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TÓM TẮT
Nghiên cứu này được thực hiện nhằm đánh giá khả năng kháng nấm của nanochitosan kết hợp axit propionic (PA) trong việc ức chế sự sinh trưởng và phát triển của nấm Fusarium solani ở điều kiện in vitro và in vivo. Sự kết hợp của nanochitosan với PA thể hiện khả năng kháng nấm F. solani cao hơn so với sử dụng đơn lẻ PA. Nồng độ các chất sử dụng càng cao, khả năng kháng nấm càng cao. Ở điều kiện in vitro, nồng độ PA 0,16% ức chế hoàn toàn sự sinh trưởng và phát triển của nấm F. solani trong khi PA 0,04% có khả năng ức chế trên 50% sự phát triển của chúng. Sự kết hợp nanochitosan ở các nồng độ khác nhau 0,01%, 0,02% và 0,04% với PA 0,04% kìm hãm mạnh mẽ sự phát triển của nấm bệnh. Nồng độ 0,01% nanochitosan kết hợp PA 0,04% đã ức chế hoàn toàn sự nảy mầm của nấm sau 24 giờ. Nấm không thể phát triển ở nồng độ nanochitosan 0,04% kết hợp PA 0,04%. Ở điều kiện in vivo, nanochitosan 0,4% kết hợp PA 0,04% gây ức chế lên đến 62,16% sự phát triển đường kính vết bệnh trên cà chua nhiễm F. solani. Có thể thấy rằng, nanochitosan kết hợp PA đã nâng cao khả năng kháng nấm của nanochitosan.
Từ khóa: axit propionic, bảo quản cà chua, bệnh sau thu hoạch, Fusarium solani, nanochitosan
1. MỞ ĐẦU
[bookmark: _Toc388459830]Trong các loài thuộc chi Fusarium gây thối quả cà chua sau thu hoạch, F. solani được ghi nhận là loài điển hình, chiếm 34%. Các sợi nấm F. solani có thể dễ dàng thâm nhập sâu vào trái cây thông qua các vết thương, hệ sợi nấm mở rộng vào trung tâm của quả, giảm nhanh độ cứng, các mô bị mục nát, sũng ướt và bị bao phủ bởi hệ sợi nấm màu trắng (Abu Bakar và cs., 2013). Để phòng trừ bệnh thối trên cà chua do F. solani gây ra, cần có một phương thức phòng trừ bệnh sao cho vừa đạt hiệu quả kháng nấm cao, vừa đảm bảo được chất lượng vệ sinh an toàn thực phẩm và thân thiện với môi trường.
Chitosan là một polymer sinh học dễ phân hủy, không độc, rẻ tiền và có tính năng đặc biệt hữu ích trong bảo vệ thực vật là kháng nấm và kích thích cơ chế phòng vệ ở thực vật (Badawy và Rabea, 2011, Xu và cs., 2007). Tuy nhiên, độ nhớt cao và không hòa tan trong nước nên chitosan chưa thể hiện đầy đủ hoạt tính sinh học của một polycation đặc biệt có nguồn gốc tự nhiên, phạm vi ứng dụng hạn chế. Nanochitosan với kích thước nanomet siêu nhỏ, diện tích bề mặt lớn nên có khả năng kháng khuẩn cao hơn chitosan nhờ khả năng xâm nhập vào tế bào nhanh và sâu hơn. Chính những đặc điểm vượt trội này mà nanochitosan đang được quan tâm nghiên cứu để ứng dụng hiệu quả trong các lĩnh vực khác nhau (Cota-Arriola và cs., 2013). 
Axit propionic (PA) là một loại thuốc diệt nấm, diệt khuẩn được sử dụng trong bảo quản các loại ngũ cốc, bảo quản hạt, thức ăn gia cầm và nước uống cho gia súc, gia cầm (Haque và cs., 2009). Mặc dù PA là chất bảo quản có hiệu quả nhưng theo Poverenov và cs. (2013), PA là chất dễ bay hơi, làm giảm hiệu quả kháng nấm của nó. Do đó, PA cần được duy trì sự tồn tại của chúng trong quá trình sử dụng. Rahman (2013) đã chứng minh sự kết hợp chitosan với các chất diệt nấm khác nhau như PA, Teldor, Switch để nghiên cứu khả năng kháng nấm đã làm giảm hàm lượng chất diệt nấm tổng hợp sử dụng nhờ vào khả năng phối hợp ức chế cũng như khả năng tạo màng của chitosan. 
[bookmark: _Toc386735075][bookmark: _Toc388547153]Việc sử dụng của nanochitosan hay PA đơn lẻ đã được nghiên cứu và công bố rộng rãi (Chien và Chou, 2006; Al-Hetar và cs., 2010). Tuy nhiên, sự kết hợp giữa nanochitosan và các chất bảo quản như PA chưa thu hút được nhiều sự quan tâm. Do đó, nghiên cứu khả năng kháng nấm F. solani bởi nanochitosan kết hợp PA có ý nghĩa thực tiễn cao.
2. NỘI DUNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
[bookmark: _Toc386735076][bookmark: _Toc388547154]2.1. Vật liệu nghiên cứu
[bookmark: _Toc386735077][bookmark: _Toc388547155]2.1.1. Quả cà chua
Cà chua sử dụng trong các thí nghiệm được lựa chọn và thu mua tại chợ đầu mối Bãi Dâu, phường Phú Hậu, thành phố Huế. Cà chua được chọn lựa đồng đều về kích thước, màu sắc, không bị tổn thương cơ học hay nhiễm bệnh.
[bookmark: _Toc386735079][bookmark: _Toc388547157]2.1.2. Chất kháng nấm axit propionic và nanochitosan
Axit propionic dạng lỏng có độ tinh khiết 95% được cung cấp bởi công ty Kemin Việt Nam. Chế phẩm nanochitosan được chuẩn bị theo phương pháp của Nguyễn Cao Cường và cs. (2014).
[bookmark: _Toc386735080][bookmark: _Toc388547158]2.1.3. Nấm Fusarium solani
Nấm F. solani được cung cấp bởi phòng thí nghiệm vi sinh, khoa Cơ khí − Công nghệ, trường Đại học Nông Lâm, Đại học Huế. Nấm F. solani được nuôi cấy trên môi trường PDA (Potato Dextrose Agar). Một lít môi trường có chứa 20 g dextrose, 20 g agar và nước luộc của 250 g khoai tây trắng, bổ sung nước cất vừa đủ. Môi trường PDB (Potato Dextrose Broth) có thành phần tương tự môi trường PDA nhưng không có chứa agar.
2.2. Nội dung và phương pháp nghiên cứu
2.2.1. Nội dung nghiên cứu
- Đánh giá khả năng kháng nấm F. solani ở điều kiện in vitro của PA và PA kết hợp nanochitosan (PA + nanochitosan) ở các nồng độ khác nhau, bao gồm các chỉ tiêu: Sự nảy mầm của bào tử, đường kính tản nấm (ĐKTN) và sinh khối sợi nấm.
- Đánh giá khả năng kháng nấm F. solani ở điều kiện in vivo của PA và PA kết hợp nanochitosan bằng cách đo đường kính vết bệnh trên cà chua đã được lây bệnh nhân tạo với F. solani.
2.2.2. Phương pháp nghiên cứu
2.2.2.1. Ảnh hưởng của PA và PA + nanochitosan đến sự phát triển và sinh trưởng của F. solani ở điều kiện in vitro
	Nanochitosan đã được khảo sát ở các nồng độ 0,00% (ĐC); 0,01%; 0,02%; 0,04%; 0,08% và 0,16% (Nguyễn Thị Thủy Tiên và cs., 2017) để nghiên cứu khả năng ức chế nấm F. solani ở điều kiện in vitro và in vivo. Trong nghiên cứu này, PA cũng được khảo sát ở các nồng độ tương tự, tức là 0,00% (ĐC); 0,01%; 0,02%; 0,04%; 0,08% và 0,16%. Sau khi xác định được nồng độ PA phù hợp, bổ sung nồng độ này vào chế phẩm nanochitosan ở các nồng độ khác nhau để khảo sát khả năng kháng nấm F. solani.
* Ảnh hưởng của PA và PA kết hợp nanochitosan đến tỷ lệ nảy mầm của nấm F. solani 
Thời điểm nảy mầm của bào tử nấm F. solani được xác định là sau 5 giờ (Nguyễn Thị Thủy Tiên và cs., 2017). Ảnh hưởng của các dung dịch chất kháng nấm (PA và PA + nanochitosan) được xác định tại thời điểm nảy mầm của bào tử theo mô tả của Nguyễn Thị Thủy Tiên và cs. (2017). Hiệu lực ức chế (HLUC, %) = [(Tỷ lệ nảy mầm ở công thức đối chứng - Tỷ lệ nảy mầm ở công thức thí nghiệm)/Tỷ lệ nảy mầm ở công thức đối chứng] x 100. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần đối với mỗi nồng độ theo dõi (Ali, 2006).
* Ảnh hưởng của PA và PA kết hợp nanochitosan đến sự phát triển đường kính tản nấm F. solani 
Ảnh hưởng của PA và PA + nanochitosan đến sự phát triển ĐKTN F. solani được thực hiện theo phương pháp mô tả bởi Al-Hetar và cs. (2010) và Nguyễn Thị Thủy Tiên và cs. (2017). Cho 15 mL môi trường PDA có bổ sung chất kháng nấm ở các nồng độ khảo sát vào các đĩa Petri đường kính 10 cm. Dùng đục lỗ kiểu nút chai lấy một tản nấm có đường kính 2 mm từ mép rìa của khuẩn lạc nấm sau 7 ngày nuôi cấy ở 25oC đặt lên tâm các đĩa môi trường đã chuẩn bị sẵn, lặp lại 3 lần đối với mỗi nồng độ. Ủ đĩa ở 25oC, quan sát hình thái và đo ĐKTN ở từng công thức thí nghiệm một ngày một lần cho đến khi nấm mọc tràn đĩa ở công thức đối chứng. HLUC (%) = [(ĐKTN ở công thức đối chứng – ĐKTN ở công thức thí nghiệm)/ ĐKTN ở công thức đối chứng] x 100.
* Ảnh hưởng của PA và PA kết hợp nanochitosan đến sự phát triển sinh khối nấm F. solani 
Cho 30 mL môi trường PDB có chứa chất kháng nấm ở các nồng độ khảo sát vào các bình nón 100 mL. Bổ sung 20 μL huyền phù bào tử nấm F. solani nồng độ 105 bào tử/mL vào các bình trên. Nuôi cấy các bình trên máy lắc với tốc độ 180 vòng/phút ở 25oC. Sau 7 ngày, thu sinh khối khô bằng cách lọc canh trường nuôi cấy nấm qua giấy lọc và sấy ở 55oC đến khối lượng không đổi. HLUC (%) = [(Sinh khối ở công thức đối chứng - Sinh khối ở công thức thí nghiệm)/Sinh khối ở công thức đối chứng] x 100 (Al-Hetar và cs., 2010; Nguyễn Thị Thủy Tiên và cs., 2017). Thí nghiệm được lặp lại 3 lần đối với mỗi nồng độ khảo sát.
[bookmark: _Toc386735095][bookmark: _Toc388547163]2.2.2.2. Ảnh hưởng của PA kết hợp nanochitosan đến sự sinh trưởng và phát triển của F. solani gây thối quả cà chua ở điều kiện in vivo
Theo Nguyễn Thị Thủy Tiên và cs. (2017), nanochitosan 0,4% đã thể hiện khả năng ức chế trên 50% đường kính vết bệnh thối hồng do F. solani gây ra trên cà chua ở điều kiện in vivo. Trong nghiên cứu này, để đánh giá ảnh hưởng của sự kết hợp PA và nanochitosan, các công thức được bố trí như sau: 1. Đối chứng (không xử lý); 2. Xử lý PA với nồng độ đã xác định ở điều kiện in vitro; 3. Xử lý nanochitosan 0,4%; 4. Xử lý với PA (ở nồng độ đã chọn ở điều kiện in vitro) + nanochitosan 0,4%.
Cà chua được lây bệnh nhân tạo trên quả với 2 vết bệnh giống nhau có kích thước sâu 1 mm, rộng 1 mm và đối nhau theo đường xích đạo trên mỗi quả với 4 μL huyền phù bào tử nấm F. solani có nồng độ với ngưỡng gây bệnh 105 bào tử/mL (Nguyễn Thị Thủy Tiên và cs., 2017). Đặt mẫu quả trên giấy vô trùng trong hộp nhựa đã khử trùng bằng cồn 70o. Cho nước cất vô trùng vào giấy vô trùng để duy trì độ ẩm. Sau đó, dùng túi nilon bọc hộp nhựa lại và ủ mẫu ở 25oC. Theo dõi và đo đường kính vết bệnh mỗi ngày một lần để xác định mức độ tiến triển của bệnh ở các công thức thí nghiệm. Chỉ tiêu theo dõi: Thời gian hình thành vết bệnh (giờ); Theo dõi tỷ lệ bệnh TLB (%) ở các công thức; Đường kính vết bệnh (mm) theo thời gian (giờ); Hiệu lực ức chế HLUC (%) (Meng và cs., 2010; Ben-Shalom và cs., 2003). Thí nghiệm được lặp lại 3 lần đối với mỗi công thức khảo sát.
Kết quả thí nghiệm được phân tích phương sai một nhân tố ANOVA (Anova single factor) và so sánh các giá trị trung bình bằng phương pháp DUNCAN (Duncan’s Multiple Range Test) trên phần mềm thống kê SAS, phiên bản 9.13 chạy trên môi trường Windows.
[bookmark: _Toc388547167]3. KẾT QUẢ 
3.1. Ảnh hưởng của PA đến sự phát triển và sinh trưởng của F. solani ở điều kiện in vitro
3.1.1. Ảnh hưởng của PA đến sự nảy mầm của bào tử nấm
	PA có khả năng ức chế nảy mầm đối với nấm F. solani, thể hiện qua hiệu quả ức chế tỷ lệ nảy mầm (bảng 1) sau 5 giờ, 10 giờ và 24 giờ quan sát. Tại thời điểm nảy mầm của bào tử (5 giờ), PA 0,08% và 0,16% ức chế hoàn toàn tỷ lệ nảy mầm của bào tử trong khi PA không có khả năng ức chế hoàn toàn tỷ lệ nảy mầm ở các nồng độ thấp hơn, trừ mẫu đối chứng. Sau khi quan sát tại thời điểm này, chúng tôi đã muốn theo dõi thêm ảnh hưởng của PA theo thời gian đến HLUC nảy mầm nấm F. solani nên tiếp tục quan sát sự nảy mầm của bào tử nấm tại thời điểm 10 giờ và 24 giờ. 
Có thể thấy rằng, theo chiều tăng của nồng độ PA, tỷ lệ nảy mầm của bào tử F. solani càng giảm, tỷ lệ ức chế nảy mầm càng tăng, mầm bào tử càng ngắn. PA nồng độ 0,08% và 0,16% ức chế hoàn toàn sự nảy mầm của bào tử ở tất cả các thời điểm khảo sát. Ở nồng độ PA 0,16%, màng bào tử bị mờ một phần. Nồng độ 0,01% PA không gây ra sự ức chế đối với sự nảy mầm của bào tử sau 24 giờ, trong khi đó, hiệu quả ức chế nảy mầm ở nồng độ 0,02% và 0,04% lần lượt là 18,78% và 63,22%. Nồng độ ức chế hiệu quả (Effective Concentration, EC50 = 0,039% (~ 0,04%) và nồng độ ức chế tối thiểu (Minimum Inhibitory Concentration, MIC100= 0,078% (~ 0,08%) (y = 1282x; R2 = 0,953).
[bookmark: _Toc388547351]Bảng 1. Ảnh hưởng của PA đến sự nảy mầm của bào tử nấm F. solani 
Nồng độ PA (%)
Hiệu lực ức chế (%)

5 giờ
10 giờ
24 giờ
0,00 (ĐC)
0,00a
0,00a
0,00a
0,01
46,78b
0,00a
0,00a
0,02
70,56c
30,33b
18,78b
0,04
85,56d
78,56c
63,22c
0,08
100,00e
100,00d
100,00d
0,16
100,00e
100,00d
100,00d
Ghi chú: Các giá trị trung bình của tỷ lệ nảy mầm theo cột có cùng chữ cái in thường là không sai khác ở mức ý nghĩa α = 0,05;

3.1.2. Ảnh hưởng của PA đến đường kính tản nấm 
Hiệu quả ức chế sự phát triển ĐKTN của F. solani ở các nồng độ PA khảo sát được thể hiện trong bảng 2. 
Bảng 2. Ảnh hưởng của PA đến ĐKTN F. solani ở các nồng độ khác nhau sau các thời gian theo dõi ở 25oC
	Nồng độ PA (%)
	Đường kính tản nấm (mm)
	HLUC (%) sau 168 giờ

	
	24 giờ
	48 giờ
	72 giờ
	96 giờ
	120 giờ
	144 giờ
	168 giờ
	

	0,00 (ĐC)
	9,63a
	21,34a
	35,34a
	46,13a
	58,39a
	71,99a
	83,42a
	0,00a

	0,01
	7,93b
	18,47b
	30,84b
	43,01b
	54,91b
	64,03b
	76,41b
	8,40b

	0,02
	6,89c
	15,45c
	26,53c
	37,14c
	48,01c
	60,48c
	69,87c
	16,24c

	0,04
	6,13d
	13,89d
	22,35d
	30,61d
	39,25d
	45,06d
	53,13d
	36,31d

	0,08
	0,00e
	8,11e
	14,30e
	20,78e
	28,30e
	36,44e
	41,50e
	50,25e

	0,16
	0,00e
	0,00f
	0,00f
	0,00f
	0,00f
	0,00f
	0,00f
	100,00f


Ghi chú: Các giá trị trung bình của tỷ lệ nảy mầm theo cột có cùng chữ cái in thường là không sai khác ở mức ý nghĩa α = 0,05.
Có thể thấy rằng ĐKTN giữa các nồng độ khảo sát đều sai khác có ý nghĩa thống kê, ngoại trừ nồng độ 0,08% và 0,16% sau 24 giờ. Nồng độ PA càng cao, ĐKTN càng nhỏ, hiệu lực ức chế càng tăng. Nấm không thể phát triển ở nồng độ 0,16%. Giá trị EC50 và MIC100 sau 168 giờ lần lượt 0,08% và 0,15% (y = 645,5x; R2 = 0,974). 
Khả năng ức chế nấm F. solani của PA nhìn chung tăng khi tăng nồng độ PA, thể hiện qua sự giảm của ĐKTN. Ở công thức ĐC, sợi nấm phát triển đồng đều, xốp mịn và lan rộng. Sau 120 giờ, nấm chỉ phát triển được 28,30 mm khi môi trường có bổ sung 0,08% PA trong khi đạt đến 58,39 mm trong môi trường không có PA. Ngoài tác dụng kìm hãm tốc độ lan rộng của tản nấm, ở các công thức có nồng độ PA cao như 0,04% và 0,08%, sợi nấm còn bị co ép lại, không mịn như ở công thức đối chứng. Nồng độ PA 0,16% ức chế hoàn toàn sự phát triển của sợi nấm ở tất cả các thời điểm quan sát.
3.1.3. Ảnh hưởng của PA đến sinh khối sợi nấm 
Thông qua sinh khối sợi nấm có thể xác định được sự sinh trưởng và phát triển của nấm mốc. Trong canh trường PDB, nồng độ PA càng tăng, sinh khối nấm thu được càng ít, hiệu lực ức chế càng lớn. Tương tự như các kết quả trên, trong môi trường lỏng, nấm không thể phát triển ở nồng độ PA 0,16%, hiệu lực ức chế đạt 100%. Trong điều kiện không có chất kháng nấm PA, sinh khối nấm đạt được 113 mg sau 168 giờ nuôi cấy ở 25oC. Nồng độ PA 0,04% ức chế được 48,67% khả năng sinh trưởng của nấm F. solani, thu 58,00 mg sinh khối nấm.
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Hình 1. Ảnh hưởng của PA đến sinh khối của nấm F. solani và hiệu lực ức chế của chúng sau 168 giờ nuôi cấy ở 25oC
(Các giá trị trung bình của tỷ lệ nảy mầm theo cột có cùng chữ cái in thường là không sai khác ở mức ý nghĩa α = 0,05.)

3.2. Ảnh hưởng của PA + nanochitosan đến sự phát triển và sinh trưởng của F. solani ở điều kiện in vitro
Trong nghiên cứu về hiệu quả kháng nấm F. solani của nanochitosan, chúng tôi đã xác định được nồng độ nanochitosan 0,16% ức chế hoàn toàn khả năng nảy mầm, sự phát triển ĐKTN và sinh khối của nấm F. solani. Nồng độ nanochitosan 0,08% ức chế 100% khả năng nảy mầm sau 24 giờ nhưng không ức chế hoàn toàn sự phát triển ĐKTN và sinh khối nấm F. solani (Nguyễn Thị Thủy Tiên và cs., 2017). Kết quả trình bày ở trên cho thấy hiệu quả ức chế của các nồng độ PA đến nấm F. solani cho kết quả tương tự như đối với nanochitosan. Chúng tôi giả định khi kết hợp nanochitosan với PA, hiệu lực ức chế nấm F. solani của hỗn hợp này ở nồng độ thấp sẽ cao hơn so với việc sử dụng riêng lẻ từng hợp chất ở cùng nồng độ. Do đó, nồng độ 0,04% PA được lựa chọn kết hợp với nanochitosan ở các nồng độ 0,01%; 0,02% và 0,04% để khảo sát hiệu quả kháng nấm F. solani của hỗn hợp này. Mẫu đối chứng là mẫu không có chứa bất kỳ chất kháng nấm nào (0,00%).
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Bảng 3. Ảnh hưởng của PA + nanochitosan đến sự nảy mầm của bào tử nấm F. solani
PA (0,04%) + nanochitosan (%)
Hiệu lực ức chế (%)

5 giờ
10 giờ
24 giờ
0,00
0a
0a
0a
0,01
100,00b
100,00b
100,00b
0,02
100,00b
100,00b
100,00b
0,04
100,00b
100,00b
100,00b
Ghi chú: Các giá trị trung bình của tỷ lệ nảy mầm theo cột có cùng chữ cái in thường là không sai khác ở mức ý nghĩa α = 0,05.


Kết quả thể hiện ở bảng 3 cho thấy, rõ ràng là sự kết hợp nanochitosan với axit propionic có khả năng ức chế hoàn toàn sự nảy mầm của bào tử nấm F. solani, với hiệu lực ức chế 100% ở tất cả các nồng độ qua các thời điểm khảo sát. Việc sử dụng đơn lẻ 0,04% PA chỉ ức chế được 63,22% tỷ lệ nảy mầm của nấm sau 24 giờ. Theo nghiên cứu của Nguyễn Thị Thủy Tiên và cs. (2017), nanochitosan 0,04% có hiệu lực ức chế nảy mầm nấm F. solani sau 24 giờ là 76,44%. Trong khi đó, sử dụng 0,04% PA kết hợp với nanochitosan 0,01% đã gây ức chế hoàn toàn sự nảy mầm của nấm F. solani. Ngoài khả năng ức chế nảy mầm, hỗn hợp chế phẩm này có thể làm mờ thành bào tử, thành tế bào không rõ nét và gây ra sự rò rỉ tế bào.
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	Khả năng ức chế sự sinh trưởng và phát triển của nấm F. solani cao hơn của hỗn hợp PA + nanochitosan so với việc sử dụng đơn lẻ từng hợp chất cũng được thể hiện qua ĐKTN (bảng 4). Nồng độ 0,04% hỗn hợp này đã có thể ức chế hoàn toàn khả năng phát triển tản nấm của F. solani trong khi ĐKTN F. solani vẫn đạt 53,13 mm sau 168 giờ khi có mặt 0,04% PA (bảng 2). Ở nồng độ 0,02%, sau 168 giờ, ĐKTN đạt xấp xỉ một nửa ĐKTN ở công thức đối chứng, 43,69 mm so với 86,11 mm. Khả năng ức chế sự phát triển của nấm không những thể hiện qua việc giảm ĐKTN mà còn thể hiện ở hình thái nấm. Ở các nồng độ càng cao sợi nấm bị co lại, màu nâu sẫm và ở mặt sau còn xuất hiện màu nâu tím so với mẫu đối chứng có màu xanh lam đặc trưng.
Bảng 4. Ảnh hưởng của PA (0,04%) + nanochitosan đến đường kính tản nấm F. solani sau các thời gian theo dõi ở 25oC
	PA (0,04%) +
nanochitosan (%)
	Đường kính tản nấm (mm)

	
	24 giờ
	48 giờ
	72 giờ
	96 giờ
	120 giờ
	144 giờ
	168 giờ

	0,00
	12,81a
	25,73a
	38,02a
	50,51a
	62,75a
	75,84a
	86,11a

	0,01
	5,60b
	14,38b
	22,75b
	33,70b
	43,26b
	55,09b
	63,97b

	0,02
	0,00c
	10,81c
	18,01c
	23,93c
	31,37c
	38,18c
	43,69c

	0,04
	0,00c
	0,00d
	0,00d
	0,00d
	0,00d
	0,00d
	0,00d


Ghi chú: Các giá trị trung bình của tỷ lệ nảy mầm theo cột có cùng chữ cái in thường là không sai khác ở mức ý nghĩa α = 0,05.
3.2.3. Ảnh hưởng PA + nanochitosan đến sinh khối nấm F. solani
Hỗn hợp PA 0,04% và nanochitosan ở các nồng độ khảo sát có ảnh hưởng mạnh mẽ đến khả năng phát triển sinh khối nấm F. solani. Khi tăng nồng độ nanochitosan, sinh khối nấm giảm và hiệu lực ức chế tăng lên. Chỉ với 0,02% nanochitosan, hỗn hợp này đã có thể ức chế lên đến 67,78% sự phát triển sinh khối nấm, đạt được 38,5 mg sinh khối khô. Hiệu lực ức chế đạt 100% ở nồng độ nanochitosan 0,04% và PA 0,04%. Khi không có chất ức chế, sinh khối nấm có thể đạt tới 119,5 mg (hình 2).
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Hình 2. Ảnh hưởng của PA (0,04%) và nanochitosan đến sinh khối nấm F. solani sau 168 giờ nuôi cấy ở 25oC 
Ghi chú: Các giá trị trung bình của sinh khối nấm có cùng chữ cái in thường là không sai khác ở mức ý nghĩa α = 0,05

3.3. Ảnh hưởng của PA kết hợp nanochitosan đến nấm F. solani ở điều kiện in vivo
Theo Nguyễn Thị Thủy Tiên và cs. (2017), ở điều kiện in vitro, nanochitosan 0,4% có hiệu quả ức chế 55,24% sự phát triển đường kính vết bệnh thối hồng do nấm F. solani gây ra trên cà chua. Do đó, 0,4% nanochitosan được sử dụng để kết hợp với PA 0,04% để khảo sát khả năng kháng nấm của hỗn hợp này với các công thức thí nghiệm khác nhau (Đối chứng, PA 0,04%, nanochitosan 0,4% và PA 0,04% + nanochitosan 0,4%). Mẫu đối chứng là mẫu cà chua không xử lý với chất kháng nấm.
Bảng 5. Ảnh hưởng của PA+ nanochitosan đến đường kính vết bệnh thối hồng trên cà chua
	Nồng độ chất  kháng nấm
(%)
	Đường kính bết bệnh (mm)
	HLUC (%)
(216 giờ)

	
	48 giờ
	72 giờ
	96 giờ
	120 giờ
	144 giờ
	168 giờ
	192 giờ
	216 giờ
	

	0,00% (ĐC)
	4,19a
	8,06a
	13,58a
	21,61a
	29,51a
	40,22a
	45,95a
	48,44a
	0,00

	0,04% PA
	4,16a
	7,92a
	13,51a
	19,69b
	26,66b
	30,48b
	37,27b
	42,99b
	11,26

	0,40% nanochitosan
	0,00b
	3,56b
	7,00b
	12,36c
	14,76b
	17,81c
	19,96c
	21,63c
	55,24

	0,40% nanochitosan + 0,04% PA
	0,00b
	0,00c
	4,91c
	10,24d
	12,88c
	16,88c
	17,83d
	18,33d
	62,16


Ghi chú: Các giá trị trung bình của tỷ lệ nảy mầm theo cột có cùng chữ cái in thường là không sai khác ở mức ý nghĩa α = 0,05.
Kết quả phân tích bảng trên tương tự kết quả ở phần in vitro, khi sử dụng kết hợp nanochitosan với PA, hiệu quả kháng bệnh cao hơn khi sử dụng riêng lẻ từng hợp chất. Khi xử lý kết hợp, sau 96 giờ, vết bệnh mới hình thành, trong khi đó vết bệnh hình thành sau 48 giờ ở các công thức đối chứng và xử lý PA 0,04% và sau 72 giờ khi xử lý với nanochitosan 0,4%. Khả năng ức chế bệnh ở các công thức khác nhau là không giống nhau. Trong 4 ngày đầu quan sát, hầu như việc sử dụng PA không có hiệu quả, thể hiện qua đường kính vết bệnh ở công thức này không có sự sai khác có ý nghĩa so với mẫu đối chứng. Tuy nhiên, sau 168 giờ, ở công thức đối chứng đường kính vết bệnh đạt 40,22 mm. Trong khi đó, đường kính vết bệnh giảm còn 30,48 mm, 17,81 mm và 16,88 mm tương ứng với các công thức xử lý PA 0,04%, nanochitosan 0,4% và kết hợp PA 0,04% với nanochitosan 0,4%. Ngoài ra, sau 216 giờ, nếu việc nhúng PA chỉ có hiệu lực ức chế 11,26% sự phát triển của đường kính vết bệnh thì việc sử dụng nanochitosan gây ức chế lên đến 55,24%. Tuy nhiên, tác dụng kháng nấm đã tăng lên đến 62,16% khi xử lý đồng thời với nanochitosan và PA. Như vậy, có thể thấy sự kết hợp này có hiệu quả tích cực trong vấn đề kiểm soát bệnh thối hồng sau thu hoạch của cà chua gây ra bởi F. solani. 
IV. THẢO LUẬN
Việc sử dụng PA và chitosan hay các dẫn xuất của chúng trong nghiên cứu kháng nấm, kháng khuẩn đã được nghiên cứu rộng rãi. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi có kết quả tương đồng với các nghiên cứu khác. Nghiên cứu của Do và cs. (2013) chứng minh rằng PA 0,06% và 0,09% ức chế tỷ lệ nảy mầm của Colletotrichum gloeosporioides lần lượt là 36,60% và 84,72% (Do và cs., 2013). PA dạng muối của canxi không gây ức chế đối với nấm men và nấm mốc ở nồng độ 3,176 µg/mL, ngoại trừ Fusarium graminearum PM162 bị ức chế ở 352 µg/mL. Ngoài ra, ở ngưỡng pH khác nhau thì khả năng ức chế nấm của PA và muối của nó cũng không giống nhau. Nấm men và nấm mốc không bị đình chỉ ở nồng độ 3,176 µg/mL PA ở pH 3,5 nhưng ở nồng độ 182 µg/mL có thể gây ức chế Fusarium graminearum ở pH tương ứng (Razavi – Rohani và cs., 1999).
Khả năng kháng nấm của chitosan và dẫn xuất của chúng đã được trình bày trong nhiều nghiên cứu trong cùng lĩnh vực (Lê Thanh Long và cs., 2015; Al-Hetar và cs., 2010; Chookhongkha và cs., 2013). Nanochitosan có tác dụng kìm hãm sự sinh trưởng của Colletotrichum acutatum L2, giá trị EC50 và MIC90 đối với sự phát triển ĐKTN tương ứng là 0,75 g/L và 0,46 g/L (Lê Thanh Long và cs., 2015). Chookhongkha và cs. (2013) đã nghiên cứu ảnh hưởng của nanochitosan đến Rhizopus sp., Colletotrichum capsici, Colletotrichum gloeosporioides và Aspergillus niger. Kết quả cho thấy Rhizopus sp., C. capsici, C. gloeosporioides bị đình chỉ ở nồng độ nanochitosan 0,6% nhưng nồng độ này chưa ức chế hoàn toàn sự phát triển của nấm A. niger (Chookhongkha và cs., 2013).
Trong điều kiện in vivo, chitosan và các dẫn xuất của chúng cũng đã được khảo sát khả năng kháng các loại nấm bệnh khác nhau. Trên táo sau thu hoạch, sự phát triển của loài nấm Alternaria alternata gây thối rữa trên quả táo Tàu giảm đáng kể khi xử lý bởi chitosan hòa tan trong nước ở nồng độ lớn hơn 0,1% (Yan và cs., 2011). Trên xoài, đường kính tổn thương do C. gloeosporioides giảm đáng kể so với đối chứng không xử lý màng phủ chitosan sau 10 ngày bảo quản (Jitareerat và cs., 2007). Trên đu đủ, màng chitosan ở nồng độ 0,5; 1,0; 1,5 và 2,0% có hiệu quả trong việc kiểm soát bệnh và làm chậm mức độ tiến triển của bệnh thán thư trên đu đủ với mức độ tổn thương ứng với các nồng độ chitosan sử dụng giảm lần lượt 7,0; 7,5; 49,9 và 100% (Ali, 2006). Nồng độ 4 g/L nanochitosan có khả năng ức chế 76% sự phát triển của đường kính vết bệnh thán thư do C. acutatum L2 gây ra, giá trị MIC50 đạt được ở nồng độ nanochitosan 1,14 g/L (Lê Thanh Long và cs., 2015).
Ngoài ra, Do và cs. (2013) đã nghiên cứu ảnh hưởng của PA kết hợp sáp ong nhằm ức chế C. gloeosporioides và kiểm soát bệnh thán thư hại xoài. Kết quả cho thấy, chỉ có 10% xoài mắc bệnh thán thư khi kết hợp 0,12% PA với 8% sáp ong, trong khi chỉ sử dụng PA có 50% và 80% tỷ lệ xoài nhiễm bệnh tương ứng nồng độ PA là 0,09% và 0,06%. Từ kết quả nghiên cứu này, nồng độ 0,12% PA và 6% sáp ong được lựa chọn để ức chế C. gloeosporiroides gây bệnh thán thư trên xoài (Do và cs, 2013). Chitosan và oligochitosan đã được kết hợp với thuốc diệt nấm để khảo sát khả năng kháng các tác nhân gây bệnh ở thực vật. Kết quả cho thấy ở mẫu ĐC (không có chất diệt nấm), 100% hoa dâu có dấu hiệu nhiễm bệnh sau khi cấy 3 − 4 ngày và kết quả tương tự với oligochitosan (10 mg/mL), Teldor (15 mg/mL), Switch (5 mg/mL), Amistar (10 mg/mL) hoặc Signum (10 mg/mL) khi sử dụng riêng lẻ. Tuy nhiên, khi hoa dâu được xử lí kết hợp của oligochitosan và thuốc diệt nấm tổng hợp, không có dấu hiệu xuất hiện sự nhiễm bệnh trong 6 ngày sau khi cấy. Kết quả đã chứng minh sự kết hợp của oligochitosan và thuốc diệt nấm tổng hợp làm giảm đáng kể thuốc diệt nấm tổng hợp sử dụng (Rahman, 2013).
Như vậy, các kết quả nghiên cứu ở điều kiện in vitro trong nghiên cứu này có sự tương đồng với các nghiên cứu khác. Việc kết hợp nanochitosan với PA đã làm tăng khả năng kháng nấm của chúng dù sử dụng ở nồng độ thấp hơn khi sử dụng đơn lẻ từng hợp chất. Có nhiều giả thuyết khác nhau giải thích cho hoạt tính kháng nấm của nanochitosan, PA cũng như khi có sự kết hợp giữa chúng. Hoạt tính kháng khuẩn của PA liên quan đến việc giảm pH cũng như khả năng phân ly của nó khi hòa tan, giúp chúng có thể xâm nhập vào tế bào vi sinh vật. Khi ở trong tế bào, axit phân ly thành cation hydro và anion cacboxy. Các cation làm giảm độ pH bên trong của tế bào vi khuẩn; các anion trực tiếp phá vỡ quá trình tổng hợp ADN trong nhân tế bào dẫn đến làm ngừng lại quá trình sinh sản của vi khuẩn (Shekhar và cs., 2009). Đối với chitosan và nanochitosan, một số nghiên cứu cho thấy rằng chitosan trung hòa điện tích trên bề mặt tế bào và làm thay đổi tính thấm của màng, sự tương tác này gây ra sự rò rỉ tế bào chất như axit amin và protein của tế bào. Nghiên cứu của Xu và cs. (2007) về hoạt tính kháng Phytophthora capsici của oligochitosan cho thấy rằng bản chất polycationic của oligochitosan chỉ đóng góp một phần vào hoạt tính kháng nấm. Để giải thích cho cơ chế kháng nấm còn có thể dựa vào một số cơ chế khác. Chitosan làm thay đổi cấu trúc tế bào như phá vỡ màng, không bào bị bóp méo gây rò rỉ tế bào chất. Trong nghiên cứu này, một số tế bào sợi nấm của P. capsici bị biến dạng ở 10 g/L oligochitosan. Không bào đóng vai trò quan trọng trong việc duy trì áp suất thẩm thấu của tế bào, nồng độ 10-100 g/L oligochitosan làm cho không bào bị bóp méo và phá vỡ hoàn toàn, do đó ảnh hưởng tới sự phát triển của nấm (Xu và cs., 2007).
Trong điều kiện in vivo, ngoài những lý giải cho hiệu quả kháng nấm của nanochitosan tương tự như ở điều kiện in vitro, khả năng này có được còn là nhờ một số tác động tích cực của chế phẩm lên quả. Nanochitosan có khả năng tạo ra một lớp màng bán thấm, tạo ra sự khác biệt giữa khí quyển bên ngoài và phần tiếp xúc trực tiếp của quả có tác dụng điều hòa sự trao đổi khí, giảm quá trình thoát hơi nước và làm chậm quá trình chín bằng cách hạn chế sự sản sinh ethylen và CO2 (Meng và cs., 2010; Muñoz và cs., 2009). Bên cạnh đó, như một chất kích kháng ngoại bào, chitosan hòa tan trong nước có thể tăng cường sức đề kháng ở vật chủ bằng cách hoạt hoá một số enzyme phòng vệ và chống oxy hóa như chitinase, β-1,3-glucanase, phenylalanine ammonia-lyase. 
5. KẾT LUẬN
Trong nghiên cứu này, việc kết hợp nanochitosan với PA đã có tác dụng tích cực trong việc nâng cao khả năng kháng nấm của nanochitosan. Nanochitosan ngoài việc tạo ra môi trường vi khí quyển trên bề mặt quả, nó còn có tác dụng lưu giữ PA, giúp cho PA tồn tại lâu hơn trên bề mặt quả, phát huy đồng thời tác dụng của hai hợp chất kháng nấm thân thiện với môi trường này.
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IMPROVING ANTIFUNGAL ABILITY OF NANOCHITOSAN AGAINST Fusarium solani ON POST-HARVEST TOMATO BY A COMBINATION WITH PROPIONIC ACID
ABSTRACT
This study was conducted to evaluate the antifungal ability of a combination of nanochitosan and propionic acid (PA) in inhibiting the growth and development of Fusarium solani in vitro and in vivo. The combination of nanochitosan and PA exhibited higher inhibition on F. solani than PA independently. The higher the concentration of these compounds, the higher the inhibition on fungi. In in vitro, the concentration of PA 0.16% completely inhibited the growth and development of F. solani while PA 0.04% was able to inhibit over 50% of their growth. The combination of various concentration nanochitosan at 0.01%, 0.02% and 0.04% with PA 0.04% strongly inhibited the development of fungal pathogens. The concentration of 0.01% nanochitosan combined with PA 0.04% has completely inhibited the germination of fungi after 24 h. The fungus was unable to grow at a concentration of 0.04% nanochitosan and 0.04% PA combination. In in vivo conditions, nanochitosan 0.4% combined with PA 0.04% inhibited up to 62.16% of lesion diameter growth on tomato infected with F. solani. It can be seen that PA helped to enhance the antifungal ability of nanochitosan against F. solani.
Từ khóa: acid propionic, Fusarium solani, nanochitosan, post-harvest disease, tomato preservation.
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