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LOI TUA

Cudn cam nang vé quan 1y mau bénh thuc vat ndy dugc B Nong nghiép, Thuy san
va Lam nghi€p Australia tai trg thyc hién. Cudn sach duge ra doi voi muc dich cung
cép tai liéu tham khdo cho cac nuéc trong khu vuc nham xay dung danh muc dich
hai tir tiéu ban cac mau bénh thu dugc, dap ung nhu ciu cua thuong mai Quéc té dbi
v61 hang héa nong nghiép.

Su thanh 1ap t6 chirc thuong mai Thé gidéi (WTO) nam 1995 1a tién dé cho sy ra doi
cia mot ky nguyén moi trong ty do thuong mai. Hiép dinh WTO vé viéc ap dung céc
bién phap kiém dich dong thuc vat (Hiép dinh SPS) di thic day su phat trién cla
thuong mai héa ndng san, tuy vy muc tiéu nay da bi lang quén ¢ mét s6 nudc dang
phat trién. O nhiéu nudc trén thé gidi, bd suu tap sdu va bénh hai rat nghéo nan dan
dén nhirng han ché trong viéc mé ta tinh trang lanh manh ctia nén néng nghiép ciing
nhu 14m nghiép nuéc d6. Po ciing 1a nguyén nhan khién nhiéu t6 chirc bao vé thuc
vat Qudc gia khong thé thyuc hién cong tac phan tich nguy co dich hai mot cach day
du va tin cdy. Tinh trang nay con tiép dién s& 1a mot bét loi 16n cho cac nudc dang
phat trién & khu vuc trong viéc dam phan dé mé rong thi truong cho hang ndng san.

Theo diéu khoan 9 cua hiép dinh SPS, cac nudc phat trién da chip thuan tro gitp vé
chuyén mén cho cac nudc dang phat trién thanh vién dé phat trién k§ ning c6 lién
quan dén hiép dinh SPS va dap tng cac diéu kién ma Hiép dinh SPS dé ra. Australia
da dong gop trach nhiém ctia minh bang nhiéu cach khac nhau théng qua cac chuong
trinh trg gitip song phuong trong khu vue, véi ngudn von tai tro ctia T6 chirc hd tro
phat trién Qudc té Australia (AusAID). Céc hoat dong tro giup duoc tién hanh trén
nhiéu linh vuc, trong do c6 viéc xay dung danh muc céc dich hai trén co s& mau tiéu
ban. Vin phong cac chuyén vién bao vé thuc vat cao cip thudc Bo Nong nghiép,
Lam nghiép va Thily san Australia di dam nhan cong viéc nay, dbi twong nhan duoc
su giup d& trong chuong trinh 1a cac nudc ¢ khu vuc Pong Nam A. Chuong trinh
chu trong dén viéc xay dung ning luc cua cac nha khoa hoc ¢ nam linh vuc co ban
sau:

biéu tra dich hai thuc vat
Chan doan

Béo quan mau

YV V V V

Phu trach va quan 1y bd suu tip mau
» Quan ly dir liéu

Cudn cam nang nay da tom tat lai nhimg phuong phap va ky thuét thuong duoc st
dung trong tat ca cac van de vé bénh ciy, bao gom ca thong tin vé nhitg bénh hai co
tam quan trong vé kinh té, cac phuong phap thu thap mau bénh trén dong rudng,
phuong phap nudi cdy trén moi truong nhén tao, phu:ong phap phén lap, bao quan
mau cling nhu cac thong tin, cdc meo nho trong viée quan ly ti€u ban mau bénh va
mau vi sinh vat hai. Pé dap ung nhu cau sir dung rong rii, cuén cim nang nay di
duoc dich sang tiéng Viét, tiéng Thai va tiéng Bahasa.

Lois Ransom
Chuyén vién bao v¢ thuc vat cao cap
Bo Nong nghiép, Thuy san va Lam nghiép Australia.
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1 MO DPAU

Tam quan trong cua vi¢c luu gitr tiéu ban sinh vat, bao gém ca cac mau thuc vat bi
bénh va cac vi sinh vat gay bénh di duoc néi dén trong hang loat bai bao trén cac tap
chi khoa hoc. Trong mét bai c6 nhan dé& Trdch nhiém twong hé cia phdn logi ndm
hoc va bénh cdy, Walker (1975) da trich dan it nhat 18 tai liéu tham khao va chinh
tac gia trong d6 da nhan manh tAm quan trong ctia phan loai hoc trong sinh hoc tng
dung ciing nhur tdm quan trong cia cong tic phan loai ndm, bao gdm nim hoc noéi
chung va bénh cay ndi riéng. Nhitng bai bao nay c6 anh hudng tdi viée trg gitip phat
trién cac bao tang bénh hai va phan loai hoc hay khong? Cau tra 10i ¢6 1& 1a “khong”,
14y din chung tir thuc té & Australia, hau hét cac bao tang mau bénh & Australia déu
do cac co quan cta Chinh quyén cac bang tai tro.

Nguyén nhan tai sao chinh phu lai ludng ly trong viéc dau tu vao céc bao tang
(phong) tiéu ban sinh hoc trong khi chung 14 nén tang cho nhirng nghién ctru vé phan
loai con dang 14 vin dé gay tranh cii. C6 18 van dé 1a & chd nhitng nha phén loai hoc
dd khong cha ¥ dén nhu cdu cua nhimg nguoi co kha niang st dung ching...nhiéu
nha phén logi hoc thuong khéng nghi dén nhu cdu va céng viéc cia cdc nha sinh hoc
g dung trong dé c6 cdc nha bénh cdy, tham chi mét sé con c6 xu hidng tach minh
ra khoi nhitng linh vuc nghién cuu va thuc hanh sinh hoc rong lon hon (Walker,
1975). Cung véi su ra doi ciia T6 chirc thuwong mai thé gidi naim 1995 va nhimng diéu
ludt ciia to chirc nay ap dung cho hang héa noéng nghiép, tinh trang stc khoe ciy
tréng da tr& thanh mot van dé chinh tri thuong mai 16n. Chiu ap luc tu nhiéu thanh
phan khéc nhau, cac Qudc gia dang phai sir dung cac diéu khoan ciia Hiép dinh kiém
dich dong thuc vat (Hiép dinh SPS)' dé tdi da hoa loi thé canh tranh — hay néi cach
khac 1a dé thuc diy mo cira nhitng thi truong trude day da bi dong lai do nhitng nghi
ngd vé van dé kiém dich va loai trir viéc nhap khau nhitng hang hoéa c6 nguy co anh
hudng xau toi cac nganh san xudt nong nghiép trong nude. Dya trén nhimng co s&
khoa hoc va danh gia nguy co dich hai, Hi¢p dinh SPS dua ra diéu kién dé bao vé céc
nganh san xuit néng nghiép trudc sy xdm nhap cua dich hai® tir ngoai vao, ddng thoi
tao diéu kién cho su phat trién cua thuong mai hoa noéng san. Hi¢p dinh SPS cho
phép céc thanh vién quan ly thuong mai d6i voi hang hoa nong nghiép dua trén tinh
trang strc khoe cay trong va an toan thuc pham. Tuy nhién cac gii han dé ra phai &
rang va phai c6 bang chimg k¥ thuat.

1.1 NHUNG TRACH NHIEM MANG TiNH TOAN CAU
C()pg u(:rc Quéc té vé bao vé thuc Vélt’ (IPPC) va Hi¢p dinh SRS quy dinh: c4c nudc
xuat khau phai c6 trach nhiém cung cap cho cac nudc nhap khau mét danh muc dich

hai c6 kha ning di theo hang xuat khau. Cu thé nhu sau:

» IPPC quy dinh cac nudce c6 hang hoa xudt khau phai cung cip cac thong scf)
ky thuat va sinh hoc hop 1€ can thiét cho vi¢c danh gia nguy co dich hai dé

! Bién phap kiém dich dong thyc vat (trong hiép dinh SPS) 1a céc tiéu chudn va quy dinh ciia mét
Qudc gia vé cac van dé nhu: sy 14n tap vi sinh vat, doc 6, kim loai ning, tan du thude bao vé thuc vat
trong thyc pham sinh vat hai, ¢ dai.

2 Pinh nghia ‘dich hai’ dugc st dung dé chi cac dong vat chan dbt, vi sinh vat va tuyén trung gay hai
cho thuc vat va san ph.'flm thuc vat.

6



tao dieu kién cho viéc xac dinh nhiing thong tin cu thé ve tinh trang dich hai
cua mot san pham chuan bi xuat khéu.® *

> Diéu khoan 6.3 trong Hiép dinh SPS ghi rd ‘Néu cac thanh vién c6 hang hoa
xudt khau tuyén bd rang nhimg khu vuc trong 1anh thé ciia ho 1a nhimg khu
vuc khong c6 hodc it sdu bénh thi s& phai dua ra cac bang ching can thiét dé
ching minh mét cach khach quan cho cac thanh vién nhap khau rang khu vuc
d6 khong co hodc it sdu bénh. Dé thuc hién duoc diéu nay, cac thanh vién
xuét khau sé& phai tao diéu kién cho céc thanh vién nhdp khéu thanh tra, kiém
tra hay thyc hién céac thu tuc lién quan néu ho yéu cau’.

» Phu lyc B, muc 3(b) trong Hi€p dinh SPS ghi rd ‘mdi thanh vién déu phai bao
dam rang moi thic mic hop 1y ma cac thanh vién ddi tac dua ra déu phai
dugc tra 101 thoa dang va phai cung cap cho ddi tac cac tai liéu lién quan dén:
(b) cac bién phap phong trir, giam sat, xir Iy san xuat va kiém dich; kha ning
khéng thube cua dich hai va céc thu tuc duge ap dung trong lanh thd do’.

Dé dap tng cac quy dinh trén, dé c6 thé thuc hién cong tac danh gia nguy co dich hai
va dua ra céc diéu 1€ veé kiém dich thuc vat voi muc dich ngan ngtra sy xam nhap va
lay lan cda vi sinh vat gdy hai, cac nudc can phai duy tri cong tac luu trit ho so dich
hai.

Theo Tiéu chuin Quéc té vé bién phéap kiém dich dong thuc vat (ISPM) s6 8, ‘viée
cung cip ho so dich hai tin cay va viéc xac dinh tinh trang dich hai 14 khong thé thiéu
trong hang loat cac hoat dong dugc dé cap trong IPPC ciing nhu cac nguyén tic dugc
dé cap trong ISPM sb 1: Nguyén tdc kiém dich thuc vt trong thwong mai Quoc té’.

ISPM 8 ghi 10:
‘Tat cd cac nudc déu co thé st dung cac thong tin vé tinh trang dich hai cho cac muc
dich sau:

» Cac muc dich danh gia nguy co dich hai;

> Lap ké hoach cho cac chuong trinh quan ly dich hai trong pham vi mét qudc
gia, trong khu vuc hay trong pham vi Quoc té;
» Xay dung cac danh muyc dich hai cua Quéc gia;
» Xay dung va duy tri cac khu vuc sach sau bénh’.
Dé phat huy hét quyén loi trong ty do thuong mai ctia WTO, cac nudc can phai tuan
thu moi di€u kién trong Hi¢p dinh SPS do IPPC va WTO d€ ra. Néu nhu dich vu
kiém dich thuc vat nhdm muc dich danh gia nguy co lay lan dich hai trong hang hoa

thuong mai thi viéc xay dung co s¢ ha tang tot, lam nén tang cho cong tac bao vé
thuc vat 1a vo cung can thiét.

3 Cong wde Bao vé thuc vat Qudc té, 1997: Pidu VII: Hop tac Qudc té: 1. “Céc tb chirc tham gia hop
déng phai hop tac chat ch& trong pham vi co thé dé thuc hién muc tiéu cta Cong udc, dac biét 1a... c)
hop tac trong pham vi c6 thé dé cung cp cac thong tin ki thuat va sinh hoc can thiét cho viéc danh
gia nguy co dich hai.”

*ISPM 11, Panh gia nguy co dich hai ddi véi dich hai kiém dich, 1.2 Thong tin: “Viéc cung cip thong
tin chinh thirc 1ién quan dén tinh trang dich hai 1 quy dinh bat budc theo IPPC (Piéu VIIL1c) ma cac
dbi tac phai thyc hién (Didu VIIL.2).”

3 ISPM 8, Xéc dinh tinh trang dich hai trong mét khu vyce, IPPC, FAO, Thang 11, 1998.



1.2 TINH TRANG LUU GIU MAU SINH HQC O CAC NUOC ASEAN

Niam 2001-2002, T6 chtrc hd tro phat trién Qudc té Australia (AusAID) da tai trg cho
cong viéc budc dau cia chuong trinh v6i muc dich danh gia lai tinh trang luu gitr
sinh vét hai va mau tiéu ban bénh ciy & cac nude trong khdi ASEAN. Coéng viéc niy
bat ngudn tir mot quyét dinh duoc thong qua tai cudc hop lan thir hai cia Uy ban
didu hanh Hoi thiét 1ap va didu hanh mang lu6i khu vic ASEAN (ASEANET®
LOOP) t6 chire naim 2000. Cac dai biéu tai cudc hop da tan thanh y kién vé viéc xdy
dung béo cdo vé cac bao tang (phong) luu giit sinh vat & cac nudc thanh vién.

Tac gia clia cic ban bao cao vé tinh trang luu gitr tiéu ban dich hai & cac nudc
ASEAN déu nhan xét rang trong pham vi dii 16n hay nhé, khong mot nudc nio trong
khu vuc c6 kha ning mo ta day du vé tinh trang sirc khoe nén nong nghiép ciia minh.
Van dé 1a & chd, trong pham vi 16n hon, sb lugng tiéu ban bénh cay trong cac phong
mau bénh trong khu vuc qua nho. S6 lugng tiéu ban con tring trong cac phong luu
giit tiéu ban 16n hon nhiéu so véi s6 lugng tiéu ban bénh cdy. Cac nha con tring hoc
nhin chung ciing thong thao voi cong viéc bao quan tiéu ban va quan 1y mau hon 1a
cac nha bénh cay.

1.3 TAM QUAN TRONG CUA VIEC LUU GIU HO SO TIEU BAN

Cac nguén thong tin vé su ton tai cua mot sinh vat hai rat nhiéu va sén c6 voi do tin
cay khac nhau. Tuy nhién, trong pham vi thuong mai Qudc té, hd so luu trir dua trén
cac tiéu ban dugc xac nhén trong cac phong mau dat tiéu chuan 1a ngudn thong tin
dang tin cay nhat vé tinh trang strc khoe thuc vét cua mot nude. Hob so dich hai bao
gom mau tiéu ban va dir liéu di kem ti€u ban gdém c6: dia diém lay mau, ngay lay
mAu, nguoi 1dy mau, ky chu va dic tinh cia vi sinh vat hai. Cac phong mau bénh
hoat dong tét bao gio cling ¢6 rat nhiéu mau khac nhau cta cing mot loai tir cac ky
chu khac nhau, tir cac khu vuc dja 1y va san xuat nong nghiép khac nhau. Cac miu
tiéu ban co thé duoc kiém tra lai dé xac dinh lai két qua giam dinh hodc dé co dugc
cac thong tin chinh xac hon vé diéu kién 1dy mau va vé phan bd cua bénh. Mat khac,
cac bao cdo dugc xuat ban (cong bd) ma khong co mau tiéu ban bénh lam ching déu
khong c6 gia tri va con la mot can tr¢ cho thuong mai ndng nghi¢p. Cac bao cdo
khong ding sy that s€ co thé gay kho khan, ton thoi gian va tién ctia dé bac bo yéu
cau cta ddi tac thuong mai sau nay. Tiéu ban va cac mau vat khic trong phong mau
sinh hoc 13 vii khi déc luc trong viéc trg giup tiép can thi trudong va dé giai thich cho
viéc thuc hién cac bién phap ngan ngra sy xam nhap cua sinh vat hai tr ngoai vao.

® ASEANET la Hoi thiét 1ap va diéu hanh mang lu6i BioNET Quoc té trong khu vue Dong Nam A,
day 1a mot t6 chirc hoat dong dya trén sy hop tac trong khu vyc dé€ ting cuong sy tu lyc trong phan
loai hoc sinh vit.



1.4 XAY DUNG VA PHAT TRIEN CONG TAC LUU GIU MAU BENH

CAY O CAC NUOC ASEAN

Néu cac nha khoa hoc va nhitng ngudi cong tac trong linh vuc bénh cay hiéu dugc su
can thiét phai gri mau bénh vao cac phong thi nghiém dugc chi dinh thi viéc xay
dung cac phong mau bénh ¢ cic nudc Pong Nam A s& dé dang hon. Chinh phu
Australia da uu tién trg gitp td chirc cac hdi thao nho bao gém cac nha bao vé thuc
vat dé giai thich tAm quan trong ciia viéc luu giit mau sinh hoc trong mbi lién quan
v6i thuong mai va vai trd cua cac nha bdo v¢ thuc vat trong viéc phat trién cong tac
nay. Thém vao do, cac chuong trinh dao tao danh cho nhitng ngudi lam cong tac
bénh cay cing duoc t6 chic dé bao dam riang ho biét cach bao quan mau va van
chuyén mau t6i cac phong luu gitr duge chi dinh. Cudn cam nang nay chtra dung
nhitng thong tin can thiét dé giup cho tit ca nhiing nguoi lam cong tac bénh cay thyc
hi¢n trach nhiém cua ho trong viéc xay dung va phat trién bao tang Quoc gia vé mau
bénh ciy va mau vi sinh vat hai, cling nhu cung cép céc tai liéu can thiét cho nhiing
nguoi quan ly bao tang.



2 LUU GIU MAU BENH HAI THUC VAT

2.1 BAO TANG MAU

Bao tang mau 1a noi luu giit cac mau tiéu ban sinh hoc dd chét, kho, dugc ép hoic
cac mau thuc vat va nam da duge xir 1y bdo quan dai han, tat ca cac mau tiéu ban déu
phai c6 thong tin di kém. Pa sb bao tang mau sinh vat chi danh mot phan nho dé luu
trir tiéu ban ndm va bénh cdy trong khi chi mot s it bao tang mau chuyén luu trit
nam va bénh cdy. Thuc té cic bao tang bénh ciy déu c6 chic ning nhu hai bao tang,
do6 1a luu trir ti€u ban thyce vat bi bénh va luu trir vi sinh vat gdy bénh nhu nam, vi
khuan, virus, viroid, tuyén trang, phytoplasma va vi sinh vét c¢6 dang vi khuan ky
sinh ndi bao.

Béo tang ndm va céc thong tin dugc luu trir trong béo tang 1a dbi twong sir dung cua
cac nha phan loai hoc, cac nha nam hoc, cac nha bénh cdy, cac nha khoa hoc vé bao
vé thuc vat, cac can bd kiém dich, cac nha suu tam sinh vat va nhiing ngudi hoach
dinh chinh sach trong rat nhiéu linh vuc bao gém ca viéc duy tri an ninh sinh hoc va
da dang sinh hoc. Tét ca cac bao tang dugc chinh thirc cong nhan trén thé gioi déu co
tén viét tat, vi du Bao tang Bogoriense (BO) va bao tang CABI Bioscience, Trung
tam UK (IMI). Mdi tiéu ban trong mot bo suwu tAm déu duoc danh sé tha tw, dung
trudc cac sb thir tu 13 tén viét tit ciia bao tang. Néu biét sd truy nhap ctia mot tiéu ban
ta c6 thé tim ra noi luu giit tiéu ban d6 voi su trg gitp cua cudn ‘Danh muyc tra ciru
cac bao tang’ (Index Herbariorum). Cubn sach chira dung thong tin vé& hon 3.000 bao
tang trén thé gidi va hon 9.000 nhan vién lam cong tic luu giit trong cic bao tang
nay. Danh muc tra ctru nay cé thé dugc truy cdp qua mang internet qua dia chi
[http://sciweb.nybg.org/science2/IndexHerbariorum.asp] va cac thong tin c6 thé duoc
tim kiém tir cac thong sd nhu: tén co quan, to chirc, tén viét tit, tén nhan vién,
chuyén nganh nghién ctru. Cudn danh muc tra ctru Index Herbariorum 13 két qua cuia
mot du an hop tac gitra Hi¢p hoi phan loai thuc vat Quéc té va Vuon thuc vat New
York.

2.2 BO SUU TAP VI SINH VAT

B0 suu tap vi sinh vat s€ luu giit cac mau ndm va vi khuin con séng O trang thai on
dinh cho dén khi dugc str dung ¢ nhiing 1an sau. C6 nhiéu cach bao quan mau vi sinh
vat khac nhau tir cach lién tuc cdy truyén cho t6i nhitng phuong phép lam giam hodc
gian doan qua trinh trao ddi chat.

Hiép hoi luu giit miu vi sinh vat thé gigi (WFCC) [www.wfcc.info] dong mot vai tro
v0 cung quan trong trong viéc lya chon, duy tri, mirc d¢ chinh xac va su phan bd cta
cac mAu vi sinh vat ciing nhu mau té bao sinh vat. Muc dich cta lién doan 1a thic
déy va hd tro viée xay dung cac b suu tam mau vi sinh vat va cac dich vu c6 lién
quan, 1 cau ndi thiét 1ap mang thong tin gita cic trung tAm luu giit va nhitg ngudi
sir dung dé bao dam sy ton tai lau dai ciia cc trung tim nay. WFCC da xdy dung
mot hé thong dit liéu mAu vi sinh vat véi pham vi toan cau. Hé théng co s dir liéu
nay duoc duy tri tai Vién di truyén Qudc gia & Nhat Ban va luu trir thong tin ctia gan
nhur 500 bo suu tap tir 62 nude khac nhau. Cac thong tin dwoc luu giir bao gom tén
cac to chuc, cach quan 1y, dich vu va nhitng dan liéu khoa hoc cua cac bo suu tap.
Heé théng co so dir liéu ndy da hinh thanh mot ngudn thong tin quan trong cho tat ca
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cac hoat dong lién quan dén vi sinh vét va ciing déng vai tro trung tim cho cac hoat
dong vé dit liéu cua céac thanh vién WFCC.

2.3 XAY DUNG BO MAU BENH CAY

Céc tiéu ban dugc luu giit trong bao ting mau va cac bo suu tap vi sinh vat 1a hoan
toan khac nhau. Béo tang mau luu giit cac tiéu ban chét trong khi b swu tdp miu vi
sinh vat luu gilr cac vi sinh vét con séng Cac nha bénh cay can phai lam viéc voi ca
hai loai mau (mau cdy da chét va miu vi sinh vat con séng). Thong thuong moi bao
tang bénh cay déu co luu giit mot bo suu tap vi sinh vat. O mot 80 noi, hai nhom
khac nhau hoat dong trong cung mot t6 chtrc hodc tham chi hai t6 chirc khac nhau
trong cung mot Qudc gia dam trach hai bo suu tap riéng ré. (Giai phap ly tuong nhit
1a & bat cir ‘vung nao hay mot Quoc gia ndo ciing nén c¢6 mdi quan hé chit ché giira
bao tang mau bénh va b suu tdp mau vi sinh vat gay bénh.

Nhiing trang thiét bi co ban can thiét cho mot phong miu tiéu ban va mau vi sinh vat
hai dugc dua ra ¢ Hinh 1. Cac trang thict bi van phong c6 thé dugc dung chung cho
cd hai vi du nhu chuong trinh quén ly dit liéu ti€u ban.

Phong mau tiéu ban

< Phong chong cb6n trung chuyén
dung

< May diéu hoa khong khi (20-23°C)
4 May hat 8m (40-60%)

< Gia, tu gitr mau (kim loai)

< Chuodng bao chay

a

Thiét bi quan ly

< May tinh, may in, may quét anh

< Phdan mém co sé dit liéu

< Kinh hién vi

< Kinh 14p soi ndi

< Kinh hién vi dién t&r quét

< May anh k¥ thuét s6 (gan dugc vao kinh hién vi)
< Géi mau, nhan, ban cha thich (gidy khoéng c6 axit)
< Thu vién dién tu, dién thoai, hop thu

< Tu chira do

Phong mau vi sinh vat

< Bubng cdy vo trung

% N&i hap

< Tu lanh

< Tu da (lanh sau)

< Tuyp gilf mau

< May lam lanh kh6/Tu ch(ra nitg léng
< Gia dé

Hinh 1  Trang thiét bi cin thiét cho viéc xdy dung mét phong tiéu bin va miu vi sinh vét
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2.4 DANH MUC DICH HAI

Danh muc dich hai 1a tp hop cac sinh vat gy hai trén mot ky chu cu thé tai mot
nude hodc mot khu vyc nhét dinh. Ngoai nhing thong tin lién quan dén tinh trang
sirc khoe cay nong nghiép, cay lam nghiép, nguén goc (ban xir hay du nhép), danh
muc dich hai ¢6 tim ‘quan trong dac biét, nhit 1a d6i v6i cac nude dang tim kiém thi
truong nudc ngoai dé xuat khau hang hoa.

Nhitng danh muc dich hai dang tin cdy nhat 1a nhitng danh muc da duoc xac dinh va
¢6 mau tiéu ban di kém, nhting danh muc dich hai dugc xdy dung trén co sé cac bao
céo, tai liéu duoc xuat ban ma khong ¢ tiéu ban di kém duogc coi 13 khong co do tin
cdy cao. Mirc do tin cdy con phu thudc vao ky ning cia ngudi ldy miu va ngudi
giam dinh, phuong phap gidm dinh va danh tiéng cua tap chi dang tai. Nhiing bai ma
tac gia 1a cac nha phan loai hoc va duoc xuat ban trén cac tap chi chuyén nganh thé
gidi chic chin s& dang tin cdy hon cac bai khong duoc ding trén cac tap chi chuyén
nganh (Hinh 2).

Ngu6n thong tin sdp xép theo do tin cay

1. BO suu tap dich hai thuéc B6 N6ng nghiép, cac trudng, vién nghién clu.

2. Tai liéu tham khao cha yéu: cac tap chi khoa hoc, cac bai bao céng bd cac
cdng trinh nghién clu, sach, bdo cdo kiém dich, bdo cdo tir cdc cd quan vé
sirc khoée thuc vat va kiém dich thuc vat.

3. Tai liéu tham khao th(& yéu: trich yéu bao vé thuc vat cua CABI.

4. Tai liéu lién quan khac: cdm nang, tai liéu hdi thao, danh gid nguy cd dich
hai.

5. Cac nguon thong tin: thao luan vdi cac chuyén gia trong va ngoai nudc, cac
bai bdo phé thdng, théng tin qua mang (internet).

Hinh 2 Ngudn théong tin gitp cho viéc xAy dung danh muc dich hai xép theo thir tu tin ciy

Cac thong tin dugc dua vao danh muc dich hai phu thu¢c vao nhu cAu ctia ngudi st
dung. Nhing thong tin gi 1a can thiét? Muyc dich sir dung thong tin? Hinh 3 1a vi du
vé mot danh muc dich hai bao gém tén diy du cia cac vi sinh vat gdy bénh trén 1 ky
chu va tén thuong goi ciia bénh.

CARICACEAE
Carica papaya L. (du du)

Alternaria tenuis Nees — Ddm voé qua.
Ascochyta caricae Pat. — BDom den.
Botryosphaeria rhodina (Berk. & M.A. Curt.) Arx - Thdi qua.
Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds - Than thu trén qua.
Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curt.) C.T. Wei - Bom 3.
Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & H. Schrenk — B6m qua chin.
Macrophomina phaseolina (Tassi.) Goid. - That ngang than.
Phytophthora cinnamomi Rands - Thaéi ré.
Sclerotium rolfsii Sacc. — Chét rap cay con.
Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank) Donk — Chét rap cay con.
Verticillium dahliae Kleb. — Chét héo.

Hinh 3 Vi du vé danh muc dich hai trén cay du di
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Danh muc dich hai dugc xay dung tir cac cong tac:

» Quan sat;

Lay mau;

Bao quan mau trong diéu kién phu hop;

Diéu tra c6 ké hoach tit ca cac ndéng san va cac khu vuc co lién quan;

Hop tac voi céc to chuc khac;

Y V. V V V

Viéc luu gilr cac bd suu tap phai dap ung cac ti€u chuan Quoc té€ vé kiém dich

thuc vat (tiéu chuan 8) (ISPM 8).

Tu xua dén nay, viéc xdy dung danh muc dich hai thudng gip nhleu khoé khan do
viée tiép can thong tin tir cac phong tidu ban rai ric & cac co quan, to chirc khac nhau
trong do co:

» Céc B) Nong, Lam nghiép truc thude Quéc gia;
» Céac bao tang lich st tu nhién;
» Cac vién nghién ctru ndong nghiép chuyén nganh;

» Céac nha khoa hoc lam cong tac nghién ctru va cac vién han lam.

Céc thong tin luu trit trong cic phong tiéu ban bénh cay c6 tam quan trong dic biét.
Vi vay, viéc xay dung h¢ thong co so dir liéu dién tu dé nguoi sir dung c6 thé truy
cap dé dang 1a viéc lam hét sirc can thiét. Hé thong cong nghé thong tin hién nay lai
san co, tao diéu kién cho viéc tim tiéu ban va thong tin luu trir mot cach nhanh chong
va thuén loi. Chi phi cho phan mém thap, tuy nhién chi phi cho viéc nap thong tin va
dir lidu lai tén kém hon. Viéc nap co so dit liéu 1a van dé kha pho cap trong giai doan
dau cua viéc xay dung hé théng co s¢ dir liéu, vi vay cac co quan 1am cong viéc ndy
doi hoi phai 1am viéc lién tuc va cap nhat thong tin thuong xuyén. Mot van dé déng
lru tAm nita 1a s6 lugng va chit luong cua cac théng tin co ban. O da sb cac noi,
cong viéc giam dinh, phan loai chiém phan 16n bao gom viéc kiém tra lai cac két qua
giam dinh va ghi chép trudc day ciing nhu giam dinh cac miu giri dén ma chua duoc
phan loai. Cac nudc can phai thiét 1ap mot hé thdng tiéu chuan dir liéu tdi thiéu cho
cac hd so dich hai dé dap ung cac tiéu chuan Quéc té do IPPC (ISPM 8) dé ra. ISPM
8 liét ké cac thong tin co ban can thiét dé xay dung mot hd so dich hai (Hinh 4).

HO6 sd dich hai bao gom nhirng gi?

. Tén khoa hoc cta dich hai (chi, loai, dudi loai)
. Trang thai hoac giai doan cua vong ddi
. Nhém phan loai
. Phuong phap phan loai (bao gém ca tén ngudi phan loai)
. Ngay lay mau (bao gébm ca tén ngudi Idy mau)
. Thong tin chi tiét vé noi lay mau
a. Dia diém (thanh phd & bang, huyén, tinh)
b. Nuéc
c. Thong tin vé GPS (kinh do & vi do)
7. Tén khoa hoc cta ky chu (chi, loai, dudi loai)

aulh WN
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8. Tinh trang bi hai cua ky chu
9. Tinh trang phd bién cta bénh
10. Tai liéu tham khao

Hinh 4 Théng tin cén thiét cho mot hd so dich hai, dwgc xay dung dwa trén ISPM 8

Hau hét cac nude khong co6 trung tdm lon luu gitr cac thong tin vé tinh trang suc
khoe cay trong boi vi cac phong luu gitt miu va hd so dich hai thuong phan bb rai
ric ¢ rat nhidu cac co quan khac nhau. Diéu nay anh huong to1 sy nhit quan cua
thong tin luu gitr va chat luong thong tin luu gitr vi m01 noi ¢6 sy uu tién khac nhau
d6i v6i dbi tugng luu gitr. Cing véi su phat trién gan day vé cong nghé thong tin,
chung ta co thé khic phuc duogc tinh trang ton tai nay. Cong ngh¢ luu trir co so dir
lidu bang hé thong may tinh tao diéu kién cho cac hé thong quan ly dir liéu ¢ céc dia
diém xa nhau c6 thé ndi két duoc voi nhau, vi vay ma tat ca cac dlem déu co thé truy
cap duoc hé théng mang co s dit liéu. Co thé noi rang su phat trlen cla cong nghé
da giup cho viéc xay dung mot hé thdng co s dit liéu duy nhat & cip Quéc gia hodc
cap khu vuce, thong qua hé thong nay thong tin co thé duoc cap nhat thuong xuyén o
cap co so. HO so bénh hai dugc tiép can théng qua mot trang chu trén hé théng
internet va mot s6 thong tin chi nhiing nguoi lién quan méi co thé truy cép dugc
(thong qua ma khoa bao v¢). Thong qua hé théng nay, nguoi sir dung co thé cung cip
cac thong tin lién quan dén danh muc loai, phan b va ky chu.

Mot hé thong co s dit liéu c6 kha nang thu thap va tong hop dit lidu vé stc khoe cay
trong tur rat nhieu to6 chure khac nhau véi dicu kién la:
> Céc co quan 1am cong tac luu gitt mAu sinh vat hai phai luu gitt hd so mau
bénh trong cac hé thong co s¢ dir liéu dién tir két nd1 voi mang internet. ;
> C6 kha nang phat trién va dleu chinh cac 'gateway' (cong) hodc 'broker'
chuyén dung ma cic phan mém can dé két nbi voi cac ngudn thong tin co s
dir liéu khac nhau;
> Céc co quan phai sin long chia sé thong tin va cam két duy tri phong luu gir
cua ho nhu mdt thanh vién cua hé thong mang dir li¢u (bao gom ca viéc dap
ung cac tiéu chuan Quoc te).
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3 XAYDUNG BQ SUU TAP MAU BENH
3.1 NGUON MAU

Nguén tiéu ban cha yéu trong cac phong mau bénh cay dugce cung cip bdi cac nha
bao vé thyc vat lam viéc tai cdc phong thi nghiém chén doan bénh hai thudc cac vién
va cac co quan nghién ctru truc thudc Bd. Cac mau bénh, sau khi duoc thu thap tir
cac cudc diéu tra ngoai déng, thuong duge dua dén cac phong thi nghiém giam dinh.
Tai day, cac nha khoa hoc s& xem xét c6 nén luu lai nhitng mau bénh nay hay khong.
Bét cr mau bénh nao dai dién cho 1 vi sinh vat lan dau tién duoc phat hién tai mot
dja diém moi hay trén mot ky chi méi déu phai duoc giri dén mot trong cac phong
lwu gitt mau bénh c6 uy tin. Pa sb phong lwu gitt mau bénh déu c6 doi ngii nhan vién
c6 thé xac dinh dugc cac nhom vi sinh vat hai khac nhau.

Can bd va sinh vién tai cac truong dai hoc va cac co quan nghién ctru cling 1a nhimg
ngudi thudng cung cip mau cho cac phong luu gitr mau bénh céy. Hon nira, tat ca
cac cong trinh nghién ctru khi dugce xuét ban trén cac tap chi, sach deu phai li¢t ké it
nhét tén mot phong luu gitr méu bénh noi ho giri mau dén. Nhitng miu tiéu ban nay
duoc st dung dé kiém tra va nhan dang cac vi sinh vat hai thu thap tur cac cude diéu
tra va cac cong trinh nghién ctru vé sinh thai, dich hai, di truyen tién hoa, hinh thai,
phan tu.

Ngoai ra, s6 luong mau ctng duoc tang thém khi dugc cly truyen va lam kho dé trao
d6i gitra cac phong luu gitr mau. Viéc ting, biéu, mua ban mau cling la mot hinh thirc
1am tang sb luong mau trong mot phong luu giit mau. Su chuyén nhuong sé hitu gitta
cac phong luu giit mau do khong du kha ning duy tri cling 12 mot viéc ddng khich 1é
dé bao vé cac bd suu tap mau bénh co gia tri.

3.2 THU THAP MAU BENH NGOAI PONG RUONG

Hau hét cic miu tiéu ban trong mot phong luu giit vi sinh vat hai déu duoc thu thap
tur déng rudng hodac moi truong ngoai ty nhién. Cac cay bénh déu duoc xac dinh nho
céc tridu chimg va du hiéu ddc trung. Triéu chimg 1a nhimng thay doi bén ngoai ciia
ciy hodc cac bd phan ctia cay bi nhiém bénh ma mat thuong cé thé nhin thay dugc
(Bang 1). Triéu chimg xuét hién do thuc vat bi suy giam kha ning quang hop, sinh
san, hat nudc hodc trao doi chat.

Triéu chirng Mo ta

Than thu Vét hoai sinh mau den do Colletotrichum giy ra

Mudi den Céc tan nim ky sinh den va day dic(Meliolales), thuong xuat hién trén
bé mat 14 cay nhiét doi.

Chét lui M5 bénh bi chét, lan rong rAt nhanh.
Loét Vét hoai sinh, thuong 16m xubng trén than gd, canh hodc ré.
Chét rap ciy con Cay con bi gdy va thdi & diém tiép gidp v6i miat dat truée hodc ngay
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Tri¢u chirng

Mo ta

Kho canh

Suwong mai

Bién dang 14, hoa

Bién dang choi

Nét sung
Chay géom
Vét dém
Kham
Hoala

Phén tring

Mun sui
Nét sung
Théi

Gi sét
Seo

Vét bong
Thing 14

Than den

Moc den

Luc hoa
Héo

Choi rong

sau khi nay mam do nam Pythium hodc Rhizoctonia giy ra.

Rung 14, chét canh tham chi chét toan bod cay

Phan mau hoi trang xuat hién trén bé mat 1a va than cay do sy xuat
hién clia boc bao t& va bao tor dong cia cac loai thudc bo
Peronosporales.

Hién twong moé cay chu sinh truong nhanh va khong binh thuong, kéo
dai tir gan, dac biét 1a trén 14 va hoa
Chdi bi phan ly thanh timg b6 chdi nhé cong hodc xoan.

Hién tugng sung 1én hodc tao thanh u khong binh thuong
Chay nhya tir mé ky chu.

Céc vét thuong hodc mo bénh xac dinh.

Sy bién d6i mau sic timg khoang xanh dam, nhat trén 14. Pay 1a triéu
churng cua rat nhiéu bénh do virus gay ra.

Hoa bién tinh thanh dang céu trac giéng nhu 14.

Hién tugng cac soi nam, canh bao tir phan sinh va bao tir phan sinh
xuat hién trén bé mat cdy cé dang bot mau trang, nam phan trang thudc
bd Erysiphales.

Céc boc mong nudc, khi v& giai phong ra ndm.

Céac ndt sung xuét hién ¢ r& do nhimng loai tuyén trung nhit dinh
(Meloidogyne) gay nén.

M6 thyc vat bi mém va phan ra do enzyme cuda vi sinh vat hai san sinh
ra (co thé cing, mém, kho, udt, den hodc trang).

Céac khéi bao tir do ndm gi sat thudc bo Uredinales san sinh ra.
Khu vyce bi bénh san sui, thé rap, giong nhu c6 mét 16p vo cung.

Mo trong giéng nhu bi gidi nudce nong.

Tri€éu chirng bénh trén 14, cac mo gitra vét bénh roi rung tao thanh
nhitng 16 hong trén 14 cay.

Cac khoi bao tir trén 1a, trén than va hoa do nam than den
(Ustilaginomycetes) gay ra.

Cac dam mau den trén 14 va than ctia ndm hoai sinh bé mat (thudng 1a
Capnodiales) song nho cac chat ti€t ra tir ¢on trung (thuong 1a rép).

Céc bo phan cta ciy bi bién ddi thanh mau xanh, dic biét 1a hoa.

Hién tugng cay mat tinh truong, cac bd phén cua cay ril xuong.

Su phan ly manh cuia choi va mam rat gan nhau hodc tai cung mot
diém.

Bang 1 MGt so triéu ching bénh thuong gip
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DAu hiéu cta bénh 13 sy ¢6 mit cla cac vi sinh vt dudi cac dang khéc nhau, vi du
nhu dang qua thé ma mat thuong co6 thé nhin thay dugc. Mot s6 dau hi¢u thuong thay
cta bénh nhu sau:

e Dia canh, canh bao tir phén sinh, qua canh: cac cau tric nam nhoé dang qua
the san sinh ra bao tir.

e Pam: dang qua thé ctia nam dadm (ndm r6 hodc nam mii);
e Thé s¢i nam: khoi sgi nam;

e Dich tiét: digh long va dinh tiét ra tur vét thuong hoac cac 16 tu nhién (khi
khong, bi khong);

« So¢i nim dang ré: cic soi nam tap hop bo lai gidng nhu soi dy (thuong co
mau t6i).

3.3 THU THAP VA XU LY MAU BENH

Viéc lua chon mau bénh cho du véi muc dich giam dinh hay nghién ctru vé phén loai
hoc déu phai hét stc can than. Thoi diém thu mau cdy bénh thich hop nhét 1a & giai
doan dau hodc gilra cia bénh, khi vi sinh vat hai van dang & trang thai hoat dong.
Nhitng mau bénh bi nhiém qué ning thuong khong sir dung duoc vi ¢ giai doan nay
vi sinh vat hai c6 thé khong hoat dong nira, thay vao do la cac vi sinh vat hoai sinh
x4m nhap vao cac cic md bénh da chét hoai. Vi vay, phan lap vi sinh vat hai tir cac
mau bénh & giai doan nay thuong rat kho. Viéc lua chon vi tri léy mau trén cay bénh
cling rat quan trong. Ngudi thu thip mau bénh can phai co. kién thtc co ban vé triéu
chiung bénh va nguyén nhan gy bénh dé bao dam rang mau lay duoc c¢6 vi sinh vat
hai. Trong mot 6 truong hop, triéu chimng c6 thé xuat hién & vi tri nay ctia cdy nhung
vi sinh vat hai thi ¢6 thé duoc tim thay o vi tri khéc. Vi du nhu bénh héo: triéu chimg
thuong xuat hién dau tién trén 14 trong khi vi sinh vat gdy bénh lai ky sinh trong hé
théng mach dan cta ré va than. Mot danh muc cac dung cu can thiét cho diéu tra thu
thap mau bénh dugc trinh by & hinh 5.

Dung cu

Kéo cat cay Cép ép méau Gidy bao Nhan
Kinh IGp cdm tay Bay, xéng nho Tui gidy Tui nilon
Kéo But da Phong bi But chi
GPS Cua tay Dao Thung da
Ban d6 Tai liéu tham khao

Hinh 5 Dung cu thwong dung dé iy miu bénh

Mot s6 nguyén tic can tudn theo khi thu thap va xir Iy mau bénh:

 Nhan dang cay ky chu. Néu chua xac dinh dugc tén cay ky chu thi phai lay
mau ciy khoe, déc biét la hoa va qua. Nguoi ldy mau phai bao dam rang mau
cay khoe ldy vé chinh 1a cay ky chu. Diéu nay dic biét quan trong khi lay
mau bénh than den va mot sé bénh pha huy hoa cua mot s6 loai trong ho Hoa
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thao vi nhitng bénh nay thudng phat trién trén nhimg tip doan ky chu khac
nhau.

 Sur dung thi gidy de lay giit mau bénh. Khong bao gi¢ st dung tai nilon dé
gilt mau tuoi vi mau van c6 thé hd hap, lam am ti tao diéu kién cho vi sinh
vat hoai sinh xAm nhdp va phat trién nhanh, ph4 huy cac mé thyuc vat. Tai
nilon chi c6 thé duoc sir dung dé giit cac mau uét trong thoi gian ngan.

e Doéng, gb6i mau can than dé tranh va dap va hoi nudc ngung tu. BEé mat am s¢€
tao di€u kién cho vi sinh vat hoai sinh phat trién, khién cho mau bénh khong
the stir dung dugc.

«  Sir dung but chi d¢ viét nhan (muyc s& khong thich hop vi c6 thé bi nhoe khi
am udt).

« Xin cac gidy phép can thiét dé thu thap va van chuyén mau bénh. O mét s6
khu vuc viéc 1dy mau sinh vat ¢6 thé bi han ché, vi du nhu & cac vuon Quéc
gia hodc ¢ cac khu vuc do tu nhan quan ly. Viéc van chuyén mau tir nudc nay
sang nudc khac c6 thé phai can dén gidy phép xuat nhap khiu va gidy phép
kiém dich.

3.3.1 Doi véil4, than va qua

Nén lay méu 14 c6 bé mit kho réo, néu trong diéu kién mua am, bé mat 14 udt thi co
the dung gidy bao tham khé trude khi kep mau gitra cac 16p glay bao hodc cac loai
gidy thim nuéc khac (khong nén sir dung gidy an vi khi udt gidy an co thé tan ra ra
va kho tach chiing ra khoi mau 14). Khi ép va 1am kho mau 14, can chu v rai 14 ra sao
cho khéng trung 1én nhau. Néu 1a day va mong nudc, can thay gidy bao hang ngay
cho dén khi 14 kho han.

Khi 1dy miu than cdy bi bénh can 1dy & vi tri bao gdm ca mo khoe va mé bénh. Goi
can than moi than bénh vao mdt to bdo vi chung rat dé bi xay sat hodc gay khi duoc
2061 thanh mot b6 chung.

Khi ldy mau qua mong nudc, thit qua nhiéu can chon nhiing mﬁu moi xuat hién tridu
chung hogc triéu chung dang ¢ giai doan gitra cua sy phat trién. Cac vi sinh vat gay
théi thtr yéu va hoai sinh thudng xam nhap qua ¢ giai doan cudi cua sy phat trién
bénh, gdy can trd cho viéc giam dinh vi sinh vat gdy bénh. Goi moi qua bénh vao
mot to gidy bao riéng r&. Khong dung tai nilon dé goi mau qua.

Bénh gi sdt va ndm than den

Khi 1dy mau nim gi sit can kiém tra ca 2 mat 1a dé tim bao tir d6ng mau nau den va
bao tir ha mau vang da cam. Nam than den thudng pha huy cac bo phan hoa cua céac
loai trong ho Hoa thao. Xéac dinh dang tén ky chu 1a diéu kién can thiét dé gitp cho
viéc giam dinh ndm than den, tuy nhién viéc xac dinh tén ky chi doi khi gap kho
khan néu hé hoa bi pha hity. Can cht ¥ g6i mau bénh bang gidy bao can than dé bao
tr ndm gi sat va nam than den khong bi roi ra ngoai.

Bénh vi khudn i ) i
Mo bénh vi khuan thudng bi phéan ra rat nhanh, vi vay kho thu thap va van chuyén

mau bénh t6i phong thi nghiém & xa. Pat miu bénh vao thi gidy va ding gidy bao am
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boc lai dé tranh cho mau khoi bi kho. Nén gitt mau ¢ noi mat mé, tranh anh ning mat
troi. P61 voi mau ddm 14 va tan lui do vi khuan, nén dung gidy bao ép lai cho kho dé
lwu giir. Nhiéu vi khuan gy bénh c6 thé sdng sot hang thang, tham chi hang nim
trong cac mau kho & nhiét d6 phong.

Bénh virus

Mau bénh ciy nghi ngd nhiém virus sau khi thu thap nén bao quan tam thoi trong cac
lo 1am khé (Hinh 6). Lo 1am khé c6 thé duoc 1am bang cach 1dy mot lo nhya, d6 tinh
thé Clorua Canxi (CaCly) khan vao dén 1/3 lo, dung bong phu 1én ngan cach gitra cac
tinh thé Clorua Canxi va mau bénh. Cach bao quan miu nay tot nhat ¢ nhiét do
0—4°C, tuy nhién ciing c6 thé 4p dung & nhiét d6 moi truong.

Dung kéo hoic ludi dao dé cat 1a. Néu 1a bi bui ban hodc con tring bam vao, c6 thé
dung nude hoac con lau sach trude khi cat. Cat 14 thanh ting mau nhé 3 - 5 mm, nén
lay & gan phan giita cta phién 13, sau d6 dat 5 - 10 mau 14 vao mot lo 1am kho. Ludi
kéo hodc dao phai dugc khir tring bang con hodc dung dich sodium hypochlorite
(NaOCl) 10% giira cac mau khac nhau dé tranh b tap.

Ngoai cach xur ly mau nhu trén, c¢6 thé gitt mau bénh virus trong tai nilon cing voi
mot it gidy am va | gitr trong thing d4 cho dén khi dua dén phong thi nghiém. Bang
cach nay, 14 cay van tuoi, gitt duoc stc truong can thiét.

N

Y

nap van bang nhua

mé&u 1& (3-5 mm)

bong

Tinh thé canxi clorua

Hinh 6 Lo 1am khé miu nghi ngo' nhiém virus.

3.3.2 Doi véiré va dat
Thong thudng cac md ré hay cac cau tric vi sinh vat hai & ving ré thudng rat mong

manh. Khong nén nho cy vi co thé lam dut ré, khong lay dugc phan ré hay vi sinh
vat hai, gdy kho khan cho vi¢c gidm dinh.
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Lic nhe dé loai bo phan dat bam vao ré, néu co thé nén ria ré nhe nhang (trong
truong hop dinh kiém tra tuyén tring thi khong nén rua). Trong dat c6 rat nhiéu vi
sinh vét hoai sinh xdm nhdp vao cac phan ré da chét hoic dang chét, can tro viée
phan 1ap vi sinh vat gay bénh. Khi loai bo dat khoi ré, khong ding ban chai hodc cac
vat dung tuwong tu vi c6 thé 1am mét cac phan ré quan trong cho viéc giam dinh. Boc
1& trong gidy bao dé van chuyén dén phong thi nghiém.

Nén ldy mau dat du dung cho viéc phan tich rd hon vé bénh sau nay. Tuy nhién, han
ché cha yéu cua viéc lay mau dat 1a ching co thé kha ning va cong kénh trong
truong hop diéu tra 14y mau ¢ nhiéu diém. Khi xem xét c6 nén ldy mau dit hay
khong ciing nén tinh dén thoi gian va khong gian can thiét cho viée xir Iy mau dat sau
khi dem vé.

Céc vi sinh vat hai trong dat thuong khong phan bd ddng déu ma c6 xu hudng tap
hop thanh timg nhoém trong diéu kién thich hop hodc xung quanh diém xam nhiém
trén céy ky chu. Cach t6t nhét 1a nén lay ngau nhién mét s6 mau dat Kinh nghiém
cho thay rang méu thu thap duoc cang nhiéu thi viéc dénh gia tong quan vé bénh
cang chinh x4c.

S6 lwong mau dét lay ¢ timg diém diéu tra c6 thé khac nhau phu thudc vao diéu kién
thuc té. Cach lam thong thuong 1a ghi lai s6 luong mau 14y, sau d6 tron 1dn vao nhau
mot cach k¥ ludng rdi tir d6 1ay mau dai dién. Néu 1y mau bénh tuyén tring, cin can
than dé khoi va dap 1am triy xudc tuyén trung nam trong dit.

Khong nén ldy mau dat qua uét hoic _qua kho. Pt lay mau nén & do sau it nhat
5-10cm so v&i mat dat vi ddy 1a ving ré cdy nén vi sinh vét hai tap trung nhiéu nhat
Néu triéu chtng bénh tap trung thanh timg ddm trén khoanh rudng thi nén lay 2 mau
dat riéng r& trén dam rudng bi nhiém ning va dam ruong khong thé hién triéu chiung
dé co thé so sanh. Mi mau dat nén lay khoang 250-300 g.

Néu c6 thé nén ldy miu dit c6 chira ca ré cdy, ré co thé dé 1an trong dat hoic dé
riéng. P4i v6i cay than thao, 14y khoang 25-100 g r& 1a du tiiy thudc vao loai cdy, vi
du ddi véi rau c6 thé lay it ré (khoang 25 g) trong khi d6i v6i cac loai cdy co 1é to
nhu chubi thi nén 13y nhiéu hon (khoang 100 g). Pi voi cdy than gd c6 thé phai dao
sdu t6i 30 cm gan gdc cdy hodc dao dén khi nhin thiy duong ranh giéi gitra mé khoe
va mo bénh.

Mau dit nén giir trong tui nilon va dat nhén glay hodc nhya vao bén trong tai (ghi
nhan bang but chi néu dung nhén gidy). Nén dé mau noi mat me, tranh anh nang mat
troi. Gitr mau can than, giri mau phan tich hodc xtr Iy miu cang som cang tot. Néu
diéu kién khong thé giri mau di hodc xir Iy mau ngay thi nén bao quan miu trong ta
lanh tai 4 - 8 °C trong vai ngay ma khong s¢ mau bi hong.

3.3.3 Doivéinam I6n

Nam 16n, dic biét 1a céac loai thude bd Agaricales rat d& tim khi diéu tra nhung lai 1a
mdt trong nhitng nhom khoé van chuyén dén phong thi nghiém nhat. Vi vay, nén chu
v lay mot sO mau ¢ cac giai doan sinh truong khéc nhau cia nam. Khong nén lay

mau nidm bang cach nho 1én, tranh lam giy than nam khi 1iy mau. Dung dung cu dao
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nam dé khong 1am hong phan goc. Nén dung gidy bao boc ting ca thé riéng ré& va dit
can than trong cac hop dung sao cho ndm khong bi nat.

MAu ndm 16n can phai dugc 1am kho cang nhanh cang tot. Ty timg trudng hop cu
thé c6 the ap dung mot trong cac cach sau:

> Sdy trong ti sdy co quat thong gi6 (45°C, qua dém);
> Dung may sdy qua bang dién;

> Dung cac ngudn niang luong khac nhu: than cii, bép ga, dén dau, dudi
anh nang mat troi.

Viéc 1dy dau vét bao tir, dic biét 1a mau cua ching, ¢ thé trg giup rat nhiéu cho viée
giam dinh, nhat 1a d6i véi cac loai nAm 16n c6 ban mii nAm (véch tia). Cach liy du
vét bao tir nhu sau: cat lay phan mii ndm va dit 1én mot tAm bia mau trang trong 15
phat dén mot vai gio (chuy dé mat c6 ban mii ndm & dudi). Pat mot chiée hop khong
(ddy lén trén) sao cho ludng khong khi bén ngoai khong anh huéng dén cac dau vét
bao tir. Néu nim c6 bao tir mau trang thi nén str dung bia mau den. Mau cua bao tur
cling c6 thé duoc xac dinh tir cac dau vét bao tir, va nguoc lai, nhd ¢6 mau bao tu,
dau vét bao tir ciing hién 1én rd hon trén nén bia.

3.4 CACH GHI PHIEU PIEU TRA MAU BENH

Nhimng mau bénh du t6t dén may nhung khong ghi phiéu diéu tra day du thi ciing coi
nhu khong c6 gia tri. Cac thong so cén thiét phai ghi lai trén nhan di kem mau bénh
bao gom:
> Tén cay ky cha va bo phan ciy bi nhiém bénh;
> Dia diém chinh xac noi léy mAu, x3, thi xd/thi tran, huyén, tinh, quic gia
(kinh do/vi d6 va d6 cao néu biét). Mady dinh vi v¢ tinh (GPS) 1a phuong tién
t6t nhat dé xac dinh toa do. GPS c6 thé tim kiém cac vé tinh quay quanh quy
dao trai dat. Voi 3 vé tinh, GPS ¢6 thé tinh toan chinh xac kinh d9 va vi do.
Véi 4 vé tinh, GPS c¢6 thé tinh duoc do cao so voi mat bién. GPS xac dinh
duoc toa dg, vi vay giup cho viéc xay dung ban do phan bo cua vi sinh vat
hai;
Ngay lay mau;
Tén ngudi lay mau, danh sé mau;
> Triéu ching bénh va mirc d bénh (vi du s6 cdy bi nhiém bénh).
Tat ca cac miu bénh chuyén dén phong miu déu phai ghi nhan day du (Hinh 7). Tén

va dia chi lién lac ctia nguoi dua mau ciing phai ghi lai. Giai thich 1y do tai sao dua
mau dén, vi du véi muc dich giam dinh hoac luu git.
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3.5 PDIEU TRA VA LAY MAU
Muc dich cua céac cude diéu tra 1a xac dinh loai bénh va muc d6 gdy hai cua bénh dén
cay chu. Diéu tra bénh can thiét cho viéc:
> Xéc dinh pham vi phan bd va tinh trang dich hai trong mét khu vuc. Trudc
khi tham gia cung cap hang hoa cho cac thi truong va xuat khau, nhirng khu
vuc nay phai dugc xac dinh xem c6 bénh hai thugc doi tuong kiém dich hay
khong;
> Xac dinh cac bénh quan trong va huéng dan cach quan Iy dich hai dé gitp
cho dinh hudng cong tac bao vé thuc vat;
Phat hién cac bénh ngoai lai va cac bénh méi xuét hién;
Dénh gia thiét hai do bénh va xac dinh tinh trang sirc khoe cdy trong;
Hiéu biét vé da dang dich hai;
Xéc dinh ky chu chinh;

Dénh gia hiéu qua cua céc bién phap phong trur;

YV V VYV V V V

X4y dung bao cao vé tinh trang dich hai hién tai va ddi chiéu véi thiét hai vé
kinh té;

> Phat hién thién dich tu nhién.
C6 hai dang diéu tra: diéu tra dinh tinh va diéu tra diéu tra dinh luong. Diéu tra dinh

tinh chi can x4c dinh xem mot bénh hai nao d6 ¢ xuit hién hay khong. biéu tra dinh
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luong xac dinh ca ty 1€ bénh va chi s6 bénh lién quan dén murc d6 thiét hai cho cay
ky chu.

biéu tra phai chon diém dai dién cho khu vuc va du 16n dé bao dam murc d6 chinh
xac. Phu thudc vao myc dich dicu tra dé chuan bi thiét bi, dung cu cling nhu ky nang
dicu tra. Luong thong tin thu thdp va mirc d¢ chinh xac cling phu thudc vao pham vi
diéu tra.

Quy céach ldy miu ciing nén don gian, mang tinh dai dién va bao dam d9 tin cdy. Dua
vao cac cude khao sat so bd trude khi tién hanh diéu tra co thé gitp cho vi¢c udc
luong trude sd luong mau ldy va udc tinh mic d6 bénh hai véi cac sé lwong mau lay
khéac nhau. Tir viéc so sanh cac két qua thu dugc trong cac 1an khéo sat, co thé lua
chon s6 luong mau lay tbi thiéu ma van cho két qua tin cay vé mirc d6 nhiém bénh.

Mot diéu quan trong nén luu ¥ la du ap dung phuwong phap diéu tra ndo cuing nén tinh
dén sy phan bd cuia bénh. Cay bi bénh co the phan bd rai rac, dong déu hoic thanh
ting cum. Lay mau theo phuong phap ngiu nhién _thuong cho két qua t6t boi vi rat
nhiéu bénh phan bd thanh timg cym. Trong mot sd truong hop, ¢6 thé phai diéu tra
v6i quy md 16n hon va hé thong hon.

Déi voi cac cude diéu tra cu thé, can phai thu thap thém thong tin dé 1én ké hoach
didu tra dat hiéu qua cao nhét. Cac yéu t6 can tinh dén 14 thoi gian tién hanh diéu tra,
giai doan sinh truéng nio cia cdy trong la thich hop nhét cho viéc thé hién triéu
chimg bénh. Dé biét thém thong tin vé cach tién hanh diéu tra trong khu vyc Chau A
Thai Binh Duong, c6 thé lién lac voi TS. Teresa McMaugh’ tai Van phong chuyén
vién bao vé thuc vat cao cép (OCPPO), B6 Nong nghi¢p, Thuy san va Lam nghiép
Australia (DAFF).

7 TS. McMaugh dang diéu hanh viéc xuat ban mot cuén cdm nang vé diéu tra dich hai & Chau A Théi
Binh Duong (Guidelines for Plant Pest Surveillance in Asia and the Pacific), do Trung tim nghién
ctru néng nghiép Qudc té Australia (ACIAR) va T6 chirc nghién ctru va phét trién nong thon (RIRDC)
tai trg.
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4 PHUONG PHAP KIEM TRA MAU BENH

Viéc giam dinh mau phai bit dau tir cac dac tinh vi mé ma mat thuong c6 thé nhin
thiy dugc va kiém tra dudi kinh 1ap soi ndi. Budc tiép theo 1a dung lam kinh va kiém
tra cau trac cta vi sinh vat hai dudi kinh hién vi quang hoc. Néu nguoi giam dinh
chua biét vi sinh vét nay thi nén do kich thuéc, v& hinh va chup anh vi sinh vat néu
c6 thé. Nén luu giit nhitng ghi chép, hinh v& va anh ban dau cing véi tiéu ban bénh.

41 NHUQM MAU NAM VA VI KHUAN

Hau hét nim va vi khudn c6 thé quan sat duoc dudi kinh hién vi bang cach dat 1én
lam kinh, nho mdt giot nu6e va dung lamen phu 1én. Co thé sir dung axit lactic lam
moi trudng co dinh nAm. Viéc nhuém mau thuong ap dung d6i vOi cac ciu trac nim
khong mau sic. Hai héa chit nhuém mau thuong ding cho ndm 1a thudc nhudém
bong xanh (cotton blue) va lacto-fuchsin.

Cotton blue (hay trypan blue)

Cotton blue (trypan blue) 0,1g
Axit lactic 25 ml
Glycerol 50 ml
Nudc cat 25 ml

Lacto-fuchsin

Acid-fuchsin 0,1g
Axit lactic 100 ml

Viéc quan sat vi khuan trong mo ciy bénh thuong rat kho. Co thé dung dung dich
Toluidine blue O 0,1% dé nhuém mau vi khuan. Cat moét mau nhé mau bénh phan
gitta m6 khoe va mé bénh, dat 1én mot lam kinh va nho mét giot chat nhuém mau.
bit lamen 1€n trén va quan sat véi do phong dai 400 lan. Vi khuan (neu cO) thuong
di chuyén xung quanh phdn mé cit & mép ngoai mau bénh. Vi khuan dugc nhuom
thudng ¢6 mau xanh nudc bién ddm, mé cdy mau nhat hon va hoi pha mau xanh 14
cay.

Toluidine blue O

Toluidine blue O 0,05¢
Nudc cat 50 ml

Vi khuin duoc phan 1am hai nhom chinh: Nhom cé kha ning duy tri phtic hop cia
thubc nhudm crystal violet va it ma khong bi hoa tan trong con ethanol (Gram
duong) va nhom khong thé duy tri phirc hop nay (Gram duong). Nhuoém mau Gram
giip cho viée giam dinh cac dac tinh ban dau cua nhiéu vi khuan gay bénh cdy. Hoa
chat va phuong phap nhuém mau Gram nhu sau:
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Hoa tan 2 g thudc nhudm crystal violet trong 20 ml con ethanol 95%. Hoa tan 0,8 g
amonium oxalat trong 80 ml nudc cat. Do lan hai dung dich vao nhau.

Dung dich crystal violet

Crystal violet 29

Con ethanol 95% 20 ml
Ammonium oxalate 0,8¢
Nudc cat 80 ml

Nghién tinh thé i6t va mubi kali iodide (KI) va hoa tan trong nudc cat, dung vao mot
binh kin, khuay déu khoang vai gid dén khi hoa tan hoan toan.

Dung dich Lugol iot

16t 1lg
KI 24g
Nudc cat 300 ml

Pha dung dich nhu6ém mau safranin ban dau bang cach hoa tan 2,5 g safranin O trong
100 ml con ethanol 95%. Pha loang 1:10 dung dich nay bang nudc cat trudc khi st
dung.

Dung dich nhuém mau Safranin

Safranin O 2,59
95% ethanol 20 g

Chuan bi dung dich chira cac té bao Vi khuan tir mot khuan lac dang phat trién (sau
khi cay khoang 24-48 gid) va nudc cit. Dung que cay vi khuan quét mot vét nho
(khoang 1 cm®) dung dich 1én mot lam kinh sach. Dé kho trong khong khi sau d6 ¢
dinh mau bfmg cach dua di dua lai lam kinh (mat co6 vi khuén 1én trén) vai lan qua
ngon la dén cén. Khong duoc lam cho lam kinh quéa néng. Bang cach cb dinh nay,
vi khuan s& dinh chat vao bé mat lam kinh trong qué trinh nhuém mau. Ngam lam
kinh vao crystal violet trong 1 gio sau d6 dung voi nudc rira nhe nhang dén khi
khong thiy dung dich mau bi rira troi nita. Ngam lam kinh vao dung dich Lugol
trong mot phut. Dung voi nude rira nhe va tham kho. Doi nhe nhang ethanol 95%
1én lamen trong vai gidy (khong qua 39 gidy) dé rira hét hoa chat nhuém rdi thim
kho. Khtr nhuém mau bang cach ngdm lam kinh trong safranin trong 20 gidy. Rira
sach bang nudc sau d6 tham kho. Quan sat mau lam dudi kinh hién vi véi d6 phong
dai 1000 1an sau khi da nho 1 giot dau dung cho vét kinh dau. Vi khuan Gram duong
c6 mau tim xanh trong khi vi khuan Gram am c6 mau hong do.

Dé xac dinh muc d¢ tin cdy cua phan ung Gram, c6 Ehé dung hydroxit kali (KOH) de
kiém tra lai. Dung que cay (nén dung que tre hodc go) lay mot lugng nhé vi khuan tur
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khuén lac dang phat trién va tron déu véi mot giot dung dich KOH 3% trén mot lam
kinh. Nhic dau que cdy 1én cach bé mit ctia lam kinh khoang vai centimet. Néu dich
vi khuan dang nhét dinh, tao thanh soi khoang 5 - 20 mm thi vi khuan d6 thudc nhém
Gram am. Néu dich vi khuan gidng nhu nu6c, khéng nhét dinh thi vi khuan d6 thude
nhom Gram duong. Cac s¢i nhot do vi khuan Gram am tao ra la do cac té bao bi pha
huy giai phong ADN c6 dang sén sét trong nudc. Ngugce lai, 16p vo té bao cua vi
khuan Gram duong lai ¢6 kha ning chéng chiu véi KOH nén khéng bi pha hay va
khong giai phong ra ADN. Phuong phdp thir nay chi nén ap dung trong truong hop
van nghi ngo két qua ctia phuong phap nhudém mau.

4.2 KINH HIEN VI QUANG HOQC

Kinh ltip soi ndi chi c6 ich trong truong hop quan sat mau bénh ban dau. Kinh hién
vi ¢6 d6 phong dai 1én t61 1000 lan rat can thiét cho viéc quan sat hinh thai cta vi
khuan va nam.

Dé giam dinh ndm, dung que ciy hodc dao dau nhon liy mot phan nhé mé cb bao tir
va dat vao mot giot dung dich nhud¢m mau, thuong st dung lacto-fuchsin (0,1 g axit
fuchsin va 100 ml axit lactic), hodc dung dich ¢6 dinh miu nhu axit lactic (100 ml
axit lactic, 200 ml glycerol va 100 ml nudc cit). Dung kinh lap soi ndi s& gitp cho
viéc lay bao tir d& dang hon. Néu mau can quan sat hoi 16n thi c6 thé dung lamen ép
nhe cho miu phang ra. Cé thé loai bo bot khi bang cach dwa di dua lai lam kinh qua
Itra (tranh khong dé mudi than bam vao mit dudi cua lam kinh). Néu dot lam kinh
qua nong s& 1am nd hodc nat lamen.

Phuong phap dan bang dinh rat c6 hiéu qua ddi voi viée dinh hudng bao tir kho (ca
chudi bao tir va hinh dang bao tir). Cat mot mau bang dinh va dung panh giir bing
dinh sat vao bé mat tan nam (hoac bé mat 1a). Sau d6 dat miéng bang dinh 1én mdt
lam kinh (mit dinh 1én trén) c6 nhé san mot giot dung dich nhuém mau hoic dung
dich ¢6 dinh mau. Dung lamen phii 1én trén va quan sat dudi kinh hién vi.

Mot s6 nidm c6 bao tir dang chudi rat ‘mong manh, dé dang roi ra dudi tac dong cua
nhitng luong khong khi rat nhe. C6 thé khic phuc tinh trang nay bang cach dung lam
kinh cay nam nhu sau: Bat mét que thuy tinh da gap lai 1én mot t gidy loc tham
nuée dé dudi day mot dia Petri. Cit mot mau agar khoang 1 cm? dit 1én mot lam
kinh da tiét tring roi dat lam kinh nay 1én trén que thity tinh. Cay nim vao bon canh
clia miéng agar r0i dat lamen 1én trén. Sau vai ngdy co thé quan sat hinh thai ném
trén lam kinh bang kinh hién vi. Ap dung phuong phap nay co thé quan sat dugc cu
tric ciia nAm nguyén ven khi dang phat trién. Sau do, tach miéng agar ra khoi lamen
va lam kinh, dit lamen 1én mot lam kinh md&i va ngugc lai tao thanh 2 mau dé quan
sat.

Déi voi mot sé vi sinh vat, méi quan hé vé khong gian gitra cdu triic qua thé va mo
ky cht hay vi tri ctia canh bao tir phan sinh trong qua thé 13 nhimg dic tinh phan loai
quan trong. Cit mau thanh 1at mong c6 thé quan sat duge cac dic tinh nay dudi kinh
hién vi. Pat mau dudi kinh lap soi ndi, ding dao hodc may cat vi phdu dé cit mau
thanh 14t mong. Pdi voi cac mau tuoi hodc dé trong ti d4 nén dung may cét vi phiu
lanh. May cit vi ph'?lu lanh duoc gén mot tim nho dé d3t mau bénh 1én, miu co thé
duoc 1am lanh ngay trén mit tim bang nhiét dién hodc bang chét long 1am lanh &
nhiét d6 thap.
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Dbi véi vi khuan, thuong rat kho quan sat ngay tai mau bénh. C6 thé s dung
Toluidine Blue O dé phat hién vi khuan. Ciing c6 thé ap dung phuong phap nhuém
mau Gram dé phan biét glua hai nhém vi khuan khac nhau vé mat hoa hoc, Gram
duong va Gram am (té bao vi khuan Gram duong c6 mau tim dam trong khi té bao vi
khuan Gram 4m c6 mau d6). C6 thé tham khao thém vé phuong phap nay & chuong
7, Giam dinh vi sinh vat gy hai.

Dé duy tri t6t chit lugng cta kinh hién vi quang hoc doi hoi phai c6 bao dudng. Nén
bao dudng kinh hién vi dinh ky 6 dén 12 thang mot lan. Trong mai truong nhiét doi
am, nam c6 thé moc lan vao vat kinh va bé mit cac bd phan quang, anh huong dén
chat lugng kinh hién vi, bé mit cic bd phan nay co thé bi hong hoan toan néu khong
kiém tra. Trong diéu kién khi hau nhiét déi nén bao quan tat ca cac kinh hién vi trong
phong c6 diéu hoa va may hat am.

Bao quan kinh hién vi trong phong ¢ diéu hoa ma khong c6 may hat am thi khong
giam duoc do 4m can thiét dé ngin ngira sy phat trién cia nAm trén mit kinh. Néu
khong c6 may hit 4m chuyén dung thi ¢ thé bao quan kinh trong tu c6 hit 4m hodc
cat vao hop bao quan kinh néu khong st dung. Hop bao quan kinh duoc 1am bang gb
hodc nhua, du to dé c6 thé chira kinh hién vi va mot bong den dién 25 W. Béng dén
¢ chtrc ning nhw mot may hit am do toa nhiét du nong dé lam bdc hoi nude trong
hop va giir hop ludn kho rao. Ca hé thong may anh ciing nén bao quan trong hdp nhu
vay.

43 CHUP ANH MAU

Neu c6 thé nén chup anh mau bénh (dung méay anh thuong hodc ky thuat so) khi 14y
mau trén rugng diéu tra. Chup anh trén rudng tai thoi diém diéu tra cung cip nhiing
tu liéu anh vé triéu chung bénh trong tu nhién. Nén chyup nhiéu anh, sau d6 chon lya
nhimg anh tét nhat va luu vao mot cudn nhat ky c6 cha thich thong tin vé miu bénh
dé tranh 13n 16n giita anh ndy voi mau bénh khac xt 1y tai phong thi nghiém.

Chup 4nh mau tai phong thi nghiém cho phép loai bé dugc nhitng anh hudng cia
diéu kién moi truong dén hinh anh. Khi chup anh tai phong thi nghiém c6 thé phai
dung dén anh sang den mdc du anh sang den thuong tao thanh bong khi chup anh.
Khi chyp anh mau nén dung mau xam nhat 1am nén cho anh, mau den va mau trang
¢6 thé 1am cho mau bénh trong anh sang qué hodc tdi qua.

Hinh anh k¥ thuéat s6 vé triéu chung bénh c6 uu diém 1a co thé duoc gui dén cac
ddng nghiép mot cach dé& dang va khong bi hong do ndm méc hodc giam chét lugng
do thoi gian (ddc biét 1a trong diéu kién khi hau nhiét déi1) nhu phim anh. Ngoai viée
str dung may anh k¥ thuat s6, hinh anh k¥ thuat s con c6 thé dugc tao ra bang cach
dung may quét anh hodc phim duong ban, tham chi ¢6 thé quét truc tiép mau bénh.

4.3.1 Cach quan ly va dat tén file 4nh

May anh ky thuat s6 ty dong dit tén cho cac file anh, (vi du IMG_001.jpg,
DSCF0001.jpg). Nhimg tén nay khong c6 y nghia gi khi ching ta mudn tim anh trén
may tinh. Dung cac phin mém quan 1y hinh anh (bén dudi) c6 thé khic phuc dugc
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nhuoc diém nay nho tinh nang d6i tén file anh. Nén sir dung céc tén c6 tinh mé ta (vi
du ‘thén thu xo0ai.jpg’).

Néu s6 lwong anh nhiéu, nén danh sé file anh dé sip xép cac anh thanh catalog. Nén
bat dau bang sb ¢o chir s6 khong ¢ trude, vi du 001 thay cho 1 vi phan mém mdy tinh
khi Xép thtr ty thuong dé 100 trude 99. Néu hinh anh minh hoa triéu ching bénh tur
mot mau tiéu ban trong phong mau thi nén dung tén truy cép tiéu ban dé dat tén file
anh.

Khéng nén luu gitt qua nhiéu file trong mot thu muc. Néu c6 qua nhiéu file thi s&
mat nhiéu thoi gian dé tim kiém hinh anh mong mudn. Tao cac thu myc nho sap xép
theo vi sinh vat, ky chu, dia diém ldy méu hodc thoi gian lay mau. Mot trong nhiing
cach t6t nhat dé quan 1y cac hinh anh 1a sur dung cac phan mém quén 1y anh chuyén
dung. Cac chuong trinh nay cho phép sap xép cac hinh anh, mo ta chi tiét, hién thi
lan luot cac hinh anh mot cach ty dong, chon cac anh mong mudn va dua 1én mang
internet cting mot luc. C6 rat nhidu phin mém quan 1y anh co thé sir dung dé:

» Dua hinh anh tr may anh vao may tinh;
Hién thi hinh anh;

Catalog hoa céc hinh anh;

Chinh stra hinh anh;

>
>
>
» Dua cac hinh anh 1én mang internet.

Mot s6 chuong trinh phdn mém quéan 1y dnh dang luu hanh hién nay: Ablaze Image
Manager, ThumbsPlus, Cumulus, Epson’s File Factor, Piccolo, PhotoWallet,
Polybytes Polyview, Thumber, PIE, ACDSee (PC va Mac), PicaView32, Image Fox,
Graphic Workshop, Professional, GraphicConverter, Power Browser, IrfanView32,
Photopage, Quisknailer, Compupic, Image Viewer, Photo Recall, Photo Explorer,
EXIFRead, VuePrint, ImageAXS, iView Multimedia, Compupic Pro, Sony
PictureGear, FlipAlbum, PictureWorks MediaCenter, JASC Media Center,
Pictureshow, Qpict Media Organizer va DigiPicong su

28



5 PHUONG PHAP PHAN LAP NAM, VI KHUAN VA TUYEN

TRUNG TRONG PHONG THI NGHIEM

Mau bénh sau khi dem vé phong thi nghiém duoc phéan thanh cac nhém chinh. Nhom
wu tién bao gém cac mau bénh phan hily nhanh chéng, vi du nim 16n c6 thit day
hodc cac mau bénh ma vi sinh vat hai phéi dugc phan 1ap tr m6 cay. Nhém khac bao
gdém cac mau bénh co thé dé thém mot thoi gian ma khong anh hudng gi, vi du gi sat,
than den. Cac mau thuoc nhém nay cé thé dé kho bang cach ép bao, sau d6 dé vao tu
da -20°C trong 7 ngay, c6 thé giam dinh sau.

Mau virus hai thyc vat co thé duge bao quan tam thoi trong cac lo lam kho nhu da
mo ta & phan 3.3.1. Virus thuc vat s& khong duoc dé cap thém trong chuong nay vi
chung khéng duoc phan 1ap va lam sach (tach virus ra khoi cac by phén cau thanh té
bao) bang cac phuong phap thong thudng trong quy trinh giam dinh.

Nam va vi khuan thudng phai dugc phén lap va nuéi ciy trude khi co thé giam dinh.
Céc vi sinh vat c6 kha nang phat trlen hoai sinh (vi sinh vat ky sinh khong bat budc
hodc hoai sinh) co thé dugc nudi ciy trén moi truong nhén tao méc du khong phai
loai nao cling dugc nudi ciy dé dang Phan 1ap ndm tir mo cdy bénh bang cach ciy
nhimg méau nhé mo bénh 1én moi trudng nhén tao thich hop, vi du méi truong agar -
nude cét (water agar) dugc dé trong cac dia Petri da khur trung. Neu vi sinh vat xuét
hién trén bé mat mau bénh, ding que ciy lay bao tir truc tiép tir cAu triic qua thé va
cdy 1én bé mat moi trudng.

Nhiéu loai nam hoai sinh va vi khuan thuong phat trién thi sinh trén mé cay bi bénh.
Vi vay, phai hét strc can than tranh phén lap cac vi sinh vt thir sinh bang cac phuong
phap khur trimg. Tiét tring bé mit cac mo cy bénh c6 thé gitip loai trir cac vi sinh
vét hoai sinh thudng phat trién trén bé mat mé bénh.

Lay bong hodc gidy an sach nhiing con ethanol 70% lau phan mé bénh dung dé ciy
sau d6 dé kho. THt nhét nén st dung cac mau kinh hodc cac bé mat clng, nhin dé cat
mau cdy bénh. Tiét trung panh va dao bang cach nhung chiing vao con ethanol 95%
va ho qua ngon ltra dén con. Khong can phai giit dung cu qua lau trén ngon lura vi lira
c¢6 thé 1am hong ching. Con rat dé chay vi vy phai hét sirc can than khong dé dung
cu vira ho lira qua gan lo hodc cdc chtra con. Tiét tring que cdy bang cach ho cho
noéng do trén lira dén con. Dé que cdy ngudi trude khi st dung.

Khtr tring bé mat gitp loai bo vi sinh vat hoai sinh va tao diéu kién cho vi sinh vat
gy bénh phat trién ty do, khong bi can trd khi mau bénh duoc cdy 1én moi trudng
nhan tao. Nhung hoic lau bé miat vét bénh bang con ethanol (70%) c6 thé khir tring
hau hét cac bé mit ma khong can rtra lai cho hét c¢on vi cdn c6 thé bay hoi, néu can
c6 thé ho nhanh qua Itra dén con.

Natri hypochlorite ciing thudng duogc str dung kha phd bién 1am dung dich khir tring.
Thubc tay trén thi truong thuong chira 10-14% Clo. Cé thé pha loang 10 % (dung
dich pha lodng chira 1-1,4% Clo) va ngdm mau khoang 1-5 phut. Bao quan dung dich
trong tu lanh vi qua thoi gian dung dich s€ gidm hiéu luc. Thay dung dich Natri
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hypochlorite 2-3 tuan / lan. Dung dich hypochlorite c6 nhugc diém 14 c6 mui hic,
néu bi day ra quan 4o thuong dé lai vét va 1am hong quan 4o.

Luya chon céch phan 1ap vi khuan va nam nén dya vao ddc tinh cta ky chu va vi sinh
vat hai.

5.1 PHAN LAP NAM

Céc budc phan 1ap nam bénh ttr md cay bénh nhu sau:
1. Rua mau bénh dudi nudc may dé loai bo dat va bui ban;

2. Neu co6 nhicu vi sinh vat hoai sinh trén bé mat vét bénh nén rira mau bang con
ethanol 70%. D61 v&i mau cdy than go nén &p dung cach khir trung nay;

3. Cat md vét bénh thanh mau nho tai diém tiép giap gitra m6 bénh va mo khoe;

4. Nhing md bénh vao dung dich natri hypochlorite 1% trong c6n ethanol 10%
khoang 1 — 5 phut (c6 thé thay d6i nong do phu thudc vao tinh chat mé cay,
vi du mét sd 14 cay co bé mat rat Xép, 6 thé hép thu dung dich khtr trung du
1am chét vi sinh vat hai);

5. Lay mau ra khoi dung dich khir tring bé mit va rira lai bang nude cat, sau do
1am kho mAu bang cach dit mau Ién gidy loc da tiét tring (néu co thé nén dé
trong ti cay c6 hé thong thdi loc khong khi). Cat mau bénh thanh timg miéng
ciy nho khoang 2 x 2 mm sau d6 dit 1én moi trudng agar - nudc cat hodc moi
truong khoai tay - duong - agar. Viéc dé mau kho trude khi cy cé tac dung
han ché sy phat trién ciia vi khuan 1an tap. Khi dat miéng ciy 1én méi truong
agar can mo va déng niap hop Petri cin than va nhanh dé tranh vi sinh vat 1an
tap tur khong khi xung quanh;

6. Sau khi cay xong, dat ngugc dia Petri dé tranh dong hoi nudc trén bé mit moi
truong cdy. Hau hét cac ndm bénh thuc vat déu phat trién tét & 25°C;

7. Pé dat duge mau nam thuan khong 1an tap co thé dung phuong phap cay don
bao tir hodc cay dinh sgi nam tir cac tan nam moc 1én tir 1an phan 1ap dau tién.
Phuong phép cay don bao tir nhu sau: Chuan bi dung dich bao tir trong mot
ong nghiém chira nudc cit da tiét trung rdi d6 dung dich bao tir 1én dia Petri
chira méi trudng agar - nude cat (hodc moi trudng khac phu hop) sao cho
dung dich phu kin dia. Pé dia Petri chita dung dich bao tir trong bong tdi &
nhiét d6 phong khoang 24 gid. Pat dia bao tir dudi kinh lap soi ndi, ding que
cdy cat timg bao tir ¢ nay mam va ciy 1én méi truong thich hop;

8. Co thé thay ddi it nhiéu phuong phap trén dua vao kinh nghiém hodc tuan
theo tai liéu tham khao.

Phan lap trr la

Chon 14 ¢6 vét bénh con tré vi nAm thuong dang phét trién manh & cac mo 14 nay.
Can than dung kéo hodc dao cat miu la thanh timg mau nho tai phan tiép gidp gitta
mo khoe va md bénh. Khir tring bé mit bang cach ngam trong dung dich natri
hypochlorite 10% khoang 1 — 3 phut rdi rira qua bang nudc vo tring. Ding panh di
khtr tring dat miéng cdy 1én méi trudng agar.
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Phan lap twr than

Trong truong hop vét bénh sau hodc nam phia trong bé mach ciia cdy bénh, c6 thé
cit miéng cdy ¢ cac mo bén trong dé tranh phai khur trung bé mat. Dung dao (hoic
dung cu c6 thé cat than gd) da tiét trung qua lira dén con dé ché doc than bénh theo
chiéu tir phan khoe dén phan bénh.

Dung dao vo tring can than cit miéng cdy (3-5 mm) tai dlem tiép giap gilta mo bénh
va md khoe, chon md bénh con méi. Dung panh v6 trung gap miéng ciy dit 1én dia
Petri chita moi truong agar - nude cat (hodc moi trudng khac thich hop). Pbi vai cac
than cay nho, Vét bénh chu yéu bi gid1 han bai phan mé phia ngoai hodc trong trudng
hop khong the cét mleng cdy & phan mo bénh phia trong thi c6 thé ding dao vo trung
cit miéng cdy ¢ phan tiép giap gitra mo khoe va mo bénh, sau do khu trung bé mat
(1-3 phiit trong natri hypochlorite), rira lai bang nudc vo tring va ciy 1én bé mit moi
truong.

Phén Idp tir ré

Rira hét phan dat bam ¢ bo phan ré, sau d6 dat ré vao mot chau thuy tinh nho hoic
dia Petri thuy tinh véi muc nude khoang 2-3 cm sao cho dé dang nhin thiy phan ré
bénh. Dung panh hodc dao x¢ ré thanh tung méu nhd. Dung dao hodc kéo vo trung
cit mau ré cay (dai khoang 5 mm) tai diém tlep giap gitta m6 khoe va mé bénh. Co
thé khur trung qua bé mit miéng cdy, tuy vay 601 VOi e vi rat mong manh nén can ria
lai k§ bang nudc vo trung nhu sau: Pat cac mau ré vao ray ¢ 16 nho roi dé dudi voi
nude sach chay lién tuc trong 30 dén 90 phut. Dung dao hodc panh v6 trung dat cac
miéng cy 1én dia Petri co chira moi truong agar - nudc cat (hodc mdi trudng khac
pht hop), cha ¥ 4n nhe cho miéng cay tiép xuc sau vao bé mit moi truong.

5.1.1 Budng giir 4m

Poi khi triéu chimg bénh thé hién rt rd nhung phan 1ap vi sinh vat gdy bénh lai
khong don gian chut nao. Trong truong hop kho phén 1ap vi sinh vat hai c6 thé dé
mAu trong mdi truong am, chd su xuat hién cia cac dang qua the va hinh thanh bao
tar. Tuy nhién, trong diéu kién dé 4m, vi sinh vat hoai sinh cling rat d& xudt hién trén
bé mat mo6 bénh. Lau nhe bang con cong nghiép hodc natri hypochlorite 10% c6 thé
gitip han ché su phat trién cua vi sinh vat hoai sinh nhung lai c6 thé pha huy cau tric
vi sinh vat hai trén be mit vét bénh. Pé khic phuc tinh trang nay c6 thé rira miu bénh
bang nudc vo tring rodi lam kho trude khi dé am.

Hop dé 4m nén gilt & nhiét d¢ dudi 25°C va tdt nhat 1a nén dé noi sang, vi du trén
ban thi nghiém, nhung khong nén dé tryuc tiép dudi anh nang mit troi, nén giit & nhiét
d6 khong doi de tranh hoi nudc ngung tu. Mau can dugc kiém tra hang ngay duoi
kinh 1ap soi ndi v6i do phong dai thap de quan sat su xuat hién ctia bao tir. Cac cau
trac bao tir co thé duoc 1ay ra bang que cdy vo trung dé kiém tra duéi kinh hién vi ¢6
d6 phong dai 16n hon hodc cdy 1én moi truong agar.

Doi voi cac mau bénh nho nhu 14 hodac canh nho co6 thé dung dia Petri bang thuy tinh
hodc nhya. Cac mau bénh 16n hon c6 thé dé am trong cac hdp nhya va cdc mau qua

16m ¢6 thé dé am trong cac tui nilon 16n.
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Hop hoic thi dung dé am phai duoc khir tring. Néu khong thé cho vao ndi hip duoc
thi phai lau sach bang con 70% rdi dé kho. Tui nilon phai méi chua sir dung lan nao.
bat gidy loc (da dugc hap khir trung) vao dia Petri hodc hop lam a am roi dung nudce
cit vo trung thim udt gidy loc. Khan gidy ding trong phong thi nghiém c6 thé duoc
st dung bang cach tham w6t roi dé vao trong ti nilon hodc hop nhua 16n. Mau bénh
phai dugc dé phia trén gidy thim nudc bang cach dat mot ludi nhwa vao hodc bat cir
vét gi (nhiing trong con 70% va ho qua ngon lira dén con) dé ké cao mau bénh trong
hop, tranh tiép xuc truc tiép voi gidy tham.

5.1.2 Phwong phap pha loang

Néam c6 thé dugc phan 1ap tir dat va bé mit cac bd phan cdy nhu 14, hoa bang cach
rira va st dung phuong phép pha lodng lan lugt dé phan lap duoc cac tan nam trén
modi truong thich hop, vi du nhu moi truong agar - nudc may (tap water agar)
(TWA). Khong nén str dung cac mdi truong giau dinh dudng vi ching s€ kich thich
su phat trién ctia co quan sinh dudng thay vi viéc hinh thanh bao tr. Co thé sir dung
khang sinh nhu streptomycin sunfat tron 1an vao moi truong agar dé han ché su phat
trién cta vi khuan.

Phuong phap pha lodng lan luot duoc thyc hién nhu sau: Nghién nho hodc rdy min
dat hoic cic mau nho cdy bénh, tron that ky roi ldy mot lugng nhé d6 vao lo
McCartney (dung tich 20 ml) chira 10 ml nu6c vo tring. Dung pipet v6 tring dé 1ay
1 ml dung dich rdi d6 vao lo McCartney khac chira 9 ml nuéc v6 trung. Dung pipet
vo trung khac dé ldy 1 ml dung dich vira dugc pha lodng 10i d6 vao lo McCartney
thr ba chtra 9 ml nude vo trung.

Cu tlep tuc pha lodng lan luot nhu vay dén khi dung dich dat dén nong d6 mong
mudn. Ly mot lugng nhé dung dich pha lodng cudi cung d6 vao bé mat moi truong
trong dia Petri va dung que thuy tinh dan déu sao cho dung dich bao phii hét bé mit
moi trudng. Sau mot thoi gian cc tan ndm bat dau xuét hién, can cdy truyén ngay lén
moi trudng pht hop trude khi chiing moc chong 1én nhau.

Doi khi chi c6 mot luong rat nhé nam hinh thanh bao tu, vi du: Nam tai hodc ndm
dang qua canh. Trong trudng hop nay cach tot nhat 1a ap dung phuong phap sau: nho
mot giot nude vo tring vao mot lam kinh vo tring roi gap mét qua thé ndm dit vao
giot nudce, doi dén khi bao tir duoc gidi phong khédi qua thé. Co thé diéu chinh mat do
bao tir dudi kinh hién vi. Dung que cdy dua dich bao tir vao thanh timg vét trén méi
truong TWA. Sau 24 gio ciy don bao tir tir TWA 1én méi truong thich hop.

5.1.3 Phat trién va san sinh bao tir

Dbi v6i hau hét ndm bénh, san sinh bao tir 13 hinh thte sinh san chu yéu, bao tir sau
khi sinh ra s&€ dugc phat tan trong moi truong song cua ching. Sy san sinh bao tr phu
thudc rat nhidu vao diéu kién méi trudng nudi cdy. Hau het loai nam c6 thé phat trién
tdt & nhiét do phong thi nghi€ém. Sy san sinh bao tu la yeu td rat can thiét cho viéc
giam dinh va tao nguén nam dé lay bénh nhan tao.

Diéu kién méi trudng nhan tao nhu: ti dinh 6n tdi va cac moi truong nubi ciy giau
dinh dudng thuong khong co loi cho viéc san sinh bao tir & hau hét ndm bénh. Nén
su dung 14 ky chu (da ti¢t trung), vi du: cong rom cua lua mi, 14 ngo, 1a cAm
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Phuong phap quan ly mau bénh thuc vat

chuéng... dit vao méi truong nghéo dinh dudng nhu TWA dé kich thich sy san sinh

bao tu.

Co the kich thich sy san sinh bao tir & nhi€u loai ndm bang cach dat dudi ‘anh sang
den’ (cuc tim yéu). Mac du ‘anh sang den’ c6 thé anh hudng dén mau sac tdn nam,
hinh théi dai thé cua tdn nam, tham chi hinh thai bao tir, nhitng bién doi nay khong

anh huong dén viéc giam dinh. Gan bong dén ‘“anh sang den’ vao phia trén gia dé dia
cay dé kich thich sy san sinh bao tir ¢ cac loai nam ma vi¢c hinh thanh bao tir doi hoi
moi truong anh sang nay (Hinh 8).
‘anh sang den’
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Hinh 8 Mit cat nghiéng ciia budng dé miu nam phén 1ap c6 ‘anh sing den’

Nhitng diém can cht ¥ khi st dung ‘anh sang den’ dé kich thich sy hinh thanh bao

.
>

Bong dén huynh quang c6 ‘anh sang den’ san co trén thi trudng véi cac
loai 20 W, 40 W va 80 W va chiéu dai khac nhau. Béng dén huynh quang
v0i anh sang trang thudng phat ra mot lugng tia sang cyc tim yeu, vi vay
néu khong c6 dén ‘anh sang den’ c6 thé dung dén huynh quang véi anh
sang tring thay thé. C6 thé sir dung két hop cac loai bong khac nhau (vi
du: mot bong anh sang den & giira hai bong anh sang tring). Khong nén
st dung deén c6 cuong do chiéu sang 16n;

Dung thiét bi diéu chinh thoi gian dé chinh anh sang lién tyc sao cho ctr
tiép theo 12 gio UV lai c6 12 gio bong t6i;
Mot s6 loai ndm doi hoi mot khoang thoi gian trong bong t6i dé bat dau

su hinh thanh bao tir, vi vay budng dé mau ndm phan 1ap nén dugc che
sang.
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> Sau khi cay 1 den 4 ngay, bat dau st dung anh sang den cho dén khi ndm
ngimg phat trién. Khéng bao gio dé mau ndm phén 1ap tiép xuc voi anh
sang den ngay sau khi cay vao moi truong;

» DOi voi mot so loai nam, anh sang cyuc tim yéu s€ khong co hiéu lyc doi
vO1 su hinh thanh bao tir néu dé ¢ nhiét do cao;

» ‘Anh sang den’ c6 thé truyén hiéu qua qua dia Petri nhya va cac dia
khong mau. Vi vay nén dung dia nhya dé cay nam khi dinh dé mau nam
phén 13p ¢ anh sang nay.

5.2 PHAN LAP VI KHUAN

Néu bénh do vi khuan gay ra, mot lugng 16n cac t& bao vi khuan thuong dé dang
dugc tim thay khi vet bénh trén 14 hodc trong cac b6 mach bi v&. Phuong phap phat
hién va phan 1ap vi khuan tor mé cdy bénh nhu sau:

1.

Rura phﬁn cay bi bénh dudi voi nudc chay dé loai bo dat, bui va céc sinh vat
14n tap. Néu mau bénh ban dau duoc gitr gin cin than, khong bi co x4t nhiéu
thi khong can thiét phai khir tring bé mat. Noi chung, cang han ché kht tring
bé mat cang tot, nhat 1 ddi voi cac mau bénh kho hodc gan kho. Cac chat co
tac dung khir tring thudng xam nhép rat nhanh va d& dang diét vi khudn. Néu
can thiét phai khir tring, chi nén nhiing mau bénh that nhanh vao dung dich
natri hypochlorite 10%, sau d6 rira lai bang nuéc v6 tring. Néu mau bénh day
vi du nhu nu, qua, canh hodc ndt sung thi c6 thé nhiing qua con etanol 70%
va ho qua ltra dén con trude khi phén lap.

Cat vét bénh thanh timg mau nho & phan giita mé bénh va mé khoe, sau do
dat mau 1én lam kinh tiét trung da nho san mot giot nude vo trung. DPéi véi
nhimg md bénh day hon nén dung que ciy hoic dao cdy xé nho ra sau khi dat
vao giot nudc vo tring. Dung lamen vo tring dit 1én trén miéng mau bénh va
kiém tra ngay dudi kinh hién vi v6i do phong dai 400 1an. C6 thé ha thap tu
quang hodc dong phin loc ban di miu kinh hién vi dé nhin té bao vi khuén rd
hon. Néu vét bénh do vi khuan gy nén ta c6 thé nhin thdy mot dam vi khudn
chuyén dong tir vét cit. Can cha y dé khong nham 13n vi khuan véi cac thanh
phan khic nhu: nhya cdy, hat tinh bot, plastid. Khi nhin thay dich vi khuan
chuyen dong ra ngoai tur vét cit, co thé bo lamen ra va dung que cdy vi khuan
v6i dau que cdy hinh vong tron cay dich vi khudn 1én mdi trudng agar thich
hop. Trong mét sb truong hop co thé phai ngdm mod bénh trong nude vo trung
khoang vai gio dé dam bao du luong vi khuan chuyén dong ra ngoai thanh
dich, sau d6 méi cdy 1én méi trudng.

Cay vi khudn bang cach dung que ciy vi khuan chtra dich vi khuan vach ting
vach 1én bé ‘mat agar. Co thé vach que cay theo nhiéu cach: Cach 1: tao thanh
hinh zich zic trén mot goc phan tu cia dia cdy, bat dau tir mép dia. Cac goc
phan tu khac vach thanh cac duong thiang song song, mot du tring 1én vach
ctia goc phan tu trude (Hinh 9). Que cay phai duge khir tring trude mdi 1an
vach 1én mat agar. Céach 2: vach 1én toan bd bé mat agar tu trén Xuéng dudi,
tir trai sang phai dé phan lap duoc timg khuan lac riéng biét.

Duya vao dy doan nguyén nhan gay bénh ma lra chon moi truong thich hop.
Moi truong phai duoc dé kho trude khi cay bang cach dat nguoc nap dia cay

34



va dé nghiéng trong 24 gid' & budng vo trung hodc md nip trong ta ciy vo
trung trong 30 phut. Can than dé tranh khong cho khong khi tap lan vao moi
truong.

5. Pia phan lap nén dit nguoc dé tranh dong hoi nudc trén bé mat moi truong.
Hau hét cac vi khuan phat trién tot & nhiét do 25-28°C.

6. Co6 thé thay ddi mot s thao tac trén theo kinh nghiém hodc tuan theo cac bai
bao.

Hinh 9 Cach vach phén l4p vi Khuén trén mit agar: 1. Vach phén lap ban dau tir dich bao tir.
2. Dung que cAy sau khi khir tring vach thanh cac vach thing thir nhit ndi véi vach phan lap
ban diu. 3. Cac vach thing thir hai. 4. Cic vach thing thir ba, khuin lac dwoc tao thanh riéng
ré trén cac vach nay.

Sau khi phan lap, dat dia cdy ¢ diéu kién nhiét d6 phong thi nghiém va kiém tra hang
ngay trong 4-5 ngay, hoac 10-14 ngay dbi voi cac vi khuan phat trién cham. Dua vao
triéu chimg c6 thé du doan vi khudn gay bénh va cdy truyén, ké ca trong trudng hop
nhiéu vi khuin khac nhau cung xuét hién trén mot dia phan lap. Néu chon lya mau
bénh va mau ciy tot thi théng thuong chi phan 1ap ra mot loai vi khuan gy bénh.
Néu tir hai loai vi khuan dugc phat hién trén mau phan 1ap thi chu y ghi chép lai mic
do pho bién cua timg loai. Khéng tinh dén cac vi khuan hoai sinh phd bién, nén cdy
truyén dé kiém tra cac vi khuan xuét hién nhleu dic biét 1a ¢ cac dia diém khac
nhau. Chi nén cdy truyén cac khuan lac riéng ré&, t6t nhat 1én cing loai moi truong dé
trong dng nghiém.

C6 thé ap dung phuong phap phéan 18p tuong ty nhu d6i voi nam. Cay tryc tlep mo
bénh 1én bé mit moi trudng, vi khuan s& phat trién xung quanh miéng ciy. Néu vi
khudn hoai sinh c6 mat trong mau cdy, chung thuong lan 4t vi khuan gdy bénh dic
biét 1a dbi v6i cac vi khuan gay bénh phat trién cham. Vi vay, chi ap dung phuong
phap nay trong trudng hop phuong phap cdy dich vi khuan khong phu hop.

5.3 PHAN LAP TUYEN TRUNG

Tuyén trang (giun tron khong phan dét) 1a mot nhom dong véat da dang, nho, mét
thuong khong nhin thay dugc. Chung phan bo & hau hét moi noi c6 nuée ty do, tham
chi ca nhitng noi rat it nudc. Tuyén trung tong hop chit dinh dudng t nhiéu ngudn
khac nhau, nhidu loai c6 kha ning ky sinh chuyén tinh cao. Dai da sd thuc vat va
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dong vat 1a ky chu cua it nhat mot loai tuyén trung ky sinh. Vi vdy ma rt nhiéu
tuyén triung ky sinh 1a dich hai quan trong d6i vai kinh té. Ngugc lai, cac loai tuyén
tring st dung vi khuan va nam lam thirc an (hay con goi 1a tuyen tring séng tu do)
lai ¢6 chirc nang quan trong vé mit sinh thai. Vi du, tuyen trung song tu do dong vai
trd quan trong trong chu ky dinh dudng cta hé sinh thai dat.

Tuyen trung ky sinh thyc vat dugc phan 1am hai nhoém chinh: (1) nhém di chuyen va
liy thirc an trén bé mat hodc giita cac ré cdy (tuyen trung ky sinh di chuyén) va (2)
nhom khong di chuyen kich thich cay chu san Xudt ra cic cau tric bao ve va du trir
dinh dudng nubi tuyén tring (tuyén tring ky sinh tai chd). Céc loai tuyén tring di
chuyén thuong c6 kha ning ky sinh trén nhicu ky chi khac nhau va gay thiét hai vé
kinh té khi mat d6 tuyén tring cao trir mot s6 it gidng. Cac loai tuyén tring ky sinh
tai chd co kha nang ky sinh chuyén tinh cao va tac dong dén ky chi & mirc d6 phan
tu, tac dong rat 16n dén nang suit cdy trong nhung thuong giy hai trén it d6i tuong
hon 13 d6i v6i cac loai tuyén trung di chuyén.

Be giam dinh tuyén trung ky sinh thue vat, nén tach tuyén trung ra khoi dat hodc
mau bénh va bao quan can than.

5.3.1 MaAu dit

Dbi voi muc dich giam dinh va luu giit mau, nén 1dy mau bénh ¢ ving ré cay c6 biéu
hién triéu ching. Néu diéu tra mot khoanh bi nhiém bénh trén mot rudng thi nén 1y
mau & khu vyc ranh gidi gitra khoanh bi bénh va khoanh khong bi bénh, vi ¢ khu vue
nay tuyen trung gdy bénh cay co6 thé tap trung voi mat do cao nhit. Ngoai ra, cling
nén lay mau ¢ khu vuc khong bi bénh dé so sanh. Chiéu sau ciia diém ldy mau va s0
luong mau lay ban dau cling quan trong nhung chung t6i s& khong dé cap sau vé van
dé d6 trong phan nay.

T6t nhit nén 1dy mau dat 4m boi vi mot sd tuyén tring ngl nghi trong dat kho
thuong bi thuong do dat giy. Pat mau dét trong thi nilon va gitt & noi mat mé trong
qua trinh chuyén ché, xtr Iy mau cang sém cang t6t. Mot s tuyén trung c6 thé duoc
giit trong ta lanh nhung khong phai 1a tit ca cac loai déu co thé ap dung cach nay.
Ddi v6i dat nhe, bo, co thé dung ray (kich thudc 16 rdy 10mm) dé loai bo cac manh
rac sau d6 tron ki. Phuong phap nay khong phai lic nao ciing ap dung duoc voi dat
nang.

Phuong phap tach tuyén tring ra khoi mau bénh co thé dwa vao su di chuyén cua
tuyén tring (chu dong) hodc dua vao kich thudc va mat do tuyén trang (thu dong).
Phuong phap chu dong don gian nhit 1a ding khay Whitehead hozc pheu Baermann
dé tach tuyen trung dang hoat dong. Mac du don gian, qua trinh nay c6 thé kéo dai 2-
4 ngay va mau thu duoc c6 thé rat it, do tuyén trung I16n di chuyén cham. Phuong
phap thy dong duoc tién hanh bang cach loc, gan va tach véi nhiéu cach két hop khac
nhau. Trong phan nay, chiing toi tap trung mé ta phwong phap ray udt va cac phuong
phap ly tam khac nhau. Phuong phép ray uét c6 thé dung dé phan 1ap bao nang cua
cac loai Heteroderid.

Tdch tuyén tring bang khay

Bo6 dat vao mot khay c6 16t mot mieng ludi thd va mot 16p vai hodc gidy tham, dan

deéu dat r61 d6 nudc vao sao cho chi vira tham uét dat (Hinh 10). Sau 1 - 4 ngay,
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tuyén tring dang hoat dong sé& di chuyén xudng dudi, xuyén qua miéng vai vao trong
nude dudi day khay. Luong dit sir dung phu thudc vao kich thudc cua khay; khay
loai 16n (450 x 300 mm) c6 thé chira mot 16p 200g dat mong. Lop dat cang mong
cang c6 tac dung ting hiéu qua tach tuyén tring va giam thoi gian tach.

bat Vai LuGi Nudc Khay

Hinh 10 Khay Whitehead dung dé tach tuyén trang tir dt va cay

Trudc khi thu thap tuyén tring, can than nhic phan ludi d& 1én dé han ché dét roi vao
phan nuoc phia dudi. Chuyén phan nudc vao mot cdc dong va dé nhu vay vai gi(‘)’
cho tuyén tring ling xuong. Sau do, t6t nhat nén ding pipet 1y bot nude ra chi gitr
lai khoang 5-20 ml, can than dé khong 1am xdo tron tuyén trung da lang xudng &
dudi. Co thé thay thé phuong phép nay bang cach trat nudc c6 chia tuyén tring ra
mot ray loc voi kich thuéce 16 ray 20 - 38 pm. Tuy nhién, dung loai riy véi 16 ray
cang nho thi cang dat va kho mua. Tuyén tring c6 thé lot qua riy nhung c6 thé khic
phuc bang cach bit va loc lai vai 1an.

Phéu Baermann

Dit dit vao phéu c6 10t ludi ¢ dudi
va gidy thdm hoic mot miéng vai dé
trén, c¢6 phéu dugc gin 6ng cao su
c6 kep. P6 nudc vao miéng phéu
vira dii dé thim wdt dit (Hinh 11).
Phuong phap nay chi tién hanh
dugc voi mot lwong nho dat nhung
¢6 wu diém 13 tuyén trung tip trung
& phan 6ng cao su phia trén kep va
c6 thé mo kep dé lay khoang 5 dén
10 ml nu6c chira tuyén tring vao
dng nghiém.
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Hinh 11 Ding phéu Baermann dé tich tuyén trang tir dit va cay bénh.
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Phuwong phap loc uot va ly tam

D6 dat vao chiu rdi dat dudi voi nudc chay, hoa khoang 4 lit dung dich dét - nudc,
tranh khong dé nuéc chay tran. Khoang 10 gidy sau, cac phan tir dat 16n hon chim
xubng day chau. Phan nudc con lai duoc loc qua rdy (kich thuéc 16 ray 38 pm)
xudng mot chau khac. Tuyén tring bi mic lai & 16 ray s& dugc thu hoi béng cach ly
tam v6i mot lwong nudce rat nho. Tuyén tring lot qua ray dugc thu hoi bang cach ray
lai (c6 thé ray lai dén 3 lan) Dé tang luong tuyen trung thu dugc, nén 1ap lai toan bo
qua trinh tir khéu hoa dat vao nudc thém 2 lan nita. Tuyén trung dugc thu hdi bang
cach ly tam, can than rat phan nudc phia trén dng nghiém, chi dé lai mot lugng nude
nho chua tuyén trung. Sau d6 hoa tuyen trung thu duoc vao nudc duong dac (450
g/1it) r01 ly tam lai. Loai bo cac hop chat hiru co ndi 1én trén ong, nuge dudng cung
voi tuyen trung dugc rua qua ray dé thu hdi tuyén trung. C6 thé ray lai 2 1an dé tan
dung tuyén tring lot qua 1 ray.

Khoéng nén dé’tuyén’trﬁng qua lau trong dung dich duong dac vi duong co thé két
tinh gay hai dén tuyén trung. C6 thé thay thé dung dich duong bang cac dung dich
dac nhu NaCl, MgSO, hodc keo silica (Ludox, DuPont de Nemours).

Phuwrong phdp tach tuyén tring bao nang

Hoa tan dat bang 4 lit nudc xa tir voi, tranh chay tran. Dé phan dét ling xuéng sau 10
gidy, phan nudc duoc loc qua ray thd (710 pm) dat trén mot ray 250 pm. Pt duoc
rira lai va loc qua rdy 2 lan nira, Cac chat hiru co dong lai trén ray 16 nho dugc thu va
dé vao pheu Buchner c¢6 16t gidy loc. Kiém tra bao nang dudi kinh lap soi ndi. Néu
dung pheu tam giac va hoa tan cac hop chat hitu co bang codn ethanol 70% thi bao
nang s€ nam lai thanh mdt vong & phia vanh ngoai cua giay loc.

5.3.2 Miu cay bénh

Tuyén trung c6 thé duoc tim thdy trong ré than, 14 va hat cta cay, vi vay phuong
phap tach cling khac nhau tuy ting loai mau va céac loai tuyen trung khac nhau. Cach
t6t nhat dé tach tuyén tring noi ky sinh di chuyén 13 dung thiét bi phun suong, ngoai
ra co thé dung khay Whitehead hodc phéu Baermann nhu dd mé ta ¢ trén. Dbi voi
tuyén tring khong di chuyen c6 thé dung dao cat mo bénh dé lay tuyén trung ra hoac
bao quan in situ. C6 thé tach tring cia mot sd tuyén trung c¢b dinh bang cach rira
trong thudc tay va loc qua ray. Tuy nhién chung t61 khong moé ta phuong phap nay ¢
day vi tring tuyen trung khong c¢6 ¥ nghia nhiéu vé mat phan loai. Tuyén trung con
di chuyén va tuyén tring dyuc hinh giun dugc tach bang phuong phap phun suong.

Phuong phap tach tuyén tring bang phun swong

bat mau bénh (cat thanh timg mau dai 10mm) vao phéu co 16t ludi va mot manh vai
phia trén. Dé pheu ¢6 chira mau bénh vao budng phun suong, ctr khoang 10 phut thi
phun swong mot lan (Hinh 12). Nudce thAm qua pheu duge hing vao 1 6ng nghiém
v6i lugng chay dii cham dé tuyen trung ling xudng day & ong va duoc ly ra sau 2-4
ngay. Giam luong nudc trong dng bang pipet (Dung pipet dé hat bot nude trong ong
nghiém). Phun swong bao dam cho nuéc dugc oxy hoa t6t va loai bo nhimg doc t6 do
cac mo cdy bénh hoai sinh san sinh ra, vi thé ma tuyén trung duoc gilr & diéu kién tot
nhat. C6 thé ap dung phuong phap khay Whitehead va phéu Baermann nhung cac
phuong phép nay co6 nhiéu han ché khi ap dung véi miu cay bénh hon 1a v6i mau
dat.
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Hinh 12 Tach tuyén trung tir mé bénh bang phwong phap phun swong

Cit mau

Dit miu vao mét dia Petri. Ding dao ciy nhon dau hodc que ciy xé miu mé b
bénh tuyén tring thanh timg phan nho dudi kinh lap soi n01 T4t nhat nén ding két
hop anh sang truyén va anh sang toi. Co thé quan sat tuyén tring da tach ra tir md
bénh bang anh sang gian tiép phia duoi kinh. Dé miu trén dia Petri nhu vy mot thoi
gian c6 thé tao diéu kién cho mot sb tuyén trung di chuyen ra ngoai mé bénh. Anh
sang to1 s€ co ich cho viée quan sat giai doan sung cua tuyén tring ¢6 dinh nhu bao
nang (Heterodera spp.), nt sung (Meloidogyne spp.) u 14 va hat (Anguina spp.).

C6 thé quan sat tuyé'n‘ trung noi ky sinh bang cach lam sach mé bénh béqg thudc tay,
sau d6 nhuom mau bang nhi€u cach khac nhau. Phuong phap nay c6 thé c6 ich cho
muc dich gidm dinh nhitng mau bénh sau khi xur 1y khong phu hop dé bao quan lau
dai.

5.3.3 Baio quan va lam tiéu ban

Xur Iy nhiét

Trude khi co dinh mau tuyén trung bang chat bao quan _phai giét chung dé gitr
nguyén ven cau truc. Ngém tuyén tring trong nudc hoac chit ¢b dinh ¢ 60°C, sau d6
lam lanh that nhanh bang nude lanh hodc chit cd dinh. Néu khong co bé cach thuy dé
duy tri nhiét do ¢ 60°C, c6 thé d6 nudce sbi vao dung dich chira tuyén trung véi luong
nude sb6i bang luong nudc chira tuyén trung dé tao ra nhiét do vira du giét tuyén

39



tring. Ngoai ra, c6 thé dit dung dich chira tuyen trung (myc nudc néng) vao tu sdy &
nhiét d6 55 — 60°C, kiém tra mot phut/lan cho dén khi tuyén tring bi chét. Can luu y
trong qua trinh xtr Iy nhiét khong dugc ludc hodc dé nhiét dd qua cao vi sé pha huy
cAu tric bén trong ciia tuyén tring.

C6 dinh mau

Phuong phép cb dinh tuyén tring don gian nhat 1a dung formaldehyde. Nho dung
dich formaldehyde ddm dac vao dung dich chura tuyén tring sao cho nong do
formaldehyde cudi cung 1a 2 — 5%. Mau duoc ngam trong formaldehyde it nhat 12
gio, 1y tuong nhat 1a 2 tuan trudc khi tién hanh cac bude tiép theo. Co thé bao quan
mau lau dai trong dung dich formaldehyde.

Cac chat cb dinh khac thuong dugce sir dung bao gdm TAF (3% formaldehyde, 0,2 %
triethanolamine trong nudc cat) va FA4:1 (4% formaldehyde, 0,1% axit axetic trong
nuéc cat). Tuy vy, cic hoa chat nay khong pht hop véi bao quan 1au dai. Khong sir
dung con ethanol dé ¢ dinh mau cho muc dich nghién ctru vé hinh thai, nhung c6
thé st dung con ethanol dé bao quan cho muc dich nghién ctru vé sinh hoc phan tir
sau nay.

Lam tiéu ban

Pé 1am tiéu ban véi myc dich bao quan lau dai, mau tuyén tring duoc ngdm trong
glycerol va dé bay hoi cham. Cho mét lugng nhé dung dich glycerol 2 - 5 % (vai ml)
vao mot dia thuy tinh nong, sau d6 dit tuyén tring vao. Cho dia vao tu sdy ¢ 40°C
hodc binh hut 4m. Dé lam cham lai qua trinh bay hoi nudc khong nén dong kin nip
dia.

Quan sat dudi kinh lip soi ndi dé gip ting mau tuyén trang vao mét lam kinh h1en
vi. Sir dung que Cay nhon dau c6 dinh keo dan 1ong mi dé gap tuyén trung. Kéo tuyén
trung dan dan vé phia bé mit co thé quan sat dugc va nhac ra khoi bé mit bang cach
di chuyen que cdy. Qua trinh gip tuyen trung ra dugc tién hanh tir dia néng nhung
nhiéu khi phai thuong xuyén thay d6i cu ly 6ng kinh dé tim tuyén tring. Mubn thanh
thao thao tac nay can phai thuc hanh nhiéu.

Gap mot vai dén 10 tuyén tring & cac giai doan dai dién vao mot giot glycerol khan
dat trén mot lam kinh. Dung que ciy dit ¢6 dinh mau & chinh gitta lam kinh. Dé gii
cho miu tuyén tring khoi bi nghién nat, ding vun thay tinh, lamen v& (S6 0) hodc
sap dat xung quanh mau tuyén tring. Nhe nhang dit lamen (6t nhat nén dung loai
tron) 1én trén giot glycerol khan, khong dé glycerol tran ra mép ngoai lamen. Néu
dung sap cao rau hodc vong sap (nau chay ra rdi dé nguoi) thi phai dat lam kinh 1én
bép dién dé lam sép chay ra. Sau d6 han lamen lai. Trudc ddy glycin thuong duoc
dung dé han lamen nhung hién nay glycin khong sin c6 trén thi trudng vi vay c6 thé
thay bang nhya epoxy hai phan (vi du: 5 min. Araldite) hoic DePeX (co6 ¢ nhiéu
cong ty khac nhau). Mic di mot sé noi ¢ thé st dung thudc ddnh mong tay chin
nhung cach nay thuong khong bén trong diéu kién khi hau nong.

54 MOI TRUONG NUOI CAY

Hau hét cac méi trudng nudi cay thuong dwoc 1am tir cac hoa chit co ban hodc tham
chi c6 thé¢ mua san tur thi truong. Cac mdi truong ban san trén thi truong cd chat
luong dong déu hon moi trudong tu chuan bi tir cac thanh phan co ban.
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Han ché sy phat trién cta vi khuan bang cach cho thém mot lwong khang sinh vao
moi truong. Hau hét cac loai khang sinh déu deé bi bién tinh ¢ di¢u kién nhiét do cao,
chi bo khang sinh vao moi truong sau khi hap khtr trung (trude khi agar kip dong
lai).

Penicillin (50 don vi / ml), streptomycin (50 don vi / ml) va
tetracycline (30 don vi / ml) ¢6 thé sir dung riéng hodc két hop.
Chloramphenicol (50 mg /1) ¢ thé hap khir tring (cho thing vao méi

truong trude khi hap).

Luong agar cho vao cac moi truong (gioi thiéu ¢ phan dudi) co the khéc nhau tuy
thudc vao nhan hi¢u agar va co s¢ san Xuat. Luong agar dung dé nau moi truong phai
bao dam du cimg dé c6 thé ciy vi khuan bang phuong phap vach que cay 1én moi
truong. Néu phat hién trong nudc may c6 chira chat ban hodc doc td thi nén sir dung
nudc cét thay thé.

M&éi truong khoai tiy - dwdng - agar (PDA): Day 1a moi truong t6t cho sy phan 1ap
va phat trién cia nim. Rira sach khoai tay (khong got vo). Cét khoai tdy thanh timg
miéng nho va ludc trong khoang 1 gio, sau d6 loc khoai ty va nudc ludc bang riy
(hodc vai man) rdi virt bo phan ba di. C6 thé dung may xay sinh t6 dé xay nat hdn
hop. Hoa tan duong dextrose (glucose) va agar vao 1 lit nuéc may cung véi nudc loc
khoai tay. Hap khir tring & 121°C trong 20 phit.

Moi truong PDA

Khoai tay 200 g
Dextrose (glucose) 20g
Agar 20¢g
Nudc may 1 1it

Cong thirc nay c6 thé duoc thay d6i mot chut bang cach dung cac loai rau va ngii cdc
khéc thay thé khoai tay. C6 thé gidm % hoac 2 lugng khoai tay va lugng dudng tuy
thudc yéu cau st dung.

Moi truong agar - nwéc may (TWA): Day la moi truong pho bién dé phan lap rat
nhiéu loai nam C6 thé tiét trung cong lta hodc hat ngii coc roi dat 1én moi truong dé
kich thich ndm san sinh bao tir. Tron agar trong nudc va hap & 121°C trong 20 phit.

MGéi treong TWA

Agar 20g
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Nudc may 1 1it

Mobi treong nwéc qua V-8 - agar (V-8J): Pay 1a moi truong t6t cho su phat trién
ctia nam, dic biét 1a Phytophthora. Loc qua nudc V-8 trudc khi sir dung. Tron cac
thanh phan vao nhau va hap khir tring ¢ 121°C trong 20 phut. Néu khong c¢6 nudc
V-8 ¢6 thé thay thé bang nudc sinh td ca chua, ca rét, can tay 16n. ..

MGéi truwong V-8J

Nudce V-8 da loc 200 ml
CaCO; 3g
Agar 20g
Nuéc cat 800 ml

Mobi truomg King B - agar (KBA): Pay 13 méi truong t6t dé phan lap vi khuén hai
no6i chung va dac biét 1a pseudomonads huynh quang va Erwinia spp. Piéu chinh pH
dén 7,2 va hap khir tring & 121°C trong 25 phut.

Moi treong KBA

Proteose peptone 20g
Glycerol 10g
K,HPOy (khan) 15¢
MgS04.7H,0 1,5¢g
Agar I5¢g
Nude cat 1 lit

M&éi truong Nutrient agar (NA): La moi trudng thudng duoc st dung dé nudi ciy
vi khuan. Diéu chinh pH dén 7,4 va hap kht tring & 121°C trong 15 phut.

Moéi truwong NA

Chat chiét nAm men 3g
Peptone 5¢g
NaCl 5¢g
Agar I5¢g
Nuéc cat 1 lit

Moi truong Sucrose peptone agar (SPA): La moi truong thich hop cho sy phat
trién cia nhidu loai vi khuan, c6 thé sir dung dé phan 1ap vi khuan hai. Diéu chinh pH
7,2 — 7,4 va hap khir trung & 121°C trong 15 phut.
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Moéi truong SPA

Sucrose 20g
Peptone 5¢g
KZHPO4 (khan) 0,5 g
MgS0,4.7H,0 0,25¢
Agar 12¢g
Nude cat 1 lit

Moi trwong Malt extract agar (MEA): La mdi truong t6t dé phan 1ap va nudi cay
nhiéu loai nim soi va ndm men. C6 thé sir dung lwong mach nha khac nhau. Hap khir
trung ¢ 121°C trong 20 phut.

Moi truong MEA

Malt extract (mach nha) 2-20g
Agar 20g
Nudc cat 1 lit

Moi tru’o’ng Glycerol agar (GA): Puoc sir dung dé bao quan mau phan 13p lam tiéu
ban kho. Hap khir tring & 121°C trong 20 phat. Tan nam phat trién trén moi truong
agar chua kho hoan toan dugc dit 1én méi truong GA (d6 vao mot nip dia Petri). Dé
dia kho trong 2-3 ngay. Lép mdi truong GA khé mém, déo hon hau hét cac méi
truong agar khac.

Moi trueong GA

Glycerol 25 ml
Agar 20g
Nudc may 1 lit
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6 CACHBAO QUAN VA LUU GIU MAU BENH
6.1 TIEU BAN MAU BENH

Tiéu ban mau bénh 12 mot mau thuc vat hodc nim khé duge dé trong mot goi cé dan
nhin. Tiéu ban miu bénh cé thé bao gdbm cac mau nidm phén 1ap kho, cac tiéu ban
lam, anh va hinh v& minh hoa. Géi tiéu ban c6 thé bao gém ca cac ban chu thich, thu
tir trao ddi va céac thong tin lién quan khac.

6.1.1 Tiéu ban kho

Mau cdy bénh va nam bénh duoc ép va lam kho bang cach dat ching gitra cac 1op
glay thAm hoic g1ay bao. Dung 2 tim bia dang lan song ¢ép cac lop gidy tham hoic
gidy bao chira mau lai v6i nhau. Dung 2 tdm gd (hodc 2 tim nguyén liéu cimg) ép
chit 2 mit cua khdi mau rdi dung diy budc chit lai tao ra luc ép 1én mau cdy bénh.
Mau ciy bénh phai kho nhung khong dugc nhin hodc co lai. Mau cdy bénh cé thé
dat tiéu chuan sau vai ngay ép. D& 1am nhanh qua trinh kho (dic biét 1a trong cac khu
vuc khi hau 4m nhu cac ving nhiét d6i) nén dung ta say hodc quat. Thay gidy thim
hodc bdo thuong xuyén.

Tlep tuc qua trinh ép dén khi mau bénh kho hoan toan. Co thé dit mau ¢p dudi anh
nang mat troi, trong phong c6 may diéu hoa hodc gan hoi nong dé thiic day qua trinh
kho. Thoi gian dé mau kho hoan toan phu thudc vao loai mau cay va d¢ am. Lay mau
ra khoi 16p giay thim hodc bao ép qua som s€ lam mau bi nhan hoac tao diéu kién
cho céc loai ndm phat trién trén be mit tiéu ban. Pa sé cac mau thuc vat ¢ thé kho
sau 5 -10 ngay. Trudc khi dé mau vao phong tidu ban phai x6ng hoi khir tring hoic
dat mau trong ti dé (ta lanh sdu) dé diét nhén va con trung.

Cach don gian nhat dé bao quan ndm Agaricales va Ascomycetes loai 1on 1a dé
chtng kho that nhanh. Mic du quan 1y tiéu ban kho dé dang hon tiéu ban ngam, qua
trinh lam kho thuong anh huong dén mau sic, hinh dang va kich thuéc miu bénh.
Ném 16n ¢6 thé duoc lam kho bang tu lanh su (ta da) dé gilr nguyén mau sac va
hinh dang, tuy nhién phai gitt mau rat can than vi bao quan bang cach nay mau trd
nén rat gion va dé v&. Kich thudc ciia ndm 16n thudng qua to so voi cac goi tiéu ban
va rat dé gy v&, vi viy dé bao quan mau lau dai nén dung cac hdp carton nho hoic
cac thi nilon c6 chura silica gel.

Nén bao quan tiéu ban miu bénh khé va cac mau nidm phan lap kho trong cac goi
gidy hodc bia lam bang chat liéu khong c6 axit v6i kich thudc tiéu chuan (khoang 10-
15 cm rong x 10 cm dai). Co thé dat mau vao cac goi gidy khong axit mong hon
trude khi cho vao géi tiéu ban. Ly tuong nhat 13 tit ca cac ban chu thich, nhén, keo
dan, myc, nhya hodc tai nilon dung trong phong tiéu ban déu lam tir chat liéu khong
c6 axit dé giit tiéu ban duoc lau dai khong bi 6, hong. Hién nay trén thi trudng c6 ban
but thir gidy xem c6 chira axit hay khong.

Mbi goi tiéu ban phai duoc dan nhan ¢ mit trude (Hinh 13) voi cac thong tin nhu
sau:

> S thu tu truy cap;
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Tén khoa hoc cua vi sinh vat hai;

Gia thé hodc tén khoa hoc cua ky chu;

Dia diém léy mau, bao gém: nudc, tinh, kinh d6 va vi do;
Tén ngudi lay mau va sé hiéu miu;

Ngay lay mau;

Tén nguoi giam dinh mau;

YV V.V V V V V

Tai liéu tham khao trong d6 co cac bai bao dé cap dén tiéu ban.

QUEENSLAND DEPARTMENT OF PRIMARY INDUSTRIES
PLANT PATHOLOGY HERBARIUM (BRIP)

BRIP 39807 Uredinales
Racospermyces digitatus (G. Winter) J. Walker

Ten ky chu: Acacia mangivm Willd.

Ho ky chu: Mimosaceae

Trieu chung: Phyllode rust

Dia diem: Meunga QLD Australia

Nguoi lay mau:  Ivory, M.H.

So hieu mau: P9288 Ngay lay mau: 23 Oct 1997
Nguoi giam dinh:Shivas, R.G.

Hinh 13 Vi du m¢t nhan dan trén géi tiéu ban sir dung tai phong tiéu ban BRIP

Madi tiéu ban trong phong mau déu dugc danh s truy cap dé phan biét véi cac mau
khac. So truy cap tiéu ban dugc in trén nhan cua goi tiéu ban (Hinh 13). Sy két hop
cia sb truy cap va ten viét tat cua co quan luu gir mau trong cubn Index
Herbariorum bao dam rang bat ky mau tiéu ban nao ciing c6 mot tén duy nhat, phan
biét v4i tit ca cac tiéu ban khac trén thé gidi. Néu mdt tiéu ban ham chira hon mét
don vi phan loai thi c6 thé thém cac ky hiéu (a, b, c..v.v..) dai dién cho mdi don vi
phan loai vao sau sb truy cap. Tiéu ban mau bénh kho va mau vi sinh vat hai duoc
phan 1ap tir mau tiéu ban d6 phai dung chung mot s truy cap.

Chuan bj sin cic goi tiéu ban giong hét nhau trong truong hop can thiét phai chia
tiéu ban thanh nhiéu goi nho. Cac goi nay chira cung mét luong thong tin giong hét
nhau va c6 chung mét so truy cap, co thé duoc str dung dé gui hodc trao ddi tiéu ban
v6i cac phong mau bénh khac.

Tiéu ban nérn chiém s6 luong lon trong sd cac mau tiéu ban ciia mot bo suu tap bénh
cay. Co thé sap xep tiéu ban nAm thanh nhom theo thir tu tién hoa. Hau hét tiéu ban
nam thudc 16p ndm tai Ascomycotina hodc nam dam Basidiomycotina, cac ti€u ban
trong m&i nhoém nay lai dugc sap xép theo van abc cia tén chi. Mot sé nhom vi sinh
vat hai phé bién co thé duge Xép riéng, vi du nhu gi sat (Uredinales), than den
(Ustilaginomycetes) va phan trang (Erysiphales), cdc mau tiéu ban trong cac nhém vi
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sinh vat nay lai duoc sip xép theo van abc tén ky chu (vi nhiéu loai gi sat, than den
va phan trang déu ky sinh chuyén tinh trén céc ky chu khac nhau).

Ném ¢ giai doan v tinh (Deuteromycetes, Fungi Imperfecti, asexual fungi, conidial
fungi) nén sir dung tén hitu tinh néu c6. Hon nita, mot s6 ndm co thé c6 it nhat 2 tén
vo tinh (synanamorphs) véi cung mot té€n hiru tinh. Nén dung tén hiru tinh dat cho
tiéu ban tham chi giai doan hitu tinh ciia ndm d6 khong c6 mat trong tiéu ban. Trong
truong hop ndy can chu thich 1d vé su ving mit cua giai doan hitu tinh & trén nhan
tiéu ban.

Déi v6i nhitng tiéu ban qua 16n khong du chd dé xép dang vi tri theo thir tu tién hoa
c6 thé thay vao vi tri d6 bang mot miéng bia hodc mot goi tiéu ban rong trén do ghi
1 vi tri dat tiéu ban dé co thé tim dugc dé dang. Tuwong tu c6 thé dung mot miéng bia
dat vao vi tri cua céc ti€éu ban dang cho mugn va c6 chu thich rd rang.

6.1.2 Tiéu ban chuin

Tiéu ban chuin (mau géc) 1a mét tiéu ban mau hodc hinh minh hoa duy nhét ban dau
duoc sir dung dé xéac dinh tén khoa hoc cho mot loai méi. Khi mét loai nAm duoc mo
ta va dinh tén, tiéu ban mau cua loai méi d6 phai dugc chuyén dén mot phong mau
bénh va dugc cong nhan 13 mau chuan cho tén loai nAm d6. Tiéu ban chuan ctia ndm
phai duoc bao quan va lam khé vinh vién. Tuy nhién, cac mdu ndm chuén ciing co
thé duoc bao quan & trang thai ngii nghi bang phuong phap lanh kho hodc lanh sau.

Céac mau chuan (mau ban dau) thuong duoc gitr trong cac gbéi mau mau doé hodc danh
dau do dé co thé nhan ra ching dé dang trong phong tiéu ban. C6 cac loai mau chuan
sau:

> Holotype - Mot tiéu ban hodc hinh minh hoa dugc tac gia dung dé dinh
tén moi;
> Isotype - Bét cir tiéu ban nao dugc nhan 1én tir holotype;

» Lectotype - Mot ti€u ban hoac hinh minh hoa dugc chi dinh nhu mau ban
dau (mau chuén) néu tai thoi diém cong bod khong c6 mau holotype hodc
mau holotype bi mat hay dugc phat hién 1a thuéc hon mot don vi phan
loai;

> Isolectotype - Bit cir tiéu ban nao dugc nhan 1én tir lectotype;
> Syntype - Bat ctr tiéu ban nao duoc dé cip trong lan xuat ban (cong bd)

dau tién ma trong d6 khong co holotype nao duoc xac dinh hodc c6 thé 1a
tur 2 ti€u ban trd Ién cung dong thoi dugc xac dinh nhu mau chuan;

> Paratype - Bit cir tiéu ban nao dugc dé cap dén trong lan xudt ban (cong
bo) dau ti€én ma khong phai la holotype, isotype hay mdt trong céc
syntypes;

> Neotype - M6t tiéu ban hodc hinh minh hoa dugc coi nhw miu chuan theo
danh phéap néu tat cad mau ban dau dung dé dinh tén bi mat hoac bi hdng;

» Epitype - Mot ti€u ban hodc hinh minh hga duoc Iya chon nhu mot mau
chuan khi ma holotype, lectotype hay neotype dugc quy dinh trudc do,
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hay tit ca cic mau ban dau dugc dé cap dén trong 1an xuit ban (cong bd)
dau tién khong du ro rang dé c6 thé gidi thich va khong dugc xac dinh rd
rang theo don vi phan loai;

> Topotype - Bat cir tiéu ban miu nao duoc thu thap tai cing dia diém véi
holotype.

6.1.3 Mau vi sinh vat khé

Céc dic tinh hinh thdi ctia tin ndm c6 ¥ nghia quan trong trong nghién ciru vé nim
hoc. Mau tan nam kho 1a cach duy nhét dé bao quan lau dai. Cac mAu tiéu ban dugc
phén 1ap tur dat, nude hodc ky chi dong vat. Cac mau nim kho con c6 tac dung hd tro
b6 sung thong tin cho cac tidu ban cdy bénh vdi it bao tir. Mau ndm phan lap dugc
lam kho va bao quan cung voi tiéu ban bénh trong goi ti€u ban.

M3u ndm phan lap kho duoc chuin bi bang cach nudi cdy ndm trén mdi truong thich
hop trong mot dia Petri dén khi ndm phat trién toi giai doan mong mudn. Miu ndm
duoc 1am kho trong dia Petri cho dén khi tan ndm khong dinh chit vao dia Petri nira.
C6 thé 1am kho tan ndm bang cach dé dia Petri trong budng cdy 2 — 3 ngay. Sau khi
tan nAm hoan toan kho c6 thé 13y ra khoi dia Petri va dit vao goi tiéu ban. Cac mau
nam phan 1ap véi cau tric nAm moéng manh c6 thé duoc bao quan trong cac dia Petri
mong.

Thong thudng, miu ndm phan 1ap dugce 1am kho nhu trén co thé bi cong, nit v va
rat kho c6 thé lay ra khoi dia Petri ma khong bi v&. C6 thé khic phuc nhuge diém
nay bang cach lay miu nam ra khoi dia Petri trudc khi kho hoan toan va dat noi trén
moi trudng glycerol agar (GA) nong (xem phan mdi trudng nudi cay, chuong 5)
duoc db vao nap dia Petri trudc do. Khong déy nap Petri cho den khi mau kho hoan
toan. Bang cach nay miu nidm phan 1ap duoc 1am kho ma vin mém déo, co thé boc
dé dang ra khoi dia Petri va dat vao géi tiéu ban.

Phuong phap lam kh6 nhu trén khong phai luc nao cling giét chet duge nam. Tot
nhit, nén giét chét mau ndm phan lap vi mot sé nim san sinh ra rt nhiéu bao tir c6
thé phat tan ra trong khong khi 1am 14n tap cac miu nim khac trong phong thi
nghiém. Giét nam bang cach dit cac mﬁu kho trong binh lam kh6 chira formalin hoac
bang cach dat ngugc dia Petri chira mAu nam phan lap, nho khoang 1,5 ml formalin
vao nap dia rdi dé trong budng thoat khi 1 — 3 ngay.

6.1.4 Tiéu ban lam

Tiéu ban ¢ dinh bang axit lactic c6 thé duoc han bang cach dung thubc ddnh mong
tay quét 2 — 3 16p 1én mép lamen. Cach nay co thé giit cho tiéu ban lam khong bi kho
trong vai nam. Dung polyvinyl alcohol (dang bot) hoa tan trong axit lactic dé tao ra
chét keo gin, cach nay c6 thé giir tiéu ban dugc 1au dai.

C6 thé ap dung qua trinh loai nudc trong truong hop muon gilr tiéu ban lam lau dai.
Qua trinh loai nudc doi hoi phai ngdm mau céy hoac nam lién tuc trong chudi cac
dung dich con voi nong do tang dan (vi du 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% va con
nguyén chat 100%), mdi ndng do ngdm vai phit. Bang cach nay cé thé loai bo toan
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bd ham lwong nuéce trong mau. Lam sach mau bang xylene CsH4(CH;), va dan vao
lam bang cac mdi trudong nhu bom Canada.

Tt nhit khong nén giir tiéu ban lam trong cac goi tiéu ban ma dung cac hop dung
tiéu ban lam chuyén dung. Chu y nén d¢ cac tam bia nhé ghi 1o s6 truy cap ¢ dung vi
tri va cha thich noi dé lam tiéu ban.

6.1.5 Déng géi va van chuyén tiéu ban

TAt ca cac tiéu ban bénh cay luu giit trong phong tiéu ban phai duogc géi trong cac
g06i gidy hodc bia lam bang chat lidéu khong c6 axit (Hinh 14). Nhitng miu c6 kich
thudc 16n dugc giir trong cac hop carton dé tranh va dap. Mdi mot vat dé trong goi
tiéu ban, vi du nhu ban ldy mdu, ban chu thich, hinh v&, tiéu ban lam... déu phai
dugc in s6 truy cap tiéu ban ro rang Ti€u ban mau vi sinh vat da phan lap duoc dat
1én glay loc va goi trong cac goi gidy trong subt, dugc giit cung voi ti€u ban cay
bénh, tot nhit nén giit tiéu ban lam trong hop dung tiéu ban lam bang bia cimg hodc
bang nhwa dé tranh v3, giy.

Hinh 14 Céc goi tiéu ban & Bio tang miu bénh Ustilaginales Vanky (HUV) va Bio tang
bénh cay ciia QDPI&F (BRIP)

Khi van chuyén, tiéu ban phai dugc gitr bén trong cac goi gidy hogc bia. Cac goi tiéu
ban dugc bo lai thanh timg b6 1di ding glay bao hodc thi nilon Xop boc lai trude khi
dit vao hop carton 16n hon dé van chuyén. Nén dung bong gbi mau vi sinh vat song
duoc bao quan lanh kho (trong cac dng hut chan khong) va dit vao trong cac hop
gidy hinh tru.

6.2 MAU VI SINH VAT DA PHAN LAP

Mau nidm hodc vi khuan duoc lvu giit v6i muc dich duy tri trang thai song cuia ching
ma khong lam thay d6i ddc diém hinh thai, sinh 1y cling nhu di truyén trong mét giai
doan nhit dinh. Mau vi sinh vat hai dugc giit & trang thai song it nhat 1a trong qua
trinh nghién ctru hodc cé thé duoc gilt vo thoi han, nhét 1 ddi v6i cac mau vi sinh
vat chuan (ban dau) hoic cac mau dugc dé cip dén trong cac bai di xuat ban. Néu
khong c6 cac mau vi sinh vat duoc giam dinh va luu giit, dac biét 1a vi khuén, thi
khong thé tién hanh so séanh, phan loai dé dinh danh don vi phan loai mai.

Ké tir ndm 1995, Cong udc vé Pa dang sinh hoc duge 180 nude trén Thé gidi ky két
c6 hiu luc doi vai tat cad cac mau vi sinh vat luu gitt. Cong udc nay xéc dinh chu
48



quyén cua cac nudc co xudt xu vi sinh vat, voi muc dich bao dam su cong bang va
phan chia loi nhuan binh ding ddi v6i nhitng nudc mudn khai thac 1oi ich kinh té tir
mAu vi sinh vat 6. Viéc trao d6i mau vi sinh vat giita cac trung tim miu bénh véi
nhau thuong doi hoi phai c¢6 vin ban thoa thuan chuyén giao mau - Material Transfer
Agreement (MTA). Tuy nhién, vin ban théa thuan chuyén giao miu giira cic trung
tam mau bénh 13 khong rd rang.Trén thyc té ¢ nhiéu trung tdm luu gitt mau, viéc
thuc thi cong tac nay van con chua tién trién.

Khong phai tat ca cac phuong phap bao quan mo ta sau day déu phu hop véi cac loai
nam va vi khuan phat trién trén moi truong nhan tao. Doi khi phai thir nghiém va
chap nhan rai ro dé tim ra phwong phap tt nhat cho viéc bao quan miu vo thoi han.

6.2.1 Nudi ciy trén méi truong agar

Mau vi sinh vat thudng duogc giit trong lo McCartney 20 ml ¢6 ¢ rong dé co thé dé
dang cdy truyén khi can. Nén sir dung cac mdi truong nudi cay thich hop, vi du nhu
5 PDA dbi v6i ndm hodc moi trudng NA ddi v6i vi khuan. Mot s6 nidm va vi khuan
doi hoi phai sir dung cac mdi truong dic biét. Méi truong thuong dugc d6 dén xap xi
Y5 1o trude khi tiét tring. Sau d6 lo duoc dit nghiéng khi méi trudng con nong dé khi
d6ng lai moi truong tao thanh mit phiang nghiéng.

C'Qiy nam hodc vi khuén vao mat nghiéng ciia moi truong, sau khi vi sinh vat da phat
trién nhu mong mudn, 'bao quan mau trong moi trudong sach, khong bui bam &
5 — 8°C. Déi v6i mot s6 ndm va vi khuan nhay cam véi méi truong lanh, nén bao
quan 0 15°C. Mau vi sinh vat phai duoc theo doi thuong xuyén vi méi trudng agar co
thé bi kho rat nhanh trong diéu kién d6 4m thap Khi bao quan nidm phai rat can than
dé tranh nhén xam nhap. Tat ca cac lo gitr mau phai dugc han kin miéng bang mang
nhua hodc nilon siéu mong trong sudt qué trinh bao quan mau. Mau vi sinh vat phai
dugc cay truyen sang moi trudng moi 6 thang 1 lan Phai that can than dé khong lam
mat cac mau vi sinh vat ¢ gia tri médc du cay truyén nhiéu 1an c6 thé din dén nhimg
thay d6i vé hinh thai, mat kha ning ky sinh va giam kha nang hinh thanh bao tir.

6.2.2 Bio quan biang diu khoang

Phuong phép nay dic biét c6 ich & cac ving nhiét ddi vi n6 co thé giir cho miu vi
sinh vat khoi bj khé va tranh duoc sy xAm nhép ctia nhén. Ciy mau vi sinh vat nhu
trén nhung dung luong agar it hon. Mubn sir 'dung phuong phap nay, tiéu chuan quan
trong dbi v6i miu vi sinh vat 13 phai phat trlen khoe manh, dbi v6i nAm phai san sinh
rat nhiéu bao tr. P6 dau khoang 1én trén miu vi sinh vat, ngap trén dinh mat agar
khoang 1 cm. Tiét tring dau khoang trudc khi sir dung bang cach hap 2 lan & 121°C
trong 15 phut.

Chia dau khoang thanh nhiéu lugng nho dé tranh 13n tap. C6 thé ding lo McCartney
¢6 ndp nhuya, tuy nhién cht y dé khong 1am d6 lo vi dau cd thé chay ra ngoai. Ky
thuat nay don gian, khong doi hoi dung cu va hoa chat dt tién. Phuong phap nay c6
thé bao quan mau tir 2 - 40 nam, tuy nhién 1y twong nhét 13 nén cay truyén sang lo
moi 5 ndm 1 lan.
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6.2.3 Bdo quan trong nuéc vé trung

Cit céc mleng agar tai dinh ctia cac tan nAm phat trién sau 1 tuan nudi cay roi dit vao
nuée cat vo trung trong lo Wheaton 5 ml hodc lo McCartney 20 ml. Nap duoc vin
chat va han bang nhwra hodc boc nilon siéu mong. Bao quan lo mau ¢ nhiét d6 phong.
Phuong phap ndy c6 thé bao quan miu trong vai nam, dic biét phit hop véi bao quan
Pythium spp. va Phytophthora spp. Phuong phap nay ciing c6 thé ap dung dbi véi vi
khudn. Dung que cdy vi khuan v trung iy cac khuan lac moc sau 24-48 gio dat vao
nudc cat vo trung.

6.2.4 Bio quan dong kho

Co ché cua phuong phap nay 1a loai bo ham luong nudc trong mau vi sinh vét bang
cach giam ap sut O trang thai dong bang, qua trinh nay dugc goi 1a thang hoa. Thang
hoa xay ra khi mot dung dich dong bang chuyén hoa truc tiép sang trang thai khi, bo
qua trang thai long.

Mau vi sinh vat sau khi dong kho6 duoc han lai va bao quan trong cac 6ng hoéc lo
thuy tinh nho. Cac ndm san sinh nhiéu bao tir 1a cac nhom phu hop nhét véi phuong
phap bao quan nay. Phuong phap nay cling rat thich hop vé6i vi khuan. Mau vi sinh
vat van c6 thé song sot sau 10 nim hodc hon. Tuy nhién thiét bi lam dong kho6 kha
dat va viéc duy tri bao quan bang phuong phap nay ciing kha tén kém. Poi ngii can
bd ciing yéu cdu phai ¢ kinh nghiém dé chuan bi miu va van hanh hé thong 1am
dong kho. Mot trong nhitng wu diém cua phuong phap nay 1a mau nim duoc dong
kho khong can bao quan lanh ma c¢6 thé bao quan & nhiét do phong.

Sau khi lam dong kho, lay mot 6ng thuy tinh tir mdi miu vi sinh vat mo ra va cay
truyen dé kiém tra kha ning song sot va do thuan vi khong phai tat ca cac loai déu
song sot qua qua trinh nay. Nhiéu ndm bao quan dong khé co thé duoc phuc héi bang
cach cdy mot mau mau nam kho 1én mot dia moi trudng agar moi. Vi khuan va nam
men bao quan déng kho can phai c¢6 thoi gian lam am lai trong nudc cit vo tring
(khoang 30 phut) trudc khi cdy 1én méi truong agar.

6.2.5 Bio quan trong dat

Pat duge rdy min, dd vao ' cac lo McCartney 20 ml va séy ti¢t trung b?mg nhiét
(hodc hép 2 1an & 121°C trong 15 phut). Dung dich bao tir dwoc db vao dit vo trung
va gilr ¢ 20-25°C trong khoang 5-10 ngay. Sau d6 giwr mau vi sinh vat trong ti lanh.
Mau vi sinh vat co thé séng sot trong dat trong khoang thoi gian kha dai. Céy lai vi
sinh vét bang cach dung dao ciy vo trung ldy mot it dat cdy 1én moi trudong thich
hop. Phuong phéap nay c6 thé sir dung dé bao quan Fusarium spp., vi sau mot thoi
gian trong méi trudng agar Fusarium thuong bi bién doi.

6.2.6 Bao quan bang silica gel

Tao dung dich bao tir ndm va té bao vi khuén tir sita khong béo 5% (w/v) sau d6 d6
dung dich ndm hodc vi khuan 1én silica gel vo tring dd dé ngudi. Dung 6-22 ludi
silica gel tinh loc khong chi thi d6 vao % lo thuy tinh c6 nip van va tiét tring trong ti
sdy. Lam kho silica gel ¢ nhiét d6 phong cho dén khi cac hat tinh thé tach roi nhau
sau 14 ngdy. Vin chit nip va giit lo trong tu lanh phia trén silica gel chi dinh voi
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nhiét do khoang 4- 6°C. Khi can cdy lai, dat mot vai tinh thé silica 1én méi trudong
phu hop. Phuong phap nay cé thé duy tri sy sdng cua vi sinh vat to1 11 nam tuy
thudc tung loai. Phwong phap nay phu hop cho cac vi sinh vét song sot trong moi
truong bao quan dong kho, bao gdom ca cac dang soi ndm san sinh ra thé hach hodc
cac hau bao tu.

6.2.7 Bao quan trén gidy thim

bat mot miéng g1ay thAm Ién 1 dia Petri va thAm udt mleng gidy bang vai giot nude
cat da tiét trang. Cat cic mau agar tir moi truong nam thuan dat 1én trén miéng gidy,
sau do dat dia Petri vao tu dinh 6n ¢ 25°C cho dén khi nidm phat trién bao phu toan
bd miéng gidy thim. Khi miéng glay tham da kho hoan toan (khoang 2-4 tuan dé
trong tu dinh 6n), dung kéo vo trung cit miéng gidy thanh timg mau roi e vao cac lo
dung mau nho, c6 nap. Bao quan mau trong tu lanh 4°C. Khi muén céy lai mau gap
1-2 mau gidy loc cdy 1én méi truong PDA. Sau 2 — 4 ngiy c6 thé nhin thdy nim phat
trién. Phuong phéap nay thuong ap dung dé bao quan cac loai Fusarium.

6.2.8 Bdo quain lanh siau

Bao quan vi sinh vat trong ti lanh sdu & nhiét d6 thap tir -20°C téi —85°C (bao quan
lanh sau) 1a phuong phép bao quan wu viét d6i voi hau hét loai ndm, vi khuan va
virus. Mot trong cac hé théng bao quan lanh phd bién nhit va don gian nhét d6i véi
nam va vi khuén 13 viéc sir dung cac hat gém rd (cryobeads) dat vao dung dich chat
long bao quan lanh, nhu glycerol, trong cac lo nhya nho. Sau khi cay lai, ding pipet
v0 trung hut bot cac dung dich thira r6i dat lo dung mau vao tu lanh sau. Khi mudn
ciy lai vi sinh vat, chi can lay mot trong cac hat gbm va ciy 1én mdi truong long
hodc quét 1én bé mit ciia mdi truong ran thich hop.

6.2.9 Bio quan bing nito 16ng

Béo quan vi sinh vét ¢ nhiét do cuc thap tir —190°C dén -196°C trong hodc trén nito
long (cing la mot dang cua bao quan lanh sau) la phuong phap bao quan t6t nhat d6i
v6i hau hét cac loai ndm va vi khuan. Xir Iy mau vi sinh vat phéan lap, dich mo hoic
dich bao tir vi sinh vat bang chat bao quan lanh, vi du nhu glycerol 10% (tron lan voil
dung dich chat giau dinh dudng néu xir Iy vi khuan), truéc khi chuyén sang dng vo
tring va lam lanh t6i nhiét do cuc thap trong giai doan bay hoi nito 16ng. Toc do lam
lanh c6 ¥ nghia rat quan trong trong toan bo qué trinh, vi sinh vat dat ty 18 séng sot
cao nhat khi qué trinh lam lanh dién ra cham. O nhiét do cuc thép, qua trinh trao doi
chat bi trc ché, néu vi sinh vat sdng sot sau budc lam lanh dau tién thi mau c6 thé
dugc luu gitr v6 thoi han bang cach nay. Phuong phap nay doi hoi phai c6 trang thiét
bi dat tién va nguon nito long san co. o1 ngli can b lam vi€e ndy cling can phai c6
kinh nghiém dé duy tri cac diéu kién t6i wu cho cong tic bao quan mau vi sinh vat.
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7 GIAM DINH VI SINH VAT GAY HAI

Nhiéu loai vi sinh vat gy hai khong c6 khoa phan loai san c6. Hon nita, cac tai liéu
tham khao vé vi sinh vat hai lai rat nhidu va phirc tap dén ndi chi cé cac chuyén gia
vé bénh cdy mdi c6 thé tiép can thuong xuyén duoc voi cac thong tin vé phan loai
hoc ctia cac nhom vi sinh vat hai nhét dinh. Tuy nhién, cong tac giam dinh cling bot
kho khin hon néu chung ta 1am quen véi cac khoéa phan loai, tai liéu tham khao va
phuong phép kiém tra mau bénh.

71 NAM

Nam 1a cac vi sinh vat nho da bao, thuong c6 dang soi va mang bao tir. Nam khong
c6 diép luc, thanh té bao chira kitin hodc cellulo hodc ca kitin va cellulo. Tan nim la
thé sinh dudng cua nam bao gom mdt tap hop nhiu soi nim sinh truéng tao thanh.
Su phat trién ctia cta hé soi nAm xay ra ¢ cac dinh cia cac soi nam.

Nam sinh san béng bao tir. Bao tir 13 cac thé sinh san dic biét bao gém mot hoac vai
té bao. Bao tir ¢ thé dugc san sinh vo tinh hodc hitu tinh. PSi véi cac nhom ndm
nguyén thity, bao tir vo tinh dugc sinh ra trong cac ti goi 13 boc bao tir. Mot sd bao
tir trong nhom nay c6 thé chuyén dong va duoc goi 1a du dong bao tir. Cac nhém ndm
khac san sinh ra cac bao tir vo tinh goi 1a bao tir phan sinh (conidia) tir cac sgi ndm
dic biét goi 1a canh bao tir phan sinh. O mot sé nhom nidm, bao tir vo tinh (conidia)
duoc san sinh bén trong cac cdu triic c¢6 vach day goi 13 qua canh.

Hau hét cac nhdm ndm déu co giai doan sinh san hitu tinh. Trong mot sb truong hop,
hai té bao (giao tir) hoa nhdp vao nhau dé san sinh ra hop tir goi 1a bao tir tiép hop
(zygospore). Trong mot s truong hop khac, hop tor dugc goi la nodn bao tur
(oospore). D6i voi 16p nam tii, bao tir hitu tinh dwoc san sinh ra trong té bao hop tir
goi la thi bao tir (ascus). Bao tir bén trong tai bao tir goi la bao tir tiii (ascospore). Pbi
v6i 16p ndm dam, té bao hop tir duoc goi 1a dam (basidium) va bao tir trong dam
duoc goi la bao tir ddm (basidiospore).

Khoang hon 250.000 loai nim c6 kha ning gay bénh cho cdy. Hau hét tit ca nAm gy
bénh cay déu song mdt phan vong doi trén cay ky chu va mdt phan vong doi trong
dat hoac tan du thuc vat.

Céc vi sinh vat truyén théng duoc cac nha ndm hoc nghién ctru déu thudc nhom Nam
(Fungi) nhung mét s6 thuéc nhom Bong vat nguyén sinh (Protozoa) va Chromista.
Protozoa bao gdm ci cac loai gdy moc, nhdt. Chromista bao gém 16p nam tring
Oomycetes trong d6 co ca nim suwong mai, Pythium va Phytophthora. C6 4 16p nam
chinh: Zygomycota, Chytridiomycota, Ascomycota and Basidiomycota.

Bénh do nidm gay ra thuong co thé nhan dang tir bo phan bi bénh va dang triéu
chimg. Céac bénh phd bién thuong gip 1a chét cay con, théi ré, héo, swong mai, phan
trang, ddm 14, chay 14, gi sat, than den, than thu, u sung, chét canh va cac bénh sau
thu hoach (xem Béang 1).
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7.1.1 NAm giy bénh trén ré

Nam xam nhiém bo ré thuc vat lam can tré qué trinh hit nudc va trao doi dinh
dudng, két qua la 1am cho cay bi coi coc, héo va 1a bi vang. Céc 1& con non rat d& bi
nhiém nim bénh va cac vét thuong co gii ¢ phan ré trong qué trinh tréng, canh tac
thudng gép phan 1am bénh trim trong thém. Tuong tu, néu dat nghéo dinh dudng (P
hoic K), mudi va pH khong cén bang ciing c6 thé lam giam tinh dé khang cua ciy
ddi voi cac bénh vé ré.

Céc bénh thdi 1& thuong rat kho chan doan vi nguyén nhéan c6 thé do ca mot phirc
hop cac loai ndm, vi du nhu Fusarium, Pythium, Macrophomina cing voi tuyén
trung hodc mot chudi nim cung gy hai. Phytophthora va Pythium thuong phd bién
nhat trong cac khu vuc dat udt. Rhizoctonia va Fusarium thi lai c6 mat cha yéu trong
diéu kién 4m hon va trong dat voi ham lwong chét hiru co cao.

Mic du Fusarium va Phytophthora c6 thé giy bénh r& & mot sb cay than g, da sd
cac bénh thoi ré clia cac cdy than g0 lai c6 nguyén nhan tir viéc pha hiy hé thong
cellulo cua 16p nam Basidiomycetes nhu Armillaria, Ganoderma, Rigidoporus va
Phellinus. Mudn tim hiéu thém thong tin vé cac bénh do Phytophthora gy ra can
tham khao thém tai liéu cia Erwin and Ribeiro (1996).

7.1.2 Nam giy bénh trén than

Héo bo mach

Cac vi sinh vat hai gdy héo thuong xdm nhiém han ché trong hé thong mach din
(mach gd). Triéu chung thuong gip 13 cdy bénh mét stc cuong, 14 héo, bién mau
(vang 14), trong trudong hop bénh nang thi cay d6 va chét. Chi sau khi cay bénh chet
thi nAm méi di chuyén sang cac mé khac ciia cdy va san sinh bao tir. Bon chi ndm
thuong gay bénh héo 1a Fusarium, Verticillium, Ceratocystis and Ophiostoma. Tham
khao thém thong tin vé Ceratocystis va Ophiostoma trong tai liéu cua Wingfield va
cong su (1999).

Fusarium xAm nhiém hé mach dan va gay héo nhiéu loai rau, hoa, qua, cic cay trong
liy soi. Hau hét cac loai gdy héo nam trong nhom Fusarium oxysporum complex.
Nhom Fusarium oxysporum complex co rat nhiéu dang chuyén hoa (forma specialis,
f. sp.) khac nhau, moi dang gy hai trén mot nhom ky chu nhit dinh va thuong bao
g6m rat nhiéu chung c6 kha ning giy bénh. Dé tham khao thém thong tin vé cac k¥
thudt trong nghién ctru Fusarium xem Burgess va cong su (1994).

Loét

Cac vét loét trén nhitng cdy than thao thuong do ndm giy ra nhu Colletotrichum va
Phomopsis, cic chi ndm nay ciing gay hai trén ca 1a va qua. Rhizoctonia solani va
Corticium rolfsii 1a cac tac nhan quan trong gay cac vét loét & phan gbe cay than
thao, dic biét trén dau d6. Thong thudong co thé nhin thiy cac soi nam trén bé mat
cay bénh. Phytophthora va Fusarium thudng giy hai trén cdy than gd mac du triéu
chung bén ngoai rat kho phat hién.

U sung
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U sung 1a triéu chimg phat trién khong binh thudng vé kich thudce hodc sung 1én cua
cac mo thuc vat do tdc dong kich thich cua con trung, vi khuan, virus va nam gay
bénh vi du nhu Exobasidium va Synchytrium.

Chéi rong

Triéu chimg tao thanh do sy phat trién khong binh thuong ciia rit nhidu ngon va ré
ciy tao thanh cac bui nhu chdi rong. Vi du, nAm Crinipellis pernicosa giy bénh choi
rong trén ca cao.

Bénh ndm hong

Nam dam Corticium salmonicolor tao ra cac 16p vay mau hong trén canh ngon va
canh nhéanh cta rat nhiéu thuc vat than g5 nhi¢t d61 va ban nhiét doi, gy ra bénh
mbc hong. Nam xam nhap vao vo cdy va phan gd 1am chét canh ngon, canh nhanh va
lam 14 cay co lai.

7.1.3 Nam giy bénh trén la

Tri€u chiing trén 14 co tam quan trong dac biét vdi viée chan doan bénh cay. Mot sb
triéu chimg trén 14 do vi sinh vat hoai sinh gy ra, mot s khac do ndm bénh ky sinh
chuyén tinh gay ra. Triéu chimg phd bién trén 14 thuong do nhiéu nim bénh gay ra
nhung céc triéu chimg dién hinh thudng do mot nhom vi sinh vat chuyén héa gy ra.

Trén 14, rat nhi€u vi sinh vat c¢6 theé gy cac vét dom va cdc mun hoai tir voi cac hinh
dang khac nhau. Cac déc tinh thuan lgi cho viéc chan doan 1a su c6 mat cua cau tric
qua thé nam, tudi 14 va kich c& cua vét bénh.

Pém 14 thudng duoc gidi han trong mot pham vi nho cta cac md bi hoai tir. Trong
mot sb truong hop, mé bénh khong chét ma chi bién mau do sy c6 mit cia tic nhan
gdy bénh. Rat nhiéu ndm bénh (va con trung hai) c6 thé gay triéu chimg ddm la.
Xung quanh vét ddm 14 co thé c6 cac quang mau vang.

Pbm vong 1a tridu ching két hop cua rat nhiéu vong tron dong tim biéu hién bang
cac vién tron mau dam hodc nhat; ddm goc canh do bi giéi han boi gan 1a va ddm
mat cua thuong c6 hinh gan gidng hat ddu véi mot chdm dédm ¢ giita. Pém thung 1a
tir ding dé mo ta bénh d6m 14 trong trudng hop phan hoai tir & giita bi rung ra khoi
1a. Hién tuong nay 13 nguyén nhan cua phan tng bao vé tir cdy chil nham han ché su
lay lan cta bénh.

Than thu

Tri€u ching ctia bénh than thu 1a viéc hinh thanh céc vét ddm hoai t&r mau dam, 1dm
xudng, duong vién vét bénh c6 thé ndi gd 1én. Trong nhiéu truong hop, c6 thé nhin
théy dia canh bao tir ndm (acervular conidiomata) tip trung thanh timg vong tron trén
vét bénh. Triéu ching thuong tép trung trén 14, than va qua. Khi bénh nang c6 thé
gdy ra tridu chimg chét canh ngon va canh nhanh. Nhiéu nha bénh cay thudng st
dung tir “than thu” dé chi cac bénh (khong phai tat ca) do Colletotrichum gay ra.

Gi trang
Gi tréng thugc by Peronosporales. Triéu ching thé hién dién hinh boi sy xuét hién

cac chuoi boc bao tir san sinh ra tir cac tui bao tir dudi bicu bi 1a. Tri¢u chung ban
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dau 1a cac ddm nho phéng rop 1én dudi biéu bi. C6 thé phat hién bao tr trimg trong
mo la. Vi du: gi trang trén cai bap do A/bugo candida gay ra.

Tan lui

Thuat ngit “tan lui” dung dé mo ta hién tuong 14, hoa, ngon, qua, tham chi toan bo
cdy bénh co lai rt nhanh va chét. Cac md cdy con non thuong bi pha hity trude. Hién
tugng tan lui do nhiéu ndm bénh giy ra bao gdm Colletotrichum gloeosporioides (tan
lui hoa xoai) va Phytophthora colocasiae (tan lui 14 khoai s9).

Bong

Triéu ching bong 14 1a hién twong xuat hién cac vét bénh trén 1a giébng nhu bi doi
nudc nong. Vét bénh thuong bi mat mau, mot phﬁn vét bénh c6 miu sang duc.
Thuong triéu ching nay khong di kém véi hién tugng Ga vang. Vi du: bénh bong 14
lba (Gerlachia oryzae) va bong lua mach (Rhynchosporium secalis).

Chay la

Chéy 14 13 hién tugng tao thanh cdc mang hoai sinh mau nhat trén 14 do ndm va vi
khudn gay ra. Ngoai nguyén nhan do vi sinh vat hai, triéu ching tuong tu c6 thé do
diéu kién thoi tiét khong thuan loi, cdy bi e ché hoidc do con trung giy ra. Vi du:
bénh dao 6n trén lua va mot s6 loai hoa thao do Pyricularia oryzae gay ra.

Seo

Seo 1a triéu chimg cac vét bénh roi rac, gd ghé, 16i 1dm trén bé mit 14 bénh. Triéu
ching duoc tao thanh do hién twong day 1én mot cach khong binh thudng cia tang
mo ngoai, co thé xuat hién vét bénh trén bé mit 16p ban (lie). Nguyén nhan gay bénh
seo thuong la cac chi nam Elsinoé, Fusicladium, Sphaceloma, Venturia va
Cladosporium. Seo ciing c6 thé xuat hién trén qua va than.

Suong mai

Do nam thudc b Sclerosporales (cac lodi giy bénh trén cd) va Peronosporales (cac
loai gy bénh trén cdy hai 1a mam). Hau hét cac loai nam di chuyén xam nhiém cay
ky chi théng qua nudc bé mat. Bénh suong mai c¢6 thé pha huy hoan toan cy trong
trong diéu kién do 4m cao. Vi du: bénh swong mai ké do Sclerospora graminicola
gdy ra. Triéu chimg xut hién nhu hoa trang & mat dudi 14 bénh. Co thé phan biét cac
chi ndm gay bénh khac nhau thong qua hinh dang canh bao tir phan sinh. Tham khao
thém vé bénh suong mai trong tai liéu ctia Spencer (1981).

Phdn tring
Nam gdy bénh phéan tring 1a ndm ky sinh bat budc thudc ho Erysiphaceae, vi du
Blumeria graminis gy bénh phan tring trén ngii cbc va co. Triéu ching bénh phan
tréng dugc thé hién boi su xuét hién cia hé soi nam mau tring va cac bao tir trong
giong bot trang trén bé mat 1a. C6 thé xuat hién nhiéu cac qua the ti nho hinh cau
phat trién trén bé mit 14. Voi hat ky sinh duoc hinh thanh trong té bao biéu bi; canh
bao tir phan sinh duoc hinh thanh tir nhanh soi nAm va bao tir khong vach ngan dugc
san sinh ra & dang chudi phat trién tir ngon dén gdc. Nhiéu loai ndm phan tring bao
gdm cac dang chuyén hoa (f. sp.) khac nhau ky sinh chuyén tinh trén cac loai ky chii
khac nhau. Nam phén tring thich nghi v6i diéu kién khi hau kho, thyuc té day 1a nhom
nam ky sinh thyc vat duy nhat ma bao tir c6 kha ning nay mam dugc trong diéu kién
khong c6 nuée ty do. Co thé doc thém vé bénh phan trang trong tai liéu ctia Braun
(1987).
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Mugi den

Mudi den do cac loai trong b Capnodiales va Chactothyriales gy ra. Chung tao
thanh cac 16p mudi den trén bé mat 14 va than twoi do _phat trién trén cac chat tiét ra
tir con trang. Mudi den thuong c6 mét cung voi sy xuat hién ctia con tring hut nhya
cay nhu rép. Mudi den lam giam dang ké kha ning quang hop, giam kha nang phat
trién va giam ning suét cta cay. C6 thé tham khao thém thong tin vé mudi den trong
Hughes (1976).

Mudi den Meliolales

Nam mudi den thudc bd Meliolales thuong d& nham 1an véi mudi den trong 2 bd
Capnodiales va Chaetothyriales. Day 1a bénh trén 14 pho bién ¢ cac rimg mua nhiét
d6i, chii yéu 1am mét tinh thim my cua cay. Pic diém cia triéu ching 13 cac sgi ndm
véi cac tai bao tir va bao tir tai mau t6i ndi 1én trén bé mit biéu bi. Tham khao thém
thong tin vé b Meliolales trong Hansford (1961) va Hansford (1963).

7.1.4 Nam giy bénh trén qua va hat

Mot s vi sinh vat hai phé bién thudng 13 nguyén nhan cua bénh thdi qua. Mot trong
s6 nhing loai phd bién nhét 1a Colletotrichum gloeosporioides (giai doan hiru tinh
Glomerella cingulata) gy than thu trén qua. Vét bénh thudng bi nit sau mot thoi
gian. Céc loai Phytophthora ciing gdy bénh thdi trén nhiéu loai qua, ca cao va dira la
nhimg vi du dién hinh. Phomopsis va Fusicoccum cling gay ra triéu ching thdi cudng
nhiéu loai qué cta ciy nhiét déi.

Qua dac biét rat d& bi nhim cac bénh sau thu hoach. Cac bénh nay phat trién trong
qua trinh dong goi, bao quan va vén chuyén. Vi sinh vat gdy hai trén qua sau thu
hoach thuong c6 mat trén dong rung tur trude nhung khong biéu hién triéu chimg.
Bénh c6 the tiép tuc phat trién ngay ca trong diéu kién bao quan lanh va triéu ching
c6 thé xuat hién bat ci lic nao trong qua trinh bao quan va van chuyén sau thu
hoach, dic biét khi gap diéu kién méi truong thich hop. Vi du mot sé bénh sau thu
hoach: Thdi (Rhizopus stolonifer), mdc xanh (Penicillium expansum), mbc xam
(Botrytis cinerea), thoi den qua (Aspergillus spp.) thdi cudng (Phomopsis spp. va
Fusicoccum spp.). Tham khao thém thong tin vé bénh sau thu hoach do nim giy ra
trong tai liéu cua Pitt va Hocking (1999).

Ndm cua (Ergots)

Nguyén nhan cia bénh nam cua la do nim thudc bd Clavicipitales, bénh thuong xay
ra trén c6 va hau hét cac ciy ngii cdec. Bao tir phan sinh giai doan Sphacelia ctia ndam
cwa xam nhiém vao nhuy hoa. Bao tir c6 trong mat hoa ciy ky chii (tao thanh tir phan
mg cua ky chu trude sy xam nhiém cta ndm) duoc phat tan di khap noi nhd con
trung. Hach ndm chura alkaloids doc lan tap trong hat ngil cde ¢o hai cho sirc khoe
ngudi va dong vat néu in phai. Dé biét thém thong tin vé nam Clavicipitalean doc tai
liéu cua White va cong su (2003).

7.1.5 Nam gi sat

Nam gdy bénh gi sat thudc bo Uredinales. Triéu ching dugc thé hién bfmg su xuat
hién cac mun bot trén 14 va than. Bao tor c¢6 thé mau vang, da cam hodc nau trong
giong nhu gi sat. Vi du: gi sat ngd Puccinia polysora, gi sat lGa mién Puccinia
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purpurea va gi sat dau twong Phakopsora pachyrhizi. Poc thém thong tin vé nim gi
sat trong tai liéu cia Cummins va Hiratsuka (2003).

Néam gi sit 1a nhom vi sinh vat gay bénh cdy co tam quan trong dic biét vé kinh té.
Hon 7.000 loai thudc 160 chi da duge mo ta, trong d6 chiém sé lugng nhiéu nhat 13
chi Puccinia. It nhit 30 chi ciia ndm gi sit chi c6 mot loai dai dién (don chi don loai).
NAam gi sit c¢6 thé c6 t6i 5 giai doan bao tir trong mot vong doi. Cac giai doan bao tir
dugc ky hiéu bang cac chir s6 La ma:

0] Don bao tir (Spermatia) - san sinh ra tir ti don bao (spermogonia).

Bao tir xuan (Aecidiospores) - san sinh ra tir ti bao tir xuan (aecidia).

11 Bao tir ha (Urediniospores) - san sinh ra tir cum bao tir ha (uredinia).
I Bao tir dong (Teliospores) - san sinh ra tir cum bao tir dong (telia).
v Bao tur ddm (Basidiospores) - san sinh ra tir ddm (basidium) do bao tir

d6ng nay mam tao thanh.

NAam gi sat san sinh du 5 giai doan bao tir goi 1a ndm gi st c¢6 chu trinh 16n. Nhiéu
nam gi sit khong c6 kha ning san sinh ra mot hodc vai giai doan bao tir, vi du ndm gi
sat ¢6 chu trinh nho chi san sinh ra giai doan bao tir Il va IV. Nhiéu nim gi sit c6 2
ky chu khong lién quan trong V(‘)ng doi, san sinh ra giai doan bao tu II, III va IV trén
ky chu chinh va san sinh ra giai doan bao tir O va I trén ky chu trung gian. Ném gi
sat ¢6 2 ky chu khong lién quan trong vong doi goi 1a di chi. Nam gi sit ¢ duy nhat
mdt ky chu trong vong doi goi 1a don chu.

Sau day la vong doi cia mdt nam gi sat di chu c6 chu trinh 16n:

l.

Bao tir dam nay mam x4m nhiém trén 14 cay ky chi.

Tai don bao tr (Spermogonia) dugc hinh thanh tir 14, gidi phong ra cac don
bao tir nho (spermatia) dudi dang giot nhéd va duogc phat tan boi con trung. Tur
mot tai don bao tir s& sinh ra soi ndm thi sinh c6 kha nang tiép nhan (thu
tinh) mt don bao tir khac gidi.

T1i bao tr xuan va bao tur xuan dugc san sinh ra va phat tdin nho gi6é hodc con
tring. Bao tir xuan chi c6 thé xdm nhiém ky chii trung gian.

Sau khi xAm nhiém vao ky chu, soi nam hinh thanh cum bao t ha va bao tir
ha duédi dang tirng dam bui nho c6 mau da cam hodc nau. Bao tir ha phat tan
nho gio. Trong mot mua vu cay tréng, nhiéu thé hé bao tir ha co thé tiép tuc
x4m nhiém trén cung mot ky chi.

Cum bao tr dong cung voi bao tir dong duge hinh vao cudi vu sinh truong
cua cay ky chu. Trong mét s6 trudng hop, bao tir dong va bao tir ha c6 thé
sinh ra tir ciing mot 6 bao tir. Bao tr dong c6 chirc nang ngu nghi. Mdi té bao
cua bao tir dong c6 kha nang hinh thanh 1 dam vai 3 vach ngan, tir d6 bao tu
dam duoc san sinh ra trén cac cudng bao tir. Bao tir dam dugc phat tan nho
gio.
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Khi kiém tra mau bénh gi sat, can chu y céc chi tiét sau:

> Cum bao tir ha (Uredinia) va cum bao tir dong (telia) - xudt hién ¢ mat
nao cua 14 (hoac bo phan khac cuia cay);

> Bao tir ha (Urediniospores) — hinh dang va cach biéu hién triéu chimg trén
bé mat cay bénh;

> Soi nidm v tinh (Paraphyses) — néu xuét hién c6 hinh dang va kich c&
nhu thé nao;

» Lo mam (Germ pores) - sO lugng va vi tri trén bao tur ha;

> Bao tir d6ng — hinh dang, s6 luong vach ngan, c6 cudng hay khong.
7.1.6 Nam than den

Bénh than den do ndm than den thudc 16p Ustilaginomycetes gdy ra. Triéu ching
dién hinh cta bénh la sy xuat hién cua cac khoi bao tir nhu bt den. Cac 6 bao tir xuat
hién trong hodc trén ré, than, 14, hoa, bao phan va nhuy.

Nam than den 1 vi sinh vat hai quan trong trén cdy trong va cdy canh. C6 khoang 90
chi ndm than den bao gém 2000 loai khac nhau. Sy phan loai cua nam than den ciing
trai qua nhiéu thay (‘101 trong nhitng nam gan day dya trén nhitng nghién ctru ¢ mirc
do phan tr va siéu cau tric (sy phan loai trude day thuong phu thude chu yéu vao
phuong thirc ndy mam cua bao tir). Tham khao thém Véanky (2002).

Pic diém d& nhan biét nhat ctia ndm than den 1a sy hinh thanh céc dam bao tir tir cac
6 bao tir & cac bo phan nhat dinh ctia cdy. Khac véi bao tr dong cta nim gi sat, bao
tir teliospore ctia ndm than den khong co cudng (pedicellate). Bao tir ndm gi sat
thuong dugc phat tdn nho gio.

Bao tu teliospores nay mam va san sinh ra bao tir dam basidiospores (sporidia) phat
trién gidng nhu cdc tan nam men trén moi truong nu6i cdy. Trong tw nhién, hai bao
tor dam nay mam tiép hop véi nhau dé hinh thanh soi nAm xam nhiém. Thong thuong
nam chi ¢6 thé xAm nhiém vao nhitng by phan nhét dinh cta cay ky chu, vi du: nhuy
hoac hoa.

Nhiing thay d6i gan day trong hé thong phan loai nim than den di din dén sy thay
do6i tén cda nhiéu loai ndm than den. Sau day 1a mdt sO vi du:

» Sporisorium dugc dung gidi han cho nhém Hoa thao, bao g6m nhiéu loai
nam gi sat trude day thudc vé cac chi khac, vi du: Sphacelotheca va
Sorosporium;

» Sphacelotheca duge dung gi6i han cho ky chu trong ho Polygonaceae,
nay duoc phan vao nhém Urediniomycetes (nhom chira nim gi sit);

» Sorosporium dugc dung giéi han cho hoa cia ky chu thudc ho
Caryophyllaceae;
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» Ustilago dugc dung gidi han cho cé trong khi’phén lon cac loai nam than
den giy hai trén cac cay ky chu khac (chu yéu cay 2 14 mam) thudc chi
Microbotryum trong nhém Urediniomycetes.

Khi kiém tra mau bénh than den, can chu y céc chi tiét sau:

> BO phan ciy ky chii bi nhiém bénh;

Y

Mo céay bi phinh to;

» Su c6 mat cua cac boc bao tir (spore balls) va cac bao tr roi (loose
spores);

> Hinh dang, kich thudc bao tir va cach biéu hién triéu ching trén bé mat;

Y

Su c6 mdt hodc vang mat cua céc t€ bao vo tinh trong ddm bao ti;

» Su c6 mat hoac vang mat cua cac cuong va vo boc bao tir trong cac 6 bao
tur.

7.2 VI KHUAN

Vi khuén 1a vi sinh vat nguyén sinh don bao, khong c6 diép luc va co kha nang sinh
san rat nhanh. Vi khuan c6 mit & moi noi va rat da dang vé sinh 1y, chiung c6 thé sinh
song & rat nhiéu hé sinh thai rong lon. Bénh cay do vi khuan géy ra cing xudt hién &
moi noi trén thé gidi. Vi khuan thich hop véi diéu kién song 4m va am nén chiing dac
biét gy hai nhiéu & cac khu vuc nhiét déi, ban nhiét d6i va 6n déi Am.

Hau hét cac vi khuan c6 thé séng sot trong tan du cdy trong, trong dat hodc trén hat
cta cdy ky chu. Vi khuin xdm nhiém thong qua cac vét thuong co gidi hodc cac 16
hé ty nhién vi du nhu khi khong va bi khong CAc hat giong va cdy con bi nhiém vi
khuan nude, coén tring va may moc trén dong rudng la cic tac nhan cho sy lan
truyén cua vi khuan.

Khong c6 mot hé thdng phan loai chinh thirc ndo danh cho vi khuan nhung tit ca cac
tén cua vi khuan déu dugc quy dinh. Khoa dinh danh vi khuan Quéc té International
Code of Nomenclature of Bacteria (Bacteriological Code) c6 cac quy tac chi rd cach
st dung tén vi khuan. Nam 1975, Bacteriological Code (ban sira d6i nim 1975) dua
ra cac khai niém vé viéc dung tén vi khuén trong xuat ban. Su ra doi cua bai bao vé
danh muc tén vi khuan dwoc cong nhan - Approved Lists of Bacterial Names
(International Journal of Systematic Bacteriology, 1980, 30, 225-420) da dat nén
mong ban dau cho viéc dinh danh vi khuan. Khoa dinh danh vi khuan Quéc té -
International Code of Nomenclature of Bacteria (ban sira d6i nim 1990) 1a nén tang
co so cho hé thong dinh danh vi khuan. Tén ctia mot don vi phan loai ¢ hiéu luc khi
dugc xudt ban (cong bd), vi vay né ciing ¢ chd dung trong hé thong dinh danh néu
dap ing mat trong cac ti€u chi sau:

> Tén vi khuan dugc trich dan trong Danh muyc tén vi khuan di duoc cong
nhén (Approved Lists of Bacterial Names);

> Tén vi khuan dugc xuit ban trong céc bai bao ctua Tap chi Qudc té vé
phan loai hoc vi khuan International Journal of Systematic Bacteriology
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(IJSB) hoac Tap chi Quéc té vé tién hoa va phan loai vi sinh vat hoc
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology
(IJSEM) va dap g cac yéu cau do khéa dinh danh vi khuan dé ra. Ké tir
thang 8 nam 2002, IJSEM quy dinh rang tat ca cac tac gia ctia loai méi,
ching méi déu phai ching minh ring miu vi khuan chuan (ban dau) da
duogc giri dén it nhat hai phong miu vi sinh vat hai co tén tudi ¢ hai nudc
khéc nhau;

» Tén vi khuén chi ¢6 hiéu lyc xuét ban khi duoc cong bd trong danh muc
vi khuan dugc céng nhan. Danh muc vi khuan duoc cong nhan 13 danh
muc céc tén vi khuan duge xuit ban trong tap chi IJSB hodc IJSEM hodc
dugc xuat ban & noi khac nhung duoc cac tap chi nay cong nhan.

Danh muc tén vi khuan da dugc xac nhan (Approved Lists of Bacterial Names) bao
g@)m 2.212 tén chi, loai hodc phan loai va 124 tén cua cac don vi phan loai cao hon.
Cung véi viée ap dung cac phuong phéap hién dai trong phan loai vi khuan, dén nam
2002 trong danh muc da c6 5.806 loai vi khuén trong 1094 chi dugc xac dinh, trong
d6 c6 132 loai vi khuan thudc 29 chi 1a c¢6 kha gy bénh cdy. Cac chi vi khuan hai
cay chu yéu 1a Agrobacterium, Clavibacter, Erwinia, Pseudomonas, Streptomyces,
Xanthomonas va Xylella. Co t6i vai trim vi khuan hai nam trong céc chi nay, trong
d6 c6 nhiéu bién thé gy hai chuyén tinh trén cac loai va chi ky chi nhat dinh. Vi du:
Pseudomonas syringae cb hon 40 bién thé khac nhau, Xanthomonas campestris c6
toi hon 123 bién thé.

Nhiéu vi khuan hai thuc vat c6 vong doi bao gdm 2 giai doan: giai doan ky sinh
ngoai cdy chu va giai doan ky sinh gay bénh. Nhiéu vi khuan hai khong truc tiép ky
sinh bén trong té bao ma dugc nhan 1én & khoang khong giita cac té bao ky chu. Vi
khuan xdm nhiém qua cac 16 hé tu nhién nhu khi khong, thuy khong va cic vét
thwong. Vi khuan qua qua trinh tién hoa c6 kha ning san sinh ra rat nhiéu doc t6
khac nhau ké ca cac enzym ngoai bao, hormone thyc vat va polysaccarit ngoai bao.

Pé chan doan duge vi khuan gdy hai thyc vat phai kiém tra céc triéu ching that can
than va xem x¢ét tat ca cac yéu to ' quan trong. Khi khong c6 dau hiéu cua con tring va
nam, néu thay dich chay ra tir vét cat trén mau bénh thi c6 thé két luan nguyén nhan
gdy bénh 1a do vi khuan.

Phuong phép pha lodng thudng dugc st dung dé phan 1ap vi khudn. Muyc dich cua
phuong phap nay 1a thu dugc cac khuén lac don, vi vy ma cé thé bao ddm mau vi
khuan thu dugc hoan toan thuan khiét, chi c6 mot loai duy nhét. St 'dung moi truong
nudi ciy thich hop va bé mit moi trudng phai kho réo trudce khi cay. Phai thu duoc
mau vi khudn thuan khiét trugce khi bét dau giam dinh vi néu vi khuan khf)ng thudn,
14n 16n céc loai v6i nhau thi moi ¢ gang giam dinh chi la v6 nghia. Nhiéu vi khuan
gdy bénh co thé duoc giam dinh ngay bang mot sé phuong phép thir don gian.

Nén kiém tra d6 thuan khiét ctia vi khudn phan 1ap trudc khi giam dinh. Thir do
thuan cia vi khuan bang cich pha loang dich bao tir trong nudc vo tring rdi ding
que cdy vach dich vi khuan 1én méi truong agar di dé kho bé mat. Kiém tra thuong
Xuyén trong vai ngdy xem cac khuén lac c6 hoan toan glong nhau hay khoéng. Cac
khuan lac khi khong phat trién cung nhau trong c6 thé gidng nhau _nhung khi phat
trién gan nhau thi lai c6 thé nhan rd sy khac nhau. Néu nghi ngd vé do thuan khiét
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ctia vi khuan sau khi kiém tra thi nén cdy truyén lai dén khi phan 1ap duoc vi khudn
thudn hoan toan. Khong bao gio' giam dinh trén miu vi khudn khong thuan khiét.

C6 thé dung dia vi khuan kiém tra d¢ thuan dé quan sat hinh thai khuan lac. Ghi chép
lai can than céc dic tinh hinh thai khuan lac nhu: hinh dang, kich thuédc, két cau, ddu
vét trén bé mat khuén lac, hinh thai diém khuan lac, d6 déng nhét, mau sic, do trong,
duc, ty 16 moc... Nén chu ¥ ca cac dau hiéu vé su thay d6i mau sic, tao thanh két tia
hodc két tinh trong mai truong.

Khoa phén loai ludng phan (Dichotomous keys) 1a mot trong nhiing khoa phén loai
ra doi sém nhat ap dung cho phén loai vi khuan. C6 thé vi viéc giam dinh vi khuan
nhu 13 qua trinh tién trién timg budc mot doc theo mot con duong phan nhanh ngoan
ngoéo. Mic du khoa phan loai khong duoc tin cdy trong linh vuc phéan loai vi khuan
n6i chung, chung van duoc cac nha giam dinh bénh cay néi riéng sir dung thanh cong
cho viéc giam dinh vi khuan gay bénh. Ciing can phai nhdn manh 1a khi sir dung
khoa phan loai phai hét stc can than. Ca qua trinh phén loai ddc biét 1a nhiing budc
thir ban ddu déu phai duogc tién hanh can than. Ngoai viéc str dung khoa phan loai, c6
thé sir dung cac phuong phap khac nhu phén tich axid béo, phan loai bang thé thuc
khuan, khang thé don clone, gen thir (probes) axit nucleic.

Cac dac tinh hinh thai ¢6 y nghia khong nhiéu d6i voi viéc phan loai vi khuan. Kich
thudc khuan lac, ti 16 moc, mau, két ciu va tinh phan quang khong cung cap du cac
thong tin can thiét dé giam dinh mot vi khudn. Vi vy, viéc giam dinh vi khuén phy
thudc rat nhleu vao chudi cac phuong phap thu khac nhau, thuong lién quan dén sy
c6 mit hodc ving mit cia mot s enzym nhét dinh.

7.3 PHYTOPLASMA

Phytoplasma, hay trudc ddy goi 14 vi sinh vét thé Mycoplasma, 1a cac vi sinh vt tién
nhan thudc 16p Mollicutes. Chung tuwong tu nhu vi khuan nhung khong c6 mang té
bao ctng va khong thé sdng tu do trong méi truong, cho dén nay phytoplasma chua
timg dugc nudi cdy trén moi trudng nhan tao. Phytoplasmas xdm nhap vao boé mach
libe cta cdy, hau hét duoc dwa vao thong qua méi gidi 13 con trung chich hut.
Phytoplasmas ky sinh bét budc va toan bd vong doi cua ching la ky sinh trén mé ky
chu. Chung gy bénh trén rat nhiéu cdy ky chu. Triéu chimg thuong gép 1a 1a blen
vang, cdy moc can cdi, tham chi chét kho, 14 nho, co thé xut hién triéu chimg giéng
choi rong, hoa 14, hoa xanh va hoa khong 16.

Cho t6i gan day, phuong phap chinh dé phan biét cic loai bénh phytoplasma 1 triéu
chung hoc, pham vi ky chu, vector chuyén tinh va quan sat 16p cit mo bénh dudi
kinh hién vi dién tir. Su phat trién ctia phuwong phap sinh hoc phan tir véi cac doan
DNA mbi sin c6 ciia doan gene 16S ribosomal RNA (rRNA) da ting cuong kha
nang phat hién va giam dinh phytoplasmas.

7.4 VIRUS VA VIROID

Virus 14 vi sinh vat cuc ky nho bé, ky sinh bat budc, chi c6 thé quan sat dugc dudi
kinh hién vi dién tu. Khong gidng nhu vi khuan va nim, virus khong c¢6 ciu tao té
bao ma chi bao gém cac vo protein hay con goi la capsid bao quanh axit nucleic
(RNA hodc DNA). Virus chi c6 thé nhan 1én trong té bao sdng cua ky cha dua vao
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tin hiéu ctia qua trinh di truyén tir cdy ky chu. Vat chét cia t& bao dugc hoan toan
chuyén huéng str dung cho viéc sinh san virus. Sy xdm nhiém cua virus lam suy yéu
cac chuc nang binh thuong cua cay ky chi vi du nhu chuc nang quang hop va sinh
trudng.

Con tring hat nhya cdy nhu rép va ve sau thuong 1a méi gidi truyén bénh virus. Cay
trong dugc nhan giong vo tinh cling 1a nguon lay lan virus. Virus c6 thé song sot
trong ky chu trung gian.

Viroid la cac phan t&r RNA c6 trong lugng rat nho bé, dang vong, khéng cé vo
protein bao boc. Chung xam nhiém té bao thuc vat, sao chép truc ti€p va gay
bénh. Viroid dudc lay lan truc ti€p qua cac bién phap cd gidi nhu bam ngon, tia
canh, qua hat giéng va cac bién phap nhan giéng vo tinh nhu ghép canh.

7.4.1 Cac loai virus va thong tin luu giir

Céc loai virus khong bét budc phai c6 tiéu ban di kém vi chiing 14 céc vi sinh vat gy
hai & mtrc do té bao. Cac loai virus hai thuc vat, theo quy dinh caa Uy ban vé phan
loai virus Qudc té International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTV/), phai dugc mo ta va xac dinh dua trén sy két
hop duy nhit cia mot vai dic tinh nhu sau:

» Loai thyc vat nhiém virus ngoai ty nhién;

» Tri€u ching cay bénh ngoai ty nhién ¢ cac giai doan xam nhiém khac
nhau;

A\

Dang truyén bénh, vi du: tiép xtic hay co x4t co gidi, qua hat, phan hoa,
moi gidi;

Céc loai dé nhiém bénh trong diéu kién thi nghiém;

Hinh dang cua virus;

Dic tinh sinh héa cua protein va axit nucleic ¢ virus;

So sanh trat tu nucleotide ctia gene v6i cac virus khac;

YV V.V V V

Huyét thanh.

Cac hd so vé virus gy bénh cdy thuong khong co tidu ban chuan dinh kém 1a do
hién nay van chua c6 phuwong phap nao cé thé bao quan mau virus séng. Hau hét
virus déu khong 6n dinh khi bao quan ké ca bang phuong phap dong kho. Nhiing tién
bd vé khoa hoc hién nay dé cho phep bao quan virus lau dai mac du kha phue tap, vi
du nhu phuong phéap cay bd gen virus vio té bao vi khuan.

Vi nhitng 1y do trén, hau hét trong cac hd so luu trit virus déu khong luu giir tiéu ban
mau. Thay vao do 1a luu gilr cac dac tinh hinh thai, vi du: cac doan ghi chép tri¢u
chtng, anh, sb liéu thi nghiém, trat ty nucleotide cia doan gen va phan tng huyét
thanh. Thong tin vé hau hét cac loai virus gdy bénh ciy c6 thé dugc tim thay trén hé
théng co s¢ dit liéu trao doi thong tin giam dinh virus VIDE (Virus Identification
Data Exchange) (http://image.fs.uidaho.edu/vide/refs.htm#descriptions).
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Virus hinh gday

Céc virus hinh gy, trong d6 c6 virus kham 14 thubc 14 Tobacco mosaic virus (TMV)
thuong c6 kich thudc duong kinh 3 - 25 nm va chiéu dai 150 - 2000 nm phu thudc
vao chiéu dai ctia phén tir RNA. Virus loai nay c6 the thang, cong hodc gap lai. Cau
trac bao gdm RNA va protein xép theo dudng xodn c.

Virus doi ximg

Virus d6i xtmg xuét hién don 1¢ hodc thanh timg cip c¢6 duong kinh 20 - 70 nm. Khi
quan sat dudi kinh hién vi dién tir, nhitng vi rt nay c6 hinh dang gidng nhu mot cdu
tric hinh hoc véi 20 mit d6i xtmg (12 dinh va 20 mat hinh tam giac). Vi du: virus
kham & xtp lo Cauliflower mosaic virus (CaMV).

Virus hinh que

Virus hinh que ¢6 hinh dang twong ty vi khuan thudc chi Bacillus. Ching khong
hodc ¢6 thé co mang bao boc. Vi du: virus kham 1a ¢o linh lang Alfalfa mosaic virus
(AMV) va virus hinh que hai mia Sugarcane bacilliform virus (SCBV).

C6 thé ap dung mot sb phuong phap giam dinh virus gdy bénh. Cac nha virus hoc
thudng trong cac cdy chi thi trong nha kinh chéng c6n tring dé nghién ciru sy xdm
nhiém cua virus va tim ra cac cdy c6 kha ning 1a ky chu. Céc cdy chi thi thuong biéu
hién triéu chimg khac nhau khi dugc 1ay nhiém bang cac loai virus khac nhau. Tuy
nhién, chi quan sét triéu chimg khong thoi thi khong day du ma phai két hop sir dung
cac phuong phéap trong phong thi nghiém nhu: huyét thanh, dung kinh hién vi dién
tur, phan tich axit nucleic.

7.4.2 Triéu chirng bénh virus thuc vat

Déi véi nhitng ngudi 1am cong tac giam dinh c6 kinh nghiém, cac triéu chimg bénh
virus thuong c6 thé duoc xac dinh kha dé dang. C6 2 loai tridu ching virus phd bién:
loai triéu chimg xuét hién do két qua cua lan xdm nhiém dau tién vao té bao ky chu,
vi du: vét dém va loai triéu chiung xuét hién do két qua cua lan x4m nhiém th{ sinh
hodc xam nhiém c6 hé théng, vi du: kham 14. Khong giéng nhu cac nim bénh, virus
chi c6 thé xam nhap vao té bao thuc vat théng qua cac vét thuong nhu vét giy cia
16ng biéu vi, 15 thung hodc cac vét trdy xudc nho trén tang biéu bi do con trung chich
hut gay ra.

Tri€u chiing ban dau phat trién tir diém xam nhiém cua virus vao té bao thuc vat
duoc goi 12 triéu chimg cuc bo va thudng tao thanh ting vét bénh co gidi han goi 1a
vét ddm. Cac vét ddm do virus gdy ra thuong c6 kich thudc to nho khac nhau, c6 thé
mat mau (do mét diép luc) hodc hoai tir (néu té bao chét). Vét ddm thudng biéu hién
1& sau khi virus theo dong nhua xam nhap vao bé mat 1a cay hodc dang it phd bién
hon 1a sau khi ¢on trung chich hat an nhya 14.

Trong mét s6 truong hop, do mbi tuong quan gitra ky chu va ky sinh ma virus khong
thé lan rong ra ngoai diém xam nhiém. Lac d6 vét dém tai diém xam nhlem 1a triéu
chtng duy nhat quan sat duoc. Loai phan ng nay goi 1a phan tng man cam. Néu
virus khong bi han ché boi phan ung cta cdy ky chi, chung s& lan khip phan thit 14.
Khi nhiém dén hé théng mach dan, virus s& lay lan rat nhanh téi toan b cac bo phan
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cta cdy ky chu, gy hién trong xAm nhiém thir sinh hay xadm nhiém hé théng. Hau
hét cac virus ¢ kha nang di chuyén trong libe.

Triéu ching xdm nhidm thtr sinh hodc xAm nhiém hé thdng din dén nhimg thay d6i
bén ngoai ma mat thudng cé thé nhin thiy duoc (vi du nhu hién tuong bién mau va
héo) va nhing thay d6i bén trong chi c6 thé quan sat dwoc dudi kinh hién vi dién tir
(nhu sy hinh thanh cac té bao c6 ciu trac di thuong).

Triéu chimg kham 14 12 hién tuong nhitng té bao nhat dinh trong bo phan ciy bi bénh
bi nhiém virus va bién mau trong khi cac té bao khac van phat trién binh thuong. Cac
té bao bi nhiém virus thuong c6 mau xanh 14 cdy nhat do luong diép luc bi giam.
Dang triéu ching kham khac nhau tuy thudc vao cac loai cay ky chu khac nhau. Péi
v6i cac cay mot 14 mam, triéu ching thuong xuat hién du6i dang kham soc hodc vét.
Dbi voi cac cdy hai 1a mam cac phan bién mau thuong ¢6 hinh tron va xuat hién
triéu chtrng nhu cac vét van, 16m dém, loang 16, tham chi gd ghé.

Trong mdt s6 truong hop tuong tac gilta virus va cay ky chu, toan bo 14 bién vang do
suy giam qua trinh san xudt diép luc va luc lap bi pha huy. Pay la triéu chimg dién
hinh cua bénh vang 14 virus, vang 14 cu cai duong va vang lun laa mach. Hién tugng
vang la bat dau tir su blen vang cta phan mb xung quanh gan la, phan mo gan hé
théng mach dan c6 thé van xanh, twong phan véi cac phan mé khac trén 14. Mot s6
virus c6 thé gdy triéu chimg vang gan 14 va trong gan 13, nhu trudng hop bénh gan
16n rau diép va bénh kham virus turnip (Turnip mosaic virus).

Pém vong 14 triéu chimg cac md bi bénh bi gidi han thanh timg vong céac té bao
nhiém virus. Cac té bao nhiém virus c6 thé bién mau hodc chét hoai. Cac vong co thé
tap trung lai duéi dang vong tron dong tam (Hinh 15). Dém vong co thé xuét hién
trén than va qua mac du phd bién nhit 13 trén 14. Vi du mét sb virus gy dém vong:
Virus ddm héo ca chua Tomato spotted wilt virus (TSWV) va virus dém vong du du
Papaya ringspot virus (PRSV).

Té bao hoai tir c6 thé tap trung thanh cac dom cuc bd xung quanh diém xam nhiém
hoic tap trung mot cach hé théng trong cac phan duoc bao vé khac cua cay bénh nhu
qua, hat hodc 14. Vi du: virus kham 14 turnip gy ra cac dém hoai tir & cac 16p 14 cai
bép phia trong.

Hién tuong giam kich thudc cay bénh (lun, coi coc) 1a tridu ching kha phd bién do
virus gay ra, thudng xuét hién ciing véi cac triéu ching khac. Hién tuong coi coc ¢o
thé xay ra trén toan bd ciy bénh hodc chi gidi han & nhitg bd phan nhét dinh cua cay
nhu dinh sinh truéng. Triéu ching nay thuong khé nhan thiy, trir khi cay bi nhiém
virus phét trién ngay bén canh cay khoe.

Virus kham 14 dau (Bean common mosaic virus) va virus dém vong dau tiy
(Strawberry latent ringspot virus) 1a nhitng vi du vé virus gay hién tuong cdy bénh
phat trién khong binh thuong (14 va than bién dang). Su phat trién khong binh thuong
xay ra do sy mit can bang hormon trong 1a. Ngoai ra sy bién dang va phat trién
khong binh thuong con biéu hién bang su ting qua nhanh sb luong té bao, vi du virus
sung chdi cacao Cacao swollen shoot virus. Sy ting nhanh vé so luong té bao duge
goi 13 hién tuong hyperplasia; sy ting nhanh vé kich thudc té bao goi 1a hién tuong
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hypoplasia. Vi du hién tugng 10m trén than canh cam quyt do virus tristeza hai cay
cd mui gay ra.

Hinh 15 Tri¢u chimg bénh virus (tir trai qua phai): vong bién miu, dém vong va khiam la

Mot sb virus gy hién tuong tang trudng qua nhanh tao thanh u budu trén la va 1é; Su
phat trién qua nhanh trén 14 tao cac mau 10i nhu myun com & ca mat trén va mat dudi
cta 14 cay bénh. Virus kham bién dang dau Pea enation mosaic virus (PEMV) giy
hién tugng u 16i trén 1a. Giéng nhu hién tugng bién dang than va 14, u budu la két
qua ctia sy mat can bang vé hormon, gy hién tuong ting nhanh dot bién cua té bao.

Hién tuong bién mau canh hoa tulip 13 mot trong nhimg bénh virus dau tién dugc mo
ta vao thé ky 17. Bénh do virus kham 14 tulip gdy ra, hoa tulip xuat hién cac dém
mau sic khac nhau. Cu cay hoa tulip nhiém virus dugc ngudi trong hoa & Ha Lan rat
quy, tham chi bénh van dugc khai thac cho dén ngay nay. Virus kham turnip va virus
kham vang dau c6 thé gay hién tugng dot bién mau trén hoa lay on.

Virus c6 thé gy triéu chimg méo moé qua, qua it va nho. Vi du virus kham 13 dua
chudt (Cucumber mosaic virus) gay triéu chung qua nho va bién dang. Tuong tu,
virus kham 14 rau diép lam giam qua trinh tao hat, phan hoa bat thu va suy yeéu.

Su pha huy luc lap va tang s6 lugng té bao mot cach khong binh thuong da dugce dé
cap & phan trén. Ngoai ra virus con giy ra nhimng blen d6i vé mo va té bao, vi du thé
vui duge hinh thanh do tac dong cua virus. Mot s6 virus ky sinh trong nhén té bao
thuc vat. Nhiéu virus lam blen doi luc lap, phan 16n trong 5O do lam suy giam hé
théng sinh hoa va cau trac té bao dan dén hién tuong mat mau sic va bién d6i hinh
dang. Céc thay ddi khac vé mé bao gom su tang hodc giam ) luong té bao, chét hoai
té bao bén trong, sy hoa gd, thoai hoa va chét cua té bao libe.

Virus ¢6 thé tich liiy voi s6 lugng 16n trong té bao tao thanh cac thé vui. Thé vii co
thé duogc hinh thanh trong nhan nhung pho bién nhat 1a trong t€ bao chat. Virus trong
theé vui dugc sap xEp canh nhau, noi dudi nhau hodac chong 1én nhau theo khong gian
ba chiéu.

Néu cdy khong xuét hién triéu chimg khong c6 nghia 1a khong nhiém virus. Virus c6
kha nang xdm nhiém nhiing ky chu nhat dinh va nhan Ién trong té bao ky chu ma
khong biéu hién triéu chiing. Xam nhiém ti€m tang kha phd bién doi vai cac thuc vat
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hoang dai va c6 dai. Virus c6 thé ton tai trén ky chu trung gian va tai xam nhiém cay
trong sau mdt thoi gian voi su giap do cia con trung chich hut moi gioi.

Su phat trién cua triéu chung phu thudc vao virus va mic do doc cua gen. Ban than
cay ky chu ¢ thé khang bénh, d& nhidm bénh hodc dung nap bénh. Tuong tu, tudi
ciy va thoi gian xAm nhiém dong vai tro quan trong trong viéc biéu hién triéu ching.
Nhin chung, céy cang non thi cang dé nhiém bénh va cdy cang gia cang dé dung nap
bénh. Thoi diém x4m nhidm cang sém cang thiét hai vé ning suét nhiéu hon so véi
thoi diém xAm nhiém muén.

Triéu chimg bénh virus thuong phat trién cham trong diéu kién nhiét 4o cao bai vi &
diéu kién nay virus thuong sinh san chdm. Tuy nhién, nhiét d§ cao cling c6 thé lam
giam kha ning khang bénh cua ky chil va vi thé, khi nhiét d6 ha xudng, qua trinh
xam nhiém thuong dién ra rat nhanh. Cay phét trién trong diéu kién cuong d anh
sang 16n thuong it man cam véi bénh hon 1a trong diéu kién anh sang yéu. Cay trong
trén dit giau dinh dudng thudng man cam véi bénh hon 1 trong méi truong nghéo
dinh dudng. Ham luong nito cao ¢ thé lam tang kha nang nhiém bénh cua cay.

Triéu chimg bénh do virus giy ra thudng gidng véi triéu chimg thiéu dinh dudng
hodc hau qua cta chat doc hoa hoc vi du nhu tdc dong cta thudce trir co. Co hai cach
de loai trur sy roi loan dinh dudng va mat can bang héa hoc:

> Quan sat su phan bd cua cdy bénh. Thong thudng trong trudng hop rdi
loan dinh dudng, sy phan bd ciia cay bénh s& co lién quan v6i loai dat
hoac vi tri ap dung thudc hoa hoc. Virus thuong lan truyén nho moi gioi
nén s¢ phén b thanh timg ddm cuc bd hodc c¢6 mbi lién quan véi ngudn
xam nhiém, vi du nhu ¢ dai;

> M0 ta lai qua trinh lan truyén cta virus va phat trién triéu chimg bang
cach ghép hodc chuyén nhwa co gidi tir cay bénh sang cay khoe duoi diéu
kién thi nghiém. Pay 1a budc dau tién trong viéc ap dung quy tic Koch dé
xac dinh nguyén nhan gay bénh.

7.5 TUYEN TRUNG

Phuong phap giam dinh tuyén tring van dugc dung phd bién tir trude dén gio 1a
phuong phap so sanh dac tinh hinh thai cua mau tuyén trung v6i cac tai liéu mo ta da
Xudt ban, cung voi sy trg gitp cua khoa phéan loai. Mau tuyén tring dugc bao quan
va cb dinh dé quan sat va do kich thudc dudi kinh hién vi c6 cuong do anh sang cao.
Pbi voi nhiéu loai tuyén tring, st dung khoang 5 — 10 tuyén tring cai va duc dé
giam dinh vi mot sé dic tinh didc trung mang tinh dinh luong va su sai khac trong
pham vi loai 1 kha phd bién.

Trong nhiéu trudng hop, phan loai tuyén tring thuc vat & muac do chi co thé thyc
hién véi mot sé dic tinh hinh thai chung, két hop v6i nhitng hiéu biét vé cay ky chu
va quan thé tuyén tring tai diém lay mau. Trong mot sb truong hop, ¢ thé dua vao
cac thong tin nay dé phan loai tuyén trung & mirc do loai.

Tuy nhién, mot s6 loai tuyén trung rat kho xac dinh ké ca khi da c6 cc thong sb vé
hinh thai va s6 do hinh thé chinh xac. Vi vy ma xu hudéng giam dinh tuyen trung
hién nay 1a 4p dung cic phuong phap hoa sinh va sinh hoc phan tir. D6i véi mot s6
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chi tuyén trung, viéc mo ta loai mdi doi héi phai co s6 lidu vé trat tu nucleotide cua
mot doan DNA nhit dinh. Nhiing nghién ctru vé phan loai dua trén dac tinh hoa hoc
da gitp cho viée tim ra sy c6 mit cua cac loai an ma viée sir dung céc dic diém hinh
thai khong thé phén biét dugc. Tuy vay, viéc tim ra nhitng sai khac vé dic diém hinh
thai cling bo sung cho céc ddc tinh vé hoa hoc.

7.5.1 Nhitng yéu cu vé giam dinh

Su tiép can ciing nhu cac k¥ ning chuyén mon can thiét trong phan loai tuyén tring
phu thudc vao myc dich giam dinh. Cac mau tuyén trung luu gilr trong cac bo suu tap
mau Qudc gia va Quéc té phai duge xac dinh cén than hoac it nhat 1a phai dugc mot
chuyén gia vé phan loai tuyen trung khang dinh lai. Tuy nhién, d6i voi nhitng don vi
phén loai kho, cac chuyén gia vé phan loai tuyén trung c6 thé dua ra cac két luan
khac nhau va trong mét sb trudng hop chi dya vao dic diém hinh thai ciing khong
thé giup gi duoc.

Pbi v6i muc dich diéu tra, nhitng nguoi lam cong tac giam dinh tuyén tring co thé tu
két luan, chi can tham khao y klen chuyén gia vé phan loai d6i v6i nhimng loai méi
chua dugc md ta trude do. Néu xuat hién loai méi mau tuyén tring phai duoc chuyen
dén cac phong mau bénh Quoc gia dé dugc kiém tra lai trong truong h0’p can thiét.
Néu khong thé van chuyén mau vi 1y do vé kiém dich hoic vé thuong mai, ciing nén
c¢6 chuyén gia kiém tra lai truéc khi xuat ban (cong bd).

Dbi v6i cong tac quan 1y hodc nghién ctru vé sinh théi, viéc chan doan ciing chi can
dimg lai & pham vi giam dinh trén mau tuyén tring séng két hop voi cac thong tin
lién quan hé dong vat va ky chu tai diém nghién ctru. Tuy nhién, dé két qua c6 thé tin
cay hon, nén chon mot sé mau dai dién dé cac chuyén gia khang dinh lai. Thuong d6i
v6i myc dich nay chi can gidm dinh dén chi 1a da.

7.5.2 Nhén dang tuyén trung ky sinh thuc vat

Trong thuc t& san xuat, diéu quan trong can thiét diu tién 1a phai phan biét dugc
tuyén trang ky sinh thuc vt voi tuyén trung ky sinh trén cac gia thé khac. Tuyén
trung sir dung thirc an thyc vat c6 cac kim hat (bd phén hat thirc an réng, co thé tho
ra thut vao) trong khoang mi¢ng. Néu kiém tra dudi kinh lup soi no6i chét lugng tot c¢6
thé xép tuyén trung dang song thanh cac nhom dinh dudng theo phong doan. Hinh 16
minh hoa nhiing bién d6i vé hinh thai phia truéc cua tuyén triung lién quan dén thoi
quen an uong.
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A B C D E

Hinh 16 Hinh thii mit truée cia mdt s6 nhom tuyén trung. A, B, C — tylenchid,
aphelenchid, dorylaimid — tuyén triung c¢6 kim hit, hit dinh dudng tir thye vat,
nim va tio, mét s6 c6 kha niang hit dinh dudng tir dong vat; D, E - rhabditid,
cephalobid — dungthirc in vi khuén; va F — mononchid — loai én thit.

Ngoai cac loai tuyén tring ¢6 kha niang hut dinh dudng thyc vat, mot sb loai ¢ cau
tao kim hat ¢6 thé hit dinh dudng tur nam, tao, dia y, mot s6 khac co kha nang ky
sinh cac dong vat nho trong dat. Vi vay, can chii y dén hinh thai hoc va su tuong ho
v6i ky chu dé co thé nhan dang nhém tuyén trung ky sinh ciy trong mot cach tu tin.

7.5.3 Giam dinh dén loai

Gidam dinh hinh thai

Tuyén tring dugc giam dinh dya vao hinh thai va cau tric giai phiu bao gém ca hé
sinh san va sb do kich thudc, ti 1& sb do kich thudc. Khoa phan loai va céac tai liéu vé
mo ta hinh thai déu chi rd cac dic tinh gitip cho viéc giam dinh dén chi va loai. Hién
nay da c6 cac khoa phan loai dién tir (ding phan mém mady tinh). C6 thé tham khao
hai khéa phan loai dung hai chuong trinh khac nhau sau: Cac chi tuyén tring hai
thue vat (xem www.lucidcentral.org) va Tuyén tring Australia (xem
Www.ento.csiro.au).

Gidm dinh bang sinh hoc phan tir va héa sinh

Hién nay, cic phuong phap DNA duya trén phan tich trinh ty chudi nucleotide, dau
do, doan cat DNA da phat trién va dat dugc nhiéu tién bd dé giai quyét nhitng kho
khin trong cong tic giam dinh va phan loai. Mot s6 phuong phap dua trén viéc tach
va nhan doan DNA tir cac ca thé tuyén tring. Mot s6 phuong phap khac ¢ thé nhan
biét dinh luong mot s6 loai tuyén trung dic biét trong cac mau dat. Mot han ché dang
luu y 1a viéc phan loai ¢ thé han ché trong pham vi mot lodi hodc mdt nhom loai
nho ma s6 luong miu ldy co thé khong dai dién cho cac bién doi trong pham vi loai.
Tuy nhién, viéc 4p dung cac cong nghé tién bd nay chéic chin s& phat trién nhanh
chong.

Céac phuong phap phan loai dua trén dic tinh hoa hoc ciing kha phat trién, bao gdm
phén tich isozyme, protein, huyet thanh nhung khéng duoc dp dung phd bién. Nhén
dang cac loai tuyén tring ndt sung bang phuong phap phén tich isozyme kha thuc té
bdi vi viée gidm dinh dya trén hinh thai nhiéu khi khong chinh xac. Viéc 4p dung cac
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phuong phap DNA va héa hoc trong giam dinh tuyen trung doi hoi phai co6 trang
thiét bi hién dai nhung mat khac lai giam sy can thiét phai c6 cac nha phan loai c6 ky
nang trong giam dinh tuyen trung hang ngay.

7.6 CAC KY THUAT PHAN LOAI
7.6.1 Kinh hién vi dién tir quét (Scanning electron microscopy - SEM)

Khoéng gidng nhu kinh hién vi quang hoc sir (dung anh sang dé quan sat mau, kinh
hién vi dién tir quét (SEM) dung cac dién tir dé tao hinh anh ciia mau vat. SEM c6 do
phan giai 16n hon rat nhiéu lan so véi kinh hién vi quang hoc do céac dién tir c6 budce
song nho hon 100.000 lan so véi budc song anh sang. SEM ciing rat c6 ich trong
viéc nghién ctru cdu triic bén ngodi cua cac bio tir nAm.

Do phan giai tot nhat cia mot kinh hién vi quang hoc 1a 0,2 um hay 200 nm. Do
phan giai cia SEM c6 thé dat téi 3 - 6 nm, t6t hon 100 1an so véi kinh hién vi quang
hoc. Kinh hién vi dién tir quét cung cap cac hinh anh bé mit chi tiét, rd nét va co
chiéu sau hon kinh hlen vi quang hoc, diéu d6 cling c6 nghia 1 ciing mét lac co thé
quan sat dugc nhiéu mau hon.

SEM dung mot chum dién tr dé quét bé mat mau vat, tao ra cac hinh anh khong gian
ba chiéu ctia mau vat. Cac dién tir ¢ kich thudc rat nho va dé dang di léch huéng do
su tac dong cua cac phan tir khi trong khong khi. Vi vay, dé cac dién tir c6 thé tiép
can mau vat, hé théng dng ban dién tir va budng mau vat déu duoc bao quan trong
moi truong chan khong.

Pé gilr nguyén ven cAu trac ctia mau sinh hoc trong diéu kién chan khong, phai lam
kho mau can than bang carbon dioxide (CO,) léng trong hé thong may goi la may
lam kho6 to1 han (critical point dryer). Thong thudng, mau duge c6 dinh trén mot mau
kim loai (thanh g4 mau) dung bing dinh 2 mit dic biét, sau d6 tiéu ban dugc ma mot
16p kim loai mong, vi du nhu vang dé kich thich tinh din dién. Bao tir nAm gi sit va
than den c6 thanh day khong can phai 1am kho téi han va co thé dugc ma kim loai
ngay sau khi miu dugc cb dinh trén thanh ga miu.

7.6.2 KY thuat héa sinh va phan ti

Néu khong thiy triéu chimg bénh xuét hién trén cdy khong c6 nghia 1a cdy d6 hoan
toan sach bénh. Trong truong hop dd, cac nha bénh cay nén st dung cac bién phap
k¥ thudt phan tir va hoa sinh dé phat hién vi sinh vat. Indexing 1 khai niém dung dé
chi bat cir quy trinh nao duoc sir dung dé kiém tra sy c6 mit cta vi sinh vat da dugc
biét dén, dac biét 1a virus ky sinh trong thuc vat. Indexing gitip thuc hi¢n nhanh cac
bién phap phong trir va han ché kha ning phat dich. Indexing cing rit quan trong
trong viéc thuc hién kiém dich dé han ché sy xam nhdp cua bénh ngoai lai va hé
théng chimg chi trong san xut cay giéng va nhan giéng cay sach bénh.

7.6.3 Huyét thanh (mién dich)
Trong k¥ thut huyét thanh, cac khang thé dic hiéu duogc tao ra (nhd su c6 mit cia

khéng nguyén san sinh tir vi sinh vat hai) dugc khai thac cho muc dich chan doan.
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Cac khang thé bao gom khang thé da dong polyclonal (hon hop cac khang thé duoc
san xuét ra tir hé mién dich cua dong vat sau khi tiém chat tiét vi sinh vat vao mau
dong vat) hodc khang thé don dong (té bao tiy spleen san sinh ra mot loai khang thé
duy nhét tir hé mién dich dong vat dugc nhan vo tinh bang nuoi cay md té bao).

Mot trong nhitng phuwong phap chan doan bang huyét thanh phd bién nhat 13 k¥ thuat
mién dich lién két men (enzyme linked immunosorbent assay - ELISA). Khang thé
dugc dat vao cac giéng trén dia microtitre. Dung dich kiém tra duoc nhod vao céac
gleng, néu khang nguyén c6 mat thi ching s& twong tac vdi khang thé. Rira sach
giéng, dat enzyme tiép hop khang thé vao giéng va rua lai 1an nita, sau d6 cho gia thé
enzyme vao. Néu khang nguyén c6 trong mau, su t6 hop khang thé - enzyme s& lam
bién d6i mau gia thé.

Chan doan bénh bang phuong phép huyet thanh c6 rat nhiéu vu diém. Mic du san
Xuat ra khang thé doi hoi thoi gian vai tuan nhung néu bao quan dung phuong phap
khang thé c6 thé duy tri duoc trang thai 6n dinh trong mot thoi gian dai va cho két
qua nhanh chéng. Phuong phap huyét thanh c6 thé duoc ap dung ca trong phong thi
nghiém va ngoai dong rudng.

7.6.4 KY thuit nucleic axit

Céc vi sinh vt chung c6 clng nhiéu kiéu gen nhung nhin chung, cic gen c6 cung
chtic ning & cac don vi phan loai (taxon) khac nhau s& c6 trinh tu chudi sap X€p
chudi DNA khac nhau. Su sai khac nay c6 thé dugc khai thac trong giam dinh bang
cac k§ thuat phan tr nhu: lai nucleic axit va phan img trung hop chudi (PCR). Céc k¥
thuat phan tir hién dai dé phan tich nucleic axit nhay cam dén mtc ma trong nhitng
diéu kién 1y tuong, lwong DNA c6 thé duoc phat hién dén picogram.

Mot chudi phan ing PCR dién hinh lién quan dén qua trinh lam néng DNA, enzyme
DNA polymerase, doan mdi (DNA primers) va dNTP trong mot dung dich dém t&i
nhiét d6 90°C dé 1am bién tinh DNA, sau d6 lam lanh t6i khoang 50-60°C dé gin céc
doan moi (primers) vao cac chudi DNA don sau d6 tang nhiét do 1én 72°C, nhiét do
t6i thich cho phan tmg trung hop gan cac chu01 DNA bd sung vao nhau, bat dau tir vi
tri doan moi. Cr sau mdi vong bién tinh, gin m01 va trung hop, lugng DNA lai dugc
nhan d6i. Sau 30 vong duoc nhéan 1én theo cap s6 mil, lugng DNA ting nhiéu dén
mirc ¢6 thé nhin thdy duoc trong agarose sau khi nhuém bang ethidium bromide.

Ky thuat nucleic acid ap dung cho giam dinh c6 lgi thé 1a nhanh va nhay vuot xa
phuong phap huyet thanh. Nhugc diém cua phuong phdp nay la phai c6 trang thiét
bi, hoa chat dat tién, khong tién hanh dugc voi nhiéu mau mot lac nhu phuong phap
huyét thanh va sy qua nhay cam ciing dong nghia véi viéc 13 néu mau bi tap thi két
qua s& bi sai nghiém trong.
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8 QUANLY HO SO MAU BENH
8.1 HE THONG CO SO DU LIEU (DATABASE)

Viéc nhap thong tin vé& hd so bénh ciy vao hé thong co sé dir liéu (database) dién tir
1a rat quan trong boi vi nho ¢6 hé thong nay, cac can bd cua phong mau c6 thé tiép
can thong tin mot cach nhanh nhit ma khéng can phai luc tim trong ca dong tai liéu.
S liéu duoc sip xép c6 hé thdng nén co thé d& dang tim kiém, khoi phuc, xir Iy va
cap nhat khi can thiét.

Thong tin luu gilr trong database co thé duoc sir dung dé tao ban d6 phan bd vi sinh
vat hai, vi thé rat quan trong trong cong tac kiém dich va danh gia nguy co dich hai.
Mot database co thé chi don gian nhu mot bang biéu xdy dung tir phin mém
Microsoft Excel, hodc ¢ thé 1a cac chuong trinh co s& dit liéu phirc tap hon nhu
Microsoft Access, Oracle, BioLink hoac KE EMu. Nhirng chuong trinh nay cho phép
quan 1y cac hinh anh k¥ thuat s va dong thoi c6 cac cong cu cho phép viée trao dbi
thong tin mdt cach nhanh chong.

Hé théng Database nhu KE EMu (Hinh 17) c6 thé néi 1a vo gia vi né cho phép nguoi
sir dung tim kiém cac thay doi. Dleu nay ddc biét c6 ich khi nguoi sir dung mudn
thay d6i ngay lap tirc cac thong s6 tim kiém nhu tén cua vi sinh vat hai va tén ky chu.

Etatalugue (1) - Display ;Iglll

File Edit Select Yiew Tools Tabs Mulbimedia “Window Help

DEOBRD HBY B BRBE « « »» B @ | N
IBFIIP 5189 a - Fusarium oxpzporum f. 2p. medicaginiz on Medicago sativa [Fabaceae] I 5260
—Accession Detail
Accession Mo [BRIP [5189 =]
Duplicates: 1{Ik1 172837 Callection: |#* i3
#*
T axonomy
Genus: Fusgariurm = |dent Qualifier: I ﬂ
Species: ORYEPOIIM =
Autharity: Schitdl. =
Infrazp. Rark:  |f sp. ﬂ Infrasp.: Imedicaginis 7
Infrasp. duthorty: |[Weimer) Ww.C. Snpder & H.M. Hanzen =
Org. Tupe: Fungus ﬂ
Kingdom: Fungi E Divizior: |0 euteromycating E
Order: Hypharmyecetales E Family:  |Incertas sedis 5
| T aronomy [2] | Host | Coll. / Det. | Locality Specimen | Storage Refe 4 | ..l
| Dizplay |5pecimen‘l of 420 =
Hinh 17 Modun Catalogue cia KE EMu database

Database khong chi luu giir cac hinh anh ky thudt s ma ca cac phuong tién khac
nhu: file van ban, file PDF, html va phim video. Ngoai ra, database con cho phép luu
gilr cac thong tin chi ti€t vé nguoi lay mau, nguoi gidm dinh, nguoi trong cay, vi du
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nhu dia chi, so dién thoai, s0 fax, email, ti€u str, tai liéu tham khao. Database con co
thé gitup cac nhan vién phong mau lén lich, dat gio cho mot s6 cong viéc nhat dinh.

Nguoi nhdp thong tin vao database phai bao dam rang cac thong tin luu gilr trong
database 14 hét stc chinh xac. Hién nay c6 kha nhiéu database vé phan loai sin c
trén mang Internet (Hinh 18).

www.indexfungorum.org - CABI Bioscience Database of Fungal Names

R Boscance

CABI Blosclence Databases

Mirre i

e

www.ipni.org - The International Plant Names Index

Hinh 18 Dia chi Internet va trang chii ciia hai database phan loai tin ciy

Trong pham vi mot Quéc gia, cac database cua cac phong mau bénh phan b rai rac
& cac dia diém khac nhau c6 thé duoc két ndi vai nhau qua mot h¢ théng mang dé tao
thanh mot bao tang mau do. Vi du: Database vé dich hai thuc vat Australia -
Australian Plant Pest Database (APPD, http://appd.cmis.csiro.au/) 1a mét hé théng co
so dir liéu dich hai cdy trong 40, mang tinh Qudc gia. APPD hop nhit hd so miu dich
hai tir hon 9 diém nut khac nhau phan bd trén toan lanh thd Australia, tao diéu kién
cho viéc tim vi tri mau dich hai mdt cach nhanh chéng va tim kiém thong tin mot
cach hiéu qua.

Trén pham vi toan cu, Ngudn thong tin da dang sinh hoc toan cau - Global
Biodiversity Information Facility (GBIF, http://www.gbif.org/) c6 mot hé thong
database duoc xay dung voi muc dich dua cac thong tin chu yéu vé da dang sinh hoc
trén thé giéi 1én mang internet cho tit ca moi ngudi. GBIF str dung cong chinh cua
né dé truy cap vao mot s6 databases vé vi sinh vat hai va cac van dé co lién quan dén
da dang sinh hoc trén toan cau.
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9 QUANLY BQ SUU TAP MAU
9.1 PDIEU KIEN PHONG MAU

Mot phong mau bénh phai c6 mét vi tri an toan va vinh ciru dé luu git miu. Phong
dé mau phai c6 kha ning chdng con tring, chong chay va chéng mua dot. Mot phong
mau bénh thuc Vat 16n vira phai (luu gitr khoang 50.000 mau) can su dung mot dién
tich t6i thiéu 9 m?, dic biét néu sir dung ti nhiéu ngin dé sip xép mau tiéu ban. Gia
va ti dé tiéu ban bang kim loai c6 kha ning chdng con trung hon 1 1am bang gd.

Phong giit mau nén c6 hé thong dicu khién nhiét do (20-23°C) va do am (40-60%)
khong khi. Trong diéu kién nhiét do va d6 4m nhu vay co thé han ché dugc su pha
huy cta con trung hai, dic biét khi két hop véi bién phap dit mau méi vao tu da
trude khi luu giir trong phong mau. Nén st dung may diéu hoa khong khi dé diéu
khién nhiét d6 va dung may hit am dé giam d6 am. Ludn ludn dong cira ra vao va
clra sO dé ngan ngira con tring xam nhap. Ding rém che cira s6 dé tranh anh ning
mat troi.

9.2 PHONG TRU BQ CANH CUNG HAI TIEU BAN MAU

O cac khu vuc nhiét déi, nhiét d6 va 4m do cao rat phu hop véi su phat trién cta con
tring pha hai. Mot sd con trung, dic biét 1a bo canh ctng, thudng an mau tiéu ban
kho va nhanh chéng pha hiy bd suu tap mau. Dé khic phuc tinh trang ndy nén dit
mAau bénh vao ti lanh siu -20°C hodc thap hon trong 7 ngay dé diét hét ngudn sau
hai. Cac mau d3 bao quan trong phong ciing nén luan phién dit vao ti lanh sau trong
mot khoang thoi gian nhat dinh.

Trude khi miu duoc dua vao ti lanh sdu, nén géi mau trong tai nilon hodc hop xbp
day nap chat dé tranh dong hoi nudc trén mau. Sau khi 14y ra tir ta lanh siu, dé mau
& trong phong c6 diéu hoa mot thoi gian cho dén khi mau dat dén nhiét ¢ phong bao
quan mau.

Mau bénh con tuoi thuong dugc chuyén dén _phong mau dé giam dinh. Khong nén
giit cac mau tuoi nay gan phong bao quan mau ma nén kiém tra mau ¢ khu vuc xa
phong bao quan mau. T4t ca cac mau bénh khi di 14y ra cho muon hodc dé kiém tra
déu phai dé vao ti lanh siu trong 7 ngay trudc khi dat trd lai vao vi tri cii trong
phong mau.

Nhiéu phong mau bénh c¢6 ngudi chuyén trach viéc xong hoi phong mau mot nim
mot 1an bang cac hoa chat khir tring dugc phép luu hanh, vi du nhu methyl bromide,
carbon bisulphide, carbon tetrachloride, ethylene dichloride, hydrocyanic gas,
lindane, dichlorvos strips hoac paradichlorobenzene. Phai cha y khi lam viéc véi cac
chat khir tring nay vi chung c6 hai cho strc khoe con ngudi va thudng dé chay. Tuy
nhién, néu chi khir tring xong hoi khong thoi thi chua da dé phong trir con tring vi
bién phap nay thudng khong hiéu qua ddi véi trimg con trung va nhén.
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9.3 PHONG TRU NHEN HAI MAU VI SINH VAT

Van dé nhén an nam da phén 18p trén moi trudong nhan tao 1a van dé kha pho bién va
nguy hlem ¢ cac phong mau vi sinh vat. Nhén xdm nhap vao phong thi nghiém thong
qua mau bénh tuoi, gidy dép, quan 4o, con tring va cac mau vi sinh vat phan lap tur
cac phong thi nghiém khac. Chiing phat trién manh trong diéu kién nhiét di. Khong
chi &n mau vi sinh vat phan lap, nhén con mang bao tir ndm va vi khuén trong
rudt,trén co thé rdi Iy nhiém sang cac mau khac.

Néu khong duogc phat hién som, nhén co thé gdy hoa lon trong phong thi nghiém do
chung c6 kha nang phat trlen rat nhanh, di chuyén tur dia cay nay sang dia cay khac
trong ti hodc trén ban dé mau ciy. Neu nhin ky dia cdy bang mat thuong, c6 thé phat
hién nhén dudi dang cac cham trang nho trén bé mat moi trudng. Thoéng thuong,
nhén dugc phat hién qua cac vét bo ching dé lai trén moi truong ndm va vi khuan
hodc qua cac vét bo chiing dé lai trén cac giot nudc dong ¢ nap dia Petri (Hinh 19).
Khi ¢ thé phat hién nhén bang mat thudng ciing 14 khi nhén di bung phat.

Chu ¥ ngan ngira sy xuat hién ctia nhén, khong nén dé dén khi nhén bung phat méi
tim cach diét trir. C6 thé phong nhén nhu sau:

» Kiém tra tat ca cac mau vi sinh vat chuyén dén phong thi nghiém xem c6
nhén hay khong. Néu muon gilt mau vi sinh vat, nén cay truyén va bo
mau ban dau vao noi hap diét trung dé diét hét ngudn nhén tiém tang;

> Dit dia cdy thudn va dia cdy phan 1ap ban ddu vao hai ta hoic gia dé khac
nhau;

> Hap tiét tring cac miu phan 1ap cii va cic miu cdy bénh sau khi sir dung
cang som cang tot;

> Thuong xuyén lau mat ban phong miu bang con 70% va lau ban thi
nghiém cling nhu mat trong cua tu dé mau cay bang thudc diét con trung
khong gay hai cho nam;

» Boc dia cay bang parafin hodc nilon si€u mdng, tuy nhién cach nay chi
han ché phan nao vi cudi cung nhén van c6 thé xam nhap vao dia cay da
boc;

> Loai bo tit ca cic mau vi sinh vat d3 bi nhiém nhén bang cach hap tiét
trung. Néu mau vi sinh vat rat co gia tri va khong c6 mau thay thé thi c¢6
thé dé mau vao tu lanh sdu trong 24 gio d¢ diét hét nhén truong thanh va
trimg. Sau d6 cdy truyén vi sinh vat 1én méi truong mdi va hiy bo miu
cii. Mot s0 loai nAm khong thé song sot sau khi dé lanh.
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Hinh 19 Vét bo ciia nhén trong cac giot nuwéc dong trén nap dia Petri
9.4 CHO MUQN MAU

Céac mau bénh luu gitr c6 thé duge cho muon trong thoi gian ngan cho muc dich
nghién ctru khoa hoc. Tuy nhién, can phai dé ra cac quy dinh ddi véi nguoi mugn dé
bao dam su an toan cua mAau bénh. Tét nhat chi cho cac phong mau bénh khac muon
mau véi diéu kién ho phai bao dam an toan cho mau khi van chuyén ciing nhu khi
lam viéc véi mau. Ngudi luu gitr mau co quyen quyet dinh khéng cho muon mau néu
xem xét thdy viée str dung mau 1a khong can thiét, khéng phu hop véi muc dich
nghién ctru hodc cam thay mau cé thé bi str dung khong dung chd hay bi hong.

M4u chuyén ra nudc ngoai trong mot s6 trudong hop phai qua xir 1y kiém dich khi dén
noi. Phuong phép xtr Iy c6 thé 1a bang nhiét, xong hoi hodc xur ly bang tia phong xa
gamma. Cac phuong phap xir 1y nay c6 thé 1am hong mau hoic tac dong dén cau tric
DNA cua vi sinh vét. Vi vy, nguoi luu gitt bd mau phai c6 trach nhiém ap dung moi
bién phap de bao dam rang mau cho muon luén dugc gitr trong diéu kién tot. Néu
nghi ngo vé cach xtr Iy mau hay hau qua ciia viéc xtr Iy mau thi khong nén cho muon
mau.

Thoi gian cho muwon mau thudng 13 6 - 12 thang, c6 thé kéo dai thoi gian cho muon
tiy thudc vao yéu cu ciia ngudi muon. Nguoi cho muon nén yéu cau ngudi muon
tra mau lai ngay sau khi hoan thanh céng viéc nghién ctru. Ngudi muon co thé tra lai
mot phan mau (khong phai toan bd mau) nhung phai thoa thuan trudc voi ngudi chiu
trach nhiém trong giit bd mau.

Mot trong nhimg diéu kién khi cho muon méu 1a mau phai duge bao quan trong diéu
kién an toan. Khong nén gap, bé hoac de bep goi mau vi s& 1am hong mau. Ludn ludn
gitr mAu trong gdi mau nhimg lic khong dung dén. Tét ca cac mau deu phai duoc goi
can than trong qua trinh bao quan va phai gir nguyén trong goi méu ban dau khi tra
vé phong mau cil.

Cac mau cho muon chi duoc st dung cho muc dich nghién ctru nhu kiém tra mau
tiéu ban va quan sat hinh thai vi sinh vat hai dudi kinh hién vi. Ngudi muon miu
khong dugc phép ldy mau dé luu gitr riéng dudi bat ky hinh thirc nao hay chuyén
mau cho mot t6 chirc thir ba ma khong c6 vin ban cho phép cia nguoi phu trach
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phong mau cho muon. C6 thé tach mot phan tiéu ban bénh hodc tach DNA cho mét
s0 muc dich nghién ctu cu the Tuy vay, phai hét stc can than khi tich mau tiéu ban
va chi tach bd phan tiéu ban can thiét trong diéu kién van con du tiéu ban dé gitr lai
trong phong mau ban dau. Pic biét, phai hét sirc can than khi cit tiéu ban gdc (tiéu
ban chuan).

Cac ban chu thich phai dugc sir dung de ghi chép nhiing thong tin lién quan dén mau
bénh, bao gom ca nhiing thong tin vé danh phap va phan loai. Ban chu thich phai
duoc 1am tir gidy luu trit chat lugng cao.

Du6i day 1a tat ca cac thong tin can thict khi ghi giay cho mugn. Nén chuan bi 2 ban
giay cho muon, mdt ban gui cho ngudi muon cung védi mau con ngudi phu trach
phong mau gitr ban sao:

1. S6 cho muon (1 s6 duy nhét cho mdi mau cho muon dé khong bi 1an).

2. Tén va thong tin lién lac cia ngudi mugn mau.

3. Muyc dich muon miu (pham vi nghién ciru vé& phén loai va danh phap).

4.  Ngiay muon va ngdy tra mau.

5. Mau vat cho muon (mdt danh muyc tat ca cac tiéu ban va mau cho muon).

Tat ca cac mau cho muon phai dugc nguoi quan ly phong 1 mau ching nhan, ky vao
va ghi ngay cu thé trudc khi chuyén dén cho ngudi muon mau.

9.5 BAO DPAM AN TOAN CHO MAU BENH

Giir an toan cho bd mau duéi hai dang. Thr nhat 13 dam bao an toan co hoc cho miu
va thur hai 1a trach nhiém hop phap va dao duc nghé nghiép ciia ngudi quan 1y bo
mau.

An toan co hoc

Dé bao dam an toan co hoc cho b mau bénh, khong nén dé mau & noi ma ai cling co
thé vao duogc. B6 mau nén duoc bao quan & mot noi an toan, khéng chiu anh hudng
cta thoi tiét, tot nhat nén & khu vue ¢6 khoa an toan va cd bao vé ca ngay 1an dém.

Nén bao quan tiéu ban mau bénh trén gia hoic trong ti 1am bang kim loai. Nén c6 hé
thong chita chay ty dong t6t nhét 1a dung khi (vi nude c6 thé 1am hong mau tiéu ban
kho). Nén dat binh ctru hda ca nhan rai rac trong khu nha va ddi ngli can bg phai
duoc huan luyén dé sir dung hé thong chira chay nay.

Pam bao an toan cho thong tin luu giir cling hét strc quan trong. Nén thuong xuyén
copy céc file may tinh cap nhat vao dia (co thé mot ngay mot lan). Nhing can bd sur
dung cdc chuong trinh quan 1y dir liéu phtre tap nhu EMu (da dugc thao luén chi tiét
0 chuong 8) can phai c6 ky nang co ban vé may tinh dé co thé xem thong tin va hiéu
dinh h6 so mau.

Trach nhiém hop phdp va dao dirc nghé nghiép ) .
Bat ctr co quan nao luu gitt mau bénh c6 gia tri doi vai khoa hoc déu phai cé trach
nhiém hgp phap va dao dic nghé nghi¢p dé bao dam rang bd mau luén dugc quan

76



tam bao v€ va bao quan trong diéu kién t6t nhat. Vi vay, co quan luu giit miu phai
han ché t6i da viéc sir dung cac bién phéap k§ thuat khong c6 co sé khoa hoc, cac diéu
kién moi truong khong thich hop dé bao vé tiéu ban cho muc dich st dung hién tai va
tuong lai.

Co quan luu gitr nén de ra cac chinh sach va quy dinh bang vin ban vé viéc quan ly,
cham soc va sir dung mau bénh. Co quan luu gitr mau phai bao dam moi dleu kién t6t
nhit vé co s& vat chat, can bo co chuyén mén cho viée luu gitr lau dai mau bénh va
hd so ¢6 lién quan. Chinh pht mét s6 noi da nhan ra gia tri cta bd suu tip mau bénh
va thong qua mot s6 lut vé bao vé mau suu tap. Vi duy, phong mau DAR duoc bao
vé theo luat vé mau khoa hoc nong nghiép Agricultural Scientific Collections Trust
Act 1983 (NSW).
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