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ABSTRACT 

The research aimed at studying the capacity of chitosan in inhibition of C. 
gloeosporioides that causes anthranose on Hoa Loc mango. Some factors 
that influenced the growth of C. gloeosporioides were studied. The research 
could identify and isolate the Colletotrichum spp on diseased mango. The 
sequencing of 28S rRNA gene showed that this strain was C. 
gloeosporioides with 98% identity. The in vitro study showed that chitosan 
can inhibit C. gloeosporioides at pH 5 and 1% concentration. The study on 
the artificial injured mango indicated that chitosan at the above condition 
can inhibit the growth of C. gloeosporioides. 

TÓM TẮT 

Nghiên cứu nhằm mục đích khảo sát khả năng của chitosan trong việc ức 
chế nấm Colletotrichum gloeosporioides gây bệnh thán thư trên xoài cát 
Hòa Lộc ở những điều kiện khác nhau. Thông qua nội dung nghiên cứu, 
một số yếu tố ảnh hưởng đến khả năng phát triển của nấm như điều kiện 
pH, nồng độ chitosan đã được khảo sát. Qua quá trình tiến hành phân lập 
nấm C. gloeosporioides đã quan sát được đặc điểm hình thái học, bào tử, 
khả năng phát triển và thời gian gây bệnh của nấm. Kết quả giải trình tự 
chuỗi gen 28S rRNA và so sánh trên ngân hàng gen bằng phần mềm BLAST 
cho thấy chủng nấm phân lập là C. gloeosporioides với mức độ tương đồng 
là 99. Từ các kết quả thí nghiệm tiến hành ức chế nấm mốc trên môi trường 
PDA, đối với môi trường ức chế PDA đặc thì nấm C. gloeosporioides bị ức 
chế tốt nhất ở pH là 5 và nồng độ chitosan 1%. Dựa vào kết quả in vitro, 
nghiên cứu tiến hành gây nhiễm nấm nhân tạo trên trái và khả năng ức chế 
của chitosan với nấm C. gloeosporioides. Kết quả cho thấy là chitosan có 
khả năng ức chế nấm trên trái đã gây nhiễm nhân tạo. 

 
1 GIỚI THIỆU 

Xoài làm một loại trái cây rất có giá trị về mặt 
kinh tế, tuy nhiên rất dễ bị hư hỏng trong quá trình 
bảo quản sau thu hoạch. Một trong những bệnh sau 
thu hoạch thường gặp là bệnh thán thư 
(anthracnose) do sự phát triển của nấm C. 
gloeosporioides, nhất là trong mùa mưa có độ ẩm 
và nhiệt độ cao. Nấm gây hại trên cành non, lá, hoa 
và quả làm thiệt hại nghiêm trọng đến năng suất 

của xoài (Trần Thế Tục, 1998). Bệnh thán thư là 
bệnh quan trọng nhất trên xoài do nấm C. 
gloesporioides gây ra, hoa tàn rụi, thối trái cây và 
đốm lá là một trong những triệu chứng của bệnh 
này (Arauz, 2000). 

Chitosan là một polymer carbohydrate tự nhiên 
biến đổi từ chitin. Chitin có trong tự nhiên ở cả 
thực vật và động vật như loài giáp xác, côn trùng, 
nấm và một vài loại tảo. Chitosan được sản xuất 
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bằng phương pháp deacetyl hóa bằng nhiệt hóa 
trong môi trường kiềm (Tolamite et al., 2000) và 
được sử dụng trong y học hoặc sản phẩm công 
nghiệp như một chất có hoạt tính sinh học (Cho et 
al, 2008;. Nadeem et al., 2009). Chitosan đã trở 
thành một lựa chọn đầy hứa hẹn trong việc xử lý 
trái cây và rau quả do đặc tính tự nhiên của nó, 
hoạt động kháng khuẩn và sự kích thích các phản 
ứng tự vệ trong tế bào mô của cây trồng (Terry and 
Joyce, 2004; Badawy and  Rabea, 2009). Chitosan 
có tính kiềm nhẹ không hòa tan trong nước, trong 
kiềm nhưng tan trong acid loãng như acid acetic, 
acid citric, acid lactic... sẽ tạo thành một dung dịch 
keo trong suốt (Trang Sĩ Trung, 2010). Chitosan có 
tính kháng nấm, kháng khuẩn cao (Lê Thanh Long, 
2006). Một số nghiên cứu đã cho thấy là chitosan 
có khả năng trì hoãn bệnh thán thư sau thu hoạch 
(Ali et al., 2010). Nghiên cứu nhằm mục đích phân 
lập nấm C. gloeosporioides trên xoài bị bệnh ở 
ĐBSCL, sau đó khảo sát khả năng ức chế dòng 
nấm này của chitosan. Dựa vào kết quả thu được 
trong phòng thí nghiệm, nghiên cứu sẽ tiến hành 
lây nhiễm nhân tạo dòng nấm này lên xoài và tiến 
hành kiểm tra khả năng ức chế trực tiếp trên xoài 
của chitosan. 

2 PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1  Vật liệu và hóa chất 

2.1.1 Vật liệu 

Xoài được mua từ một nhà vườn ở huyện Châu 
Thành A, tỉnh Hậu Giang. 

2.1.2 Hóa chất 

Chitosan với 90% deacetylation độ nhớt trọng 
lượng phân tử trung bình là 350 kDa và được mua 
từ công ty TNHH Hùng Tiến (Việt Nam). Chitosan 
tinh khiết cho vào trong 100 ml nước 1% acid 
acetic và tiếp tục khuấy cho đến khi chitosan tan 
hoàn toàn trong nước. Sử dụng NaOH 10% để điều 
chỉnh về pH =5. 

Môi trường PDA (Potato dextrose agar) và WA 
(Water agar) do công ty Merck (Đức) cung cấp. 

2.2 Phương pháp bố trí thí nghiệm 

2.2.1  Phân lập nấm C. gloesporioides gây 
bệnh trên xoài cát Hòa Lộc 

Đầu tiên, tiến hành thu thập mẫu xoài bệnh, sau 
đó quan sát triệu chứng hình dạng vết bệnh, soi 
mẫu tươi để xem khuẩn ty, bào tử nấm. Tiến hành 
phân lập và nuôi cấy trên môi trường PDA và WA 
để có được dòng nấm thuần chủng. Phân lập dựa 
trên những xác định cơ bản ban đầu về hình thái, 
triệu chứng bệnh và những biểu hiện đặc trưng của 

nấm gây bệnh trên trái. Tiến hành phân lập khoanh 
vùng vết bệnh mẫu bệnh và tiến hành soi tươi dưới 
kính lúp và hiển vi để quan sát mẫu nấm bệnh cần 
tìm. Tủ cấy phải được vệ sinh sạch sẽ, chuẩn bị đĩa 
môi trường PDA tiến hành phân lập. Dùng dao cắt 
theo hình chữ V lên mẫu bệnh trên trái xoài nơi 
tiếp giáp giữa mô bệnh và mô khỏe, cắt nhẹ nhàng 
không cần quá sâu, dùng kẹp gắp lấy bỏ lớp da 
mỏng của phần vỏ quả, dùng gắp lấy phần tiếp giáp 
giữa mẫu bệnh và phần thịt quả cho vào 4 vị trí 
trên đĩa PDA. Sau khi phân lập ủ đĩa ở nhiệt độ từ 
25- 28oC, từ 3-5 ngày. Nấm được 5 ngày tuổi tiến 
hành cấy chuyền lần 1, tương tự cấy chuyền lần 2 
có được dòng nấm thuần để nuôi bào tử nấm 
Colletotrichum trên môi trường WA từ 12-24h ủ ở 
nhiệt độ từ 25 - 28oC. Sau khi ủ, quan sát mẫu dưới 
kính lúp dùng kim nhọn tiệt trùng để bắt đơn bào 
tử, nếu bào tử đã mọc thành chồi thì cắt phần chót 
của chồi. Bào tử bắt được cho vào môi trường PDA 
mới, ủ ở nhiệt độ từ 25 - 28oC, từ 5-8 ngày. Nấm 
sau khi đạt độ già thuần thục chủng nấm lại trên 
trái qua 3-5 ngày vết bệnh cho thấy giống như vết 
bệnh được phân lập ban đầu để có kết quả chính 
xác tiến hành phân lập lại trên môi trường PDA lần 
nữa. Tiến hành làm tiêu bản xem bào tử nấm dưới 
kính hiển vi quang học. Để quan sát và ghi nhận 
hình dạng đĩa áp, áp dụng phương pháp nuôi cấy 
trên lam (Waller et al., 1998). Chuẩn bị môi trường 
PCA, lame kính được khử trùng sạch sẽ, đặt một 
miếng môi trường PCA có đường kính 8 mm và bề 
dày 3 mm, cấy nấm vào bốn góc của khoanh môi 
trường PCA và đặt lamela khử trùng lên khối môi 
trường đã được cấy nấm, sau đó đặt tất cả vào 
trong đĩa petri có lót giấy thấm được tẩm 2,5 ml 
nước cất thanh trùng. Mẫu được đặt trong điều kiện 
phòng thí nghiệm. Sau 15 ngày chuyển lamella 
sang một lam khác để quan sát đĩa áp của nấm. 
Nhuộm với cotton blue để dễ quan sát và đĩa áp 
được xem dưới độ phóng đại X40. 

 Cuối cùng tiến hành định danh bằng cách giải 
trình tự chuỗi gen 28S rRNA và so sánh trên ngân 
hàng gen bằng phần mềm BLAST. Mục đích phân 
lập nấm gây bệnh để có được dòng nấm bệnh thuần 
chủng, tạo sự thuận lợi cho quá trình nghiên cứu 
khảo sát khả năng ức chế của chitosan trên sự phát 
triển của nấm thán thư trên xoài Cát Hòa Lộc. 

2.2.2 Khảo sát khả năng ức chế nấm 
Colletotrichum gloeosporioides gây bệnh thán trên 
môi trường nuôi cấy PDA 

Nghiên cứu nhằm xác định nồng độ chitosan và 
pH tối ưu nhất để ức chế sự phát triển của nấm gây 
bệnh. Chọn đĩa nấm thuần sau khi phân lập. Chuẩn 
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bị môi trường PDA kết hợp với chitosan ở các 
nồng độ 0,3; 0,5; 0,8; 1; 2% và được điều chỉnh pH 
bằng NaOH 10% để thu được các mức pH tương 
ứng là 5;5,5. Sau khi chuẩn bị xong, dung dịch 
được đun cách thủy ở nhiệt độ khoảng từ 85-90oC 
trong 35 phút để tạo điều kiện cho agar tan hoàn 
toàn và không làm mất hoạt tính của chitosan. Tiến 
hành cấy nấm dùng ống kim loại khử trùng trên 
ngọn lửa đèn cồn và đục lỗ có  đường kính 6 mm 
trên môi trường thạch nấm. Dùng dao chuyển 
khoanh khuẩn ty có đường kính 6 mm sang môi 
trường PDA có dịch chitosan và theo dõi sự  
phát triển nấm sau 24h và quan sát liên tục trong  
10 ngày, đo kích thước của vòng nấm phát triển so 
với đĩa đối chứng (môi trường PDA không bổ  
sung chitosan) để xác định nồng độ chitosan và pH 
tối ưu. 

2.2.3 Khảo sát khả năng ức chế của chitosan 
đối với trái bị nhiễm bệnh nhân tạo 

Nghiên cứu nhằm tìm hiểu mức độ phát triển 
của nấm gây bệnh sau khi được lây nhiễm trực tiếp 
và khả năng ức chế của chitosan lên trái để có thể 
ứng dụng trực tiếp trên quy mô thực địa. Chọn 
những trái xoài có độ chín thành thục, chủng bệnh 
nhân tạo vào trái, chọn những trái khỏe không có 
dấu hiệu bệnh, rửa trái dưới vòi nước chảy, dùng 
bông gòn tẩm cồn 70o để lau trái, pha huyền phù 
bào tử nấm với 3 hệ số pha loãng là 10o, 10-1, 10-2 
với mật số ban đầu là 1,75.106 bào tử/ml. Xoài 
được làm tổn thương nhân tạo bằng cách sử dụng 
kim nhỏ với đường kính  0,09 mm và vết thương 
sâu 0,5 cm, châm trực tiếp vào trái, số lượng 12 lỗ/ 
trái. Sau khi châm lỗ nhựa bên trong trái sẽ chảy ra 
dùng khăn giấy lau sạch. Phương pháp 1:cho 15 µl 

huyền phù bào tử lên các vị trí đã đục lỗ trước đó, 
để khô trong 2h sau đó tiếp tục cho 15 µl chitosan 
1% lên các vết thương và sử dụng tampon vô trùng 
để phân bố đều chitosan trên bề mặt vết thương. 
Phương pháp 2: Cho 15 µl chitosan 1% vào các vết 
thương trước để khô trong 1h rồi tiếp tục cho 15 µl 
huyền phù bào tử lên, làm khô trong 2 h. Bảo quản 
ở nhiệt độ phòng, quan sát sau 24h về kích thước 
sự phát triển của vết bệnh và thời gian ủ bệnh. Xác 
định tính gây hại của nấm và khả năng ức chế của 
chitosan so với trái đối chứng. Sau 24h nếu nấm 
phát triển thì sẽ xuất hiện vết màu nâu đen hơi lõm 
ngay vị trí gây tổn thương và khả năng phát triển 
nhanh hay chậm tùy thuộc vào khả năng ức chế của 
chitosan so với trái đối chứng (chỉ cấy nấm không 
sử dụng chitosan). 

2.3  Phương pháp xử lý số liệu 

Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Số liệu phân 
tích từ các thí nghiệm được tính toán thống kê bằng 
chương trình Statgraphics Centurion 16, phân tích 
ANOVA với phép thử Duncan để so sánh các trung 
bình nghiệm thức. 

3  KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Phân lập nấm Colletotrichum 
gloesporioides từ xoài nhiễm bệnh 

Những triệu chứng cơ bản của nấm 
Colletotrichum trên trái xoài bệnh là vết bệnh có 
màu nâu đen, hình tròn và hơi lõm. Kết quả cho 
thấy là vẫn thu được vết bệnh giống như ban đầu. 
Đối với nấm Colletotrichum pH tối thiểu có thể 
phát triển là pH 5. Bào tử Colletotrichum có dạng 
bào tử thẳng hình trụ hay hơi cong hai đầu cùn màu 
trắng trong kích thước từ 10-17,5× 3-4µm (X40). 

 

Hình 1: Đĩa áp xem dưới kính hiển vi quang học (X40). Đĩa áp có dạng trứng, tròn màu nâu nhạt 

Các kết quả phân lập và quan sát tiêu bản dưới 
kính hiển vi có thể cho thấy nghiên cứu đã phân lập 
được nấm Colletotrichum sp. Để có thể xác định 
được chính xác hơn, mẫu nấm phân lập được gửi đi 
giải trình từ gen bằng phương pháp sinh học  
phân tử. 

Kết quả giải trình tự chuỗi gen 28S rRNA và so 
sánh trên ngân hàng gen bằng phần mềm BLAST 
cho thấy chủng nấm phân lập là C. gloeosporioides 
với mức độ tương đồng là 99%. Điều này cho phép 
kết luận là công việc phân lập đã thu được chính 
xác loài nấm gây bệnh thán thư trên xoài cần 
nghiên cứu. 
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Hình 2: Nấm C.gloesporioides sau 10 ngày tuổi mặt trên và dưới đĩa petri 

 

 (1a)                           (1b)       (1c) 

Hình 3: Bào tử nấm C. gloesporioides dạng hình trụ hai đầu cùn có kích thước từ 10-17,5× 3-4µm  (X40) 

1a trên trái, 1b từ đĩa nấm sau khi phân lập trên PDA, 1c các gai trong ổ nấm, xem dưới kính hiển vi quang học X 40 

3.2 Khả năng ức chế nấm C.gloeosporioides 
gây bệnh thán trên môi trường nuôi cấy PDA. 

Kết quả thử sự phát triển của nấm ở 3 mức pH 

khác nhau là 4,5; 5; 5,5 trên môi trường PDA được 
thể hiện ở Hình 4. 

 

  

Hình 4: Khả năng phát triển của nấm ở các mức pH 4,5; 5; 5,5 trên môi trường PDA 

Từ kết quả cho thấy nấm chỉ phát triển ở pH 5 
và pH 5,5 còn ở pH 4,5 thì nấm không phát triển 
được. 

Như vậy, khi so sánh có đối chứng pH nhưng 
không chitosan, ta có thể kết luận là hiệu quả ức 

chế nấm ở pH được chọn là pH 5 là do chitosan 
chứ không phải do ảnh hưởng của pH. 

Bảng 1 thể hiện khả năng ức chế nấm C. 
gloeosporioides theo nồng độ chitosan và pH của 
môi trường. Khả năng này được xác định thông 

pH 5 pH 5,5 pH 4,5 
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qua đường kính vòng ức chế (cm), đây là hiệu số 
đường kính của khuẩn ty của mẫu đối chứng so với 
mẫu có bổ sung chitosan sau thời gian 10 ngày. 

Bảng 1: Sự thay đổi khả năng ức chế nấm 
C.gloeosporioides tùy thuộc nồng độ 
chitosan và pH môi trường PDA thể 
hiện qua đường kính vòng ức chế (cm) 

pH_nồng độ Đường kính vòng ức chế (cm)
5.5_0.5 5.17b ± 0.152
5.5_0.3 5.4bc± 0.264
5.5_0.8 5.57c± 0.152

5.5_1 6.7d± 0.2
5_0.3 7.0e± 0.1
5.5_2 7.37f± 0.208
5_0.5 7.57fg± 0.238
5_0.8 7.63g± 0.152

5_2 7.93h± 0.152
5_1 8.03h± 0.208

Các giá trị có các chữ cái giống nhau trong 
cùng một cột thì sai khác không có ý nghĩa thống 
kê (p<0,05). 

Kết quả ở Bảng 1 cho thấy pH 5 có thể chọn 
làm pH thích hợp nhất trong việc ức chế nấm trên 
môi trường PDA + chitosan. Mặt khác, ở điều kiện 
pH 5, kết quả ức chế nấm với nồng độ của chitosan 
1% và 2% không có khác biệt nhiều. Trên thực tế, 
nếu xét về mặt kinh tế thì ở pH =5 kết hợp 2% 
chitosan thì giá thành cao hơn. Bên cạnh đó, kết 
quả không khác nhiều so với pH =5 và 1% chitosan 
nên dựa trên kết quả thí nghiệm chọn 1% chitosan 
ở pH =5 làm kết quả tối ưu nhất cho thí nghiệm ức 
chế nấm trên môi trường PDA. 

Kết quả thu được này cũng phù hợp với nghiên 
cứu của Le Thanh Long et al (2013),  cho thấy 
chitosan có khả năng ức chế nấm ở 0,8. Với kết 
quả pH=5+1% chitosan có khả năng ức chế sự phát 
triển của nấm gần như tốt nhất sau khi theo dõi 
trong 10 ngày thì vòng phát triển nấm là nhỏ nhất 
0,96 cm, tương ứng với đường kính vòng ức chế là 
lớn nhất (8,04 cm) so với mẫu đối chứng (không 
chứa chitosan, pH 7) là 9 cm, từ kết quả cho thấy 
rằng hiệu quả của chitosan trong ức chế nấm thán 
thư trên xoài. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Hình 5: Khả năng ức chế nấm Colletotrichum ở các nồng độ chitosan và 2 mức pH khác nhau 

Biểu đồ thể hiện ở mức pH 5 khả năng ức chế 
tốt hơn so với pH 5,5 và các mức nồng độ thì vòng 
phát triển của nấm to hơn. 

3.3 Khả năng gây hại của nấm và hiệu quả 
ức chế của chitosan 

Chitosan 1% được sử dụng ở nghiên cứu này để 
xem hiệu quả tác dụng chitosan lên trái. 

Kết quả thí nghiệm theo phương pháp 1 được 
thể hiện ở Hình 6 và Hình 7. 
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Hình 6: Trái xoài bị nhiễm bệnh nhân tạo được xử lý chitosan theo phương pháp 1 

 

Hình 7: Tỉ lệ nhiễm bệnh nấm Colletotrichum trên xoài đã gây tổn thương nhân tạo ở theo phương pháp 1 

TLNB: Tỉ lệ nhiễm bệnh (%) 

 

 

Hình 8: Trái xoài bị nhiễm bệnh nhân tạo được xử lý chitosan theo phương pháp 2 

 
Hình 9: Tỉ lệ nhiễm bệnh nấm Colletotrichum trên xoài đã gây tổn thương nhân tạo theo phương pháp 2 

TLNB: Tỉ lệ nhiễm bệnh (%) 

DC 100 10-1 10-2 

TLNB 
(%) 

100 DC 10-1 10-2 

TLNB 
(%) 
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Kết quả thí nghiệm theo phương pháp 2 được 
thể hiện ở Hình 8 và Hình 9. 

Kết quả thí nghiệm trên 2 phương pháp cho 
thấy rằng, phương pháp 2 giảm khả năng phát triển 
của nấm xuống gần 40%, ở hai thí nghiệm theo 
thống kê mẫu đối chứng không thay đổi, riêng mẫu 
10o thì ở phương pháp 1 tỉ lệ nhiễm bệnh lên đến 
91,67% còn phương pháp 2 thì chỉ có 66,66% ở 
mật số cao vi sinh vật cao nhưng nếu sử dụng 
phương pháp 2 thì vẫn giảm được tỉ lệ nhiễm nấm 
gây bệnh khoảng 30-40% so với mẫu 10o ở phương 
pháp 1. Còn đối với mẫu 10-1 thì ở phương pháp 1 
là 58,33% phương pháp 2 là 16,66%, mẫu 10-2 ở 
phương pháp 1 là 27,78% và phương pháp 2 là 
8,33%, kết quả cho thấy màng chitosan bao phủ 
bên ngoài trái có khả năng hạn chế được sự phát 
triển của nấm bệnh. Theo Le Thanh Long et al., 
(2013) cho thấy chitosan hòa tan trong nước có thể 
là nguyên nhân làm biến dạng hoặc mỏng hơn vách 
tế bào của nấm C. gloesporioides. Thêm vào đó, 
chitosan là thuốc diệt nấm có hiệu quả ngăn cản 
bào tử nấm nảy mầm, ống mầm kéo dài và sợi nấm 
phát triển của nấm gây bệnh, như Alternaria solani 
(Xu et al., 2007), Botrytis cinerea (Xu et al., 
2007), Rhizopus stolonifer (Hernandez-Lauzardo et 
al., 2008), Penicillium (Liu et al., 2007), 
Phytophthora capsici (Xu et al.,2007) and 
Sclerotium rolfsii (Eweis et al., 2006).Từ những 
kết quả trên, nhóm nghiên cứu sẽ tiếp tục thử 
nghiệm khả năng ức chế của chitosan đối với C. 
gloesporioides phát triển trên xoài được phun xịt 
tại vườn. 

Ở thí nghiệm này đã khẳng định chitosan có 
khả năng hạn chế sự phát triển của nấm C. 
gloesporioides làm giảm khả năng phát triển và ức 
chế sự mở rộng tổn thương của nấm bệnh, khi bào 
tử nấm đã được cấy trực tiếp vào thịt trái nên 
không tiêu diệt hoàn toàn được. 

4 KẾT LUẬN 

Kết quả nghiên cứu đã tiến hành sử dụng 
chitosan ức chế nấm C. gloesporioides trên môi 
trường PDA đạt được kết quả tối ưu là pH 5 và 
nồng độ chitosan 1% có khả năng ức chế nấm tốt 
nhất. Khảo sát cũng cho thấy là nồng độ này cũng 
có khả năng ức chế sự phát triển của nấm bệnh trực 
tiếp trên trái xoài theo 2 phương pháp xử lý khác 
nhau là gây nhiễm bằng huyền phù bào tử nấm 
trước, sau đó mới xử lý và xử lý trước sau đó lây 
nhiễm bằng dung dịch huyền phù bào tử. Trong các 
nghiên cứu tiếp theo sẽ tiến hành đánh giá hiệu quả 

của việc phun xịt chitosan trên thực địa đến khả 
năng ức chế nấm bệnh C. gloesporioides. 
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