các loài 
Fusarium proliferatum, Fusarium acutatum, Fusarium 
concentricum, Fusarium verticillioides, Fusarium 
sacchari và Fusarium solani được tải về từ cơ sở dữ 
liệu ngân hàng gen (NCBI GenBank). Cây phả hệ được 
xây dựng bằng phần mềm MEGA 7 (Hình 4). Giá trị 
bootstrap bằng hoặc lớn hơn 50% thu nhận từ 1.000 lần 
gieo được thể hiện. Mã số GenBank của các trình tự 
được đưa ra sau tên loài.

Mồi ITS đã được dùng để giải mã trình tự đoạn gen 
rDNA-ITS của các chủng nấm F. solani gây bệnh chết 
cây Dalbergia sissoo, định danh nấm F. decemcellulare 
và F. proliferatum gây hại cây xoài và cam [10] và 
định danh nấm gây bệnh thối rễ cam ở Ý, Tunisia, Hy 
Lạp và Ai Cập [19]. So sánh trình tự đoạn gen ITS 
của bốn chủng TN1, TN4, TN11 và TN14 với chủng 
tham chiếu GQ167231 đã xác định chúng thuộc loài 
F. proliferatum. Loài nấm F. proliferatum này cũng đã 
được xác định là sinh vật gây bệnh trên cây cam ở Hàn 
Quốc [10], ở Châu Âu và Bắc Phi [19] và ở Quảng 
Ninh, Việt Nam [5].

Kết quả nghiên cứu trên hoa lan tại Thái Nguyên 
cũng đã xác định được loài nấm F. proliferatum gây 
bệnh loét thân. Kết quả gây bệnh nhân tạo cho thấy 
chúng gây bệnh mạnh và rất mạnh đối với cây hoa lan 
Phi điệp. Nấm F. proliferatum cũng đã được ghi nhận là 
sinh vật gây bệnh chính đối với cây cam ở Ý, Tunisia, 
Hy Lạp và Ai Cập [19]. Các nghiên cứu ở Việt Nam đã 
ghi nhận nấm F. proliferatum gây bệnh trên cây cam 
ở Quảng Ninh [5]. Để đảm bảo phát triển cây hoa lan 
một cách bền vững và hiệu quả, rất cần nghiên cứu biện 
pháp phòng trừ loài sinh vật gây bệnh nêu trên.

4. Kết luận

Nấm Fusarium proliferatum được xác định là 
nguyên nhân gây bệnh loét thân trên cây hoa lan Phi 

điệp tại Thái Nguyên. Triệu chứng điển hình là trên 
thân có vết loét, lá cây chuyển vàng, héo, khô và chết.
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