BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0025649

GO1IN 21/78; GOIN 21/77; GOIN 1/28;  (13) B

7
GD™ GoiN 142

(21) 1-2016-00236 (22) 16/07/2013

(86) PCT/CN2013/079470 16/07/2013 (87) WO 2014/201744 A1 24/12/2014

(30) 201310244391.7 19/06/2013 CN

(45) 26/10/2020 391 (43) 25/03/2016 336A

(73) GUANGDONG ENTOMOLOGICAL INSTITUTE (CN)
No. 105, Xingang Road West, Haizhu District, Guangzhou City, Guangdong
Province, China 510260

(72) RUNQIAN MAO (CN); YUHONG ZHANG (CN); JIHUAN ZHENG (CN);
ZHIPING PAN (CN); JINCHENG QUAN (CN); MINGDU HUANG (CN).

(74) Céng ty C6 phan Tu van ENCO (ENCO CONSULTANCY CORP.)

(54) PHUONG PHAP CHAN DOAN NHANH BENH VANG LA GAN XANH TREN
CAY HQ CAM QUYT

(57) Séang ché dé cap dén phuong phap chan doan nhanh bénh vang 14 gan xanh trén ciy
ho cam quyt. Theo sang ché, do chinh xac cua viéc chan doan bénh vang 14 gin xanh trén
cdy ho cam quyt duoc cai thién dang ké theo cach thirc sau: loai bo tac dong cua tinh bot
con sot lai béng cach loai bo mot cach co hi¢u qua tinh bdt con sot lai dugce chira trong 14;
loai bo tac dong cua chat diép luc béng cach loai bo mdt cach c6 hi€u qua chét diép luc; va
lam hién mau tryc tiép trén 14 thay vi tron va nghién 14 trong nudc, dé tranh van dé vé do
chinh xac ctia phan tng hién mau duoc tién hanh bang cach tron 14 véi nude c6 kha ning
bi anh hudng do tinh bot khong hoan tan dugc trong nude. Do do, dat dugc su chan doan
nhanh bénh vang 14 gan xanh trén cay ho cam quyt véi mic do chinh xac cao, cung cip
phuong tién phat hién hiéu qua dé kiém soat bénh vang 14 gan xanh trén cay ho cam quyt
va mang lai lgi ich cho viéc kiém so4t bénh vang l4 gan xanh trén cay ho cam quyt.
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Linh vwe k§ thuit dwgc dé cip

Sang ché thudc linh vyc kiém soét bénh trén cay ho cam quyt, va cu thé Ia

phuong phép chin doan nhanh bénh vang 14 gan xanh trén cdy ho cam quyt.

Tinh trang k§ thuit clia sang ché

Trung Quéc 1a mdt trong nhing qubc gia trong ciy ho cam quyt 16n nhét,
va nganh cdy ho cam quyt la by phan chu lyc cia nganh ndng nghi€p Trung
Qudc, chiém mét vi tri rit quan trong trong nén kinh t& nong nghiép va déng
mdt vai trd rit quan trong trong viéc gia ting thu nhap clia ndng dan, tao cong &n
viéc lam va x4y dung ndng thon x& hoi chii nghia méi. Cac loai dich bénh va sau
bénh trén cay ho cam quyt 13 nhimg trd ngai 16n ddi véi su phét trién cia nganh
cdy ho cam quyt, trong d6 nghiém trong nhét 13 bénh vang 14 gan xanh trén cay
ho cam quyt ma dugc biét dén 13 “bénh ung thu” ctia ciy ho cam quyt nay. Vi
su phat trién nhanh ciia nganh cdy ho cam quyt, sy xuit hién va thiét hai gay ra
bdi bénh vang 14 gan xanh trén cay hg cam quyt tréd nén ngay cang nghiém trong.
Bénh nay 13 mot bénh 14y nhiém trén thuc vat véi tdn hai 16n, vé6i giai doan dich
bénh kéo dai, pham vi nhiém bénh réng va ty 1é nhiém bénh cao, dan t6i viée
cdy ho cam quyt & hiu hét cac khu vuc cia Trung Qudc ¢ tudi tho ngén, san
luong thip va chi phi san xut cao, va dan t6i thiét hai kinh t& hing nam 1én t&i
hang ty d6 la, han ché va can tré nghiém trong téi sy phét trién clia nganh cay ho

cam quyt & Trung Québc va thdm chi toan thé gi6i.

Céc két qua nghién ctru d3 ching minh ring tac nhan gy bénh vang 14 gan
xanh trén cdy ho cam quyt trong vudn chii yéu dugc truyén qua riy chdng canh
hai cdy ho cam quyt (Diaphorina citri). Vi vy, dé kiém soat bénh vang 14 gan

xanh, van dé cot 161 1a kiém soat ray chong cénh trén cay ho cam quyt va giam
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thiéu sb luong quén thé riy chdng canh trén cdy ho cam quyt trong vudn. Vién
Cén tring hoc Quang Pong d thuc hién mot nghién ciru trong ddi chuyén sau
vé riy chdng canh trén cdy ho cam quyt va bénh vang 14 gdn xanh trén cay ho
cam quyt, va d3 ndp don yéu cau cip bang doc quyén sang ché c6 tén “Phuong
phép kiém soat riy chdng canh va bénh vang 14 géan xanh trén ciy ho cam quyt

trong vudn cdy ho cam quyt” véi s don CN 201310049098.6.

Tuy nhién, van d& chinh trong viéc kiém soat bénh vang 14 gan xanh & thoi
diém hién tai 13 yéu cau k¥ thuat cao va cc kho khin trong viée 4p dung. Chia
khéa ctia vin @& nim & chd do k§ thuat chin doan va phat hién khong thé bt kip,
nén nhitng ngudi ndng dan khong biét ring ciy ho cam quyt cia ho da bi nhidm
bénh vang 14 gan xanh, vi vay ho khong tién hanh cac bién phép chu dong. Do
d6, dé kiém so4t bénh vang 14 gin xanh trén cay ho cam quyt, kh6 khin vé k¥
thuat dit ra nhu cau cp thiét phai phat trién mot ki thuat chén doén va phat hién
cho két qua nhanh va dé thuc hién.

Gan day, k§ thuat chan doan va phat hién chi yéu bao gbm chén doéan céc
du hiéu nhan biét va triéu ching trong vudn thong qua cdy chi thi, chdn doan
thong qua viéc phat hién dudi kinh hién vi dién t&, chin doan thong qua viéc
phat hién vé mién dich, chin doan thong qua viéc phat hién phan ti axit nucleic
va phuong phap chin doén trén co sé phan Ung cla iot vé6i tinh Bc}t (Zhang
Liping, 2009), trong d6 k¥ thuat PCR 1a k¥ thuat chi dao & thoi diém hién tai
(Deng Xiaoling et al., 1999; Wang Zhongkang et al., 2004; Meng Xiangchun et
al., 2007). Phuong phép chin doan trén co s& phan tng cua iot véi tinh bdt cd
ngudn gdc nhu sau. Schneider (1968) phat hién ra rang 14 bji nhiém bénh vang 14
gan xanh trén cy ho cam quyt c6 ham lugng tinh bot rat cao, va vao nim 2002,
bang céach str dung phuong phap mé hoc, Masatoshi Onuki d4 chtng minh réng
c6 mot sb lwong 16n cac hat tinh bdt duge tich tu trong 14 cdy ho cam quyt bi
nhiém bénh vang 14 gan xanh trén cdy ho cam quyt. Le Thi Thu Hong va
Nguyen Thi Ngoc Truc (2003) sau d6 di xay dung k¥ thudt chin doan bénh
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vang 14 gin xanh trén cay ho cam quyt thong qua phan g iot, véi nhitng diém
chinh nhu sau: (1) thu thap 14 cé cac dic diém cua bénh vang 14 gin xanh trén
cdy ho cam quyt vao budi sang, khong thu thip cac 14 & phia bén trong, 14 bi
cudn, 14 mém, canh, qua va r&; (2) ldy 1 g 14, trén véi 2 ml nuée cét va nghién;
(3) nho thém 2 pL dung dich hdn hop cia 14 va nuéc 1én tAim mang phan tmg
(NCM, mang Nitroxenluloza), va sau 5 phut nho thém 2 pL dung dich iot 1én
mAu trén mang phan tng; va (4) quan sat su thay ddi mau séc cta 14 dé thu nhén
két qua, trong d6 néu phan tmg 4m tinh x4y ra, mau sic s& khong thay ddi, néu
phan tng duong tinh xay ra, mau sic s& chuyén sang xanh da troi. Tai Nhat Ban,
TAKUSHI (2007) da do dugc ham lugng cua tinh bt trong 14 cdy ho cam quyt
nhiém bénh vang 14 gan xanh trén cay ho cam quyt 1a 400-500 mg/kg, trong khi
d6 ham lugng cua tinh bt trong 14 binh thuong 1a 85,6 mg/kg, va da xay dung
mdt k¥ thudt chan doan nhanh. Trong k§ thuét ndy, céc tic gia d3 1am xudc bé
mit cla 14 bing gidy nham 20 14n, sau d6 dat gidy nham vao thi nhya, va thém
25 pL dung dich iot vao thi ndy d& 1am hién mau. Tai Malaysia, Lily Eng (2007)
da 13p lai phuong phap néu trén bing cach st dung loai gidy nhém khac. Tai
Trung Qudc, Zhang Liping et al. (2009) d3 13p lai k¥ thuét nay theo cac budc
sau: nghién méu tir cdy ho cam quyt bj nhim bénh d3 thu thap dugc; thém vao
mot lugng nudce tinh khiét vira du; sau @6 nhé 4 uL dung dich hdn hop cta 14 va
nuéc 1én trén mang phan tmg, va sau 5 phut, bd sung mét lugng dung dich iot
vira di va quan sat su thay d6i mau sic, trong d6 sy dong nhét gitta két qua thi

nghiém va két qua theo k¥ thuat PCR dat 93,3%.

Qua cac nghién ciru, tic gia sang ché nhan thiy ring k¥ thuat thay di mau
tinh bot khong dugc ung dung rong rii 1a do cic nguyén nhan sau: (1) do miu
dugc thu thap vao budi sang, sy tac dong clia tinh bdt c6 trong 14 binh thudng
khong thuc sy dugce loai bé, trong khi d6 d6i Iic do cac nhan t6 moi truong, tinh
bot dugc tich tu do sy quang hop cia 14 binh thudng khéng duge van chuyén

vao bubi t6i va do d6 tinh bot bj tdn du trong 14 binh thudng vao budi sang; (2)
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do chét diép luc khong dugc loai bod bf‘?mg k¥ thuét néu trén, su tac dong cia chét
diép luc c6 thé xay ra trong qud trinh hién mau va c6 thé anh huéng dén su
chinh xé4c ctia viéc chin don va phat hién; va (3) trong k¥ thuét chin do4n néu
trén, 14 can duoc trén véi nude dé nghién, nhung tinh bt khdng hoa tan duogc
trong nudc, vi vdy su chinh xac cia phdn Ung hién mau khi 14 dugc tron véi

nudc bi anh hudng.

Ban chit ky thuit cia sang ché

Muc dich ctia sang ché 13 d& xuit phwong phép chin doan nhanh bénh vang
14 gln xanh trén cdy ho cam quyt mét cach don gian, nhanh va c6 do chinh xac
cao. Phuong phap chin doan nhanh bénh vang 14 gn xanh trén cay ho cam quyt

theo séng ché bao gom cac budc:

a. xtr 1y trong tdi: boc 14 can phét hién trong tGi mau den, lam kin tdi va tién
hanh xir 1y trong t6i trong 12 dén 24 gid dé thu dwoc 14 d& duoc xtr Iy trong t6i;
hozc thu thap canh cay ho cam quyt cin phat hién, dwa canh cdy ndy vao trong
nha va ngdm canh cdy trong nudc, sau d6 boc 1a cta canh cay trong tii mau den
hodc dit canh cay trong phong tdi dé tién hanh xi 1y thiéu sang trong 12 dén 24
gio, va sau d6 thu thap 14 dé thu duogc 14 dd dugc xir Iy thiéu sdng; hodc trude
khi mit trdi moc, thu thap 14 cdy ho cam quyt dd dé qua dém can phat hién lam

14 d3 duoc x1r Iy trong t6i;

b. xir 1y cép dbng 14: xén 14 di duogc xir 1y trong t6i, trong d6 14 duge xén it
nh4t & mdt bén clia gén chinh tir vién 14 doc theo dudng gan phu hudng t6i gan
chinh va t6i khi cham t6i gan chinh, ma khong cét dit gan chinh, dé xén 14
thanh cac dai 14 manh, va sau d6 cdp dong cac dai 14 manh dudi nhiét d6 ndm
trong khoang tir -4 dén -15°C trong 12 dén 24 gid dé thu dugc 14 d3 duoc cép
dong; hodc cip dong 14 d duoc xir Iy trong t61 dudi nhiét d6 ndm trong khoang
tir -4 dén -15°C trong 12 dén 24 gid, sau d6 xén 14, trong d6 14 duge xén it nhat

& mdt bén clia gan chinh tir vién 14 doc theo dudng gin phu hudng t6i gan chinh
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va t6i khi cham t&i gan chinh, ma khéng cét dit gan chinh, dé xén 14 thanh cac

dai 14 manh, va bing cach d6 thu dwoc 14 da dwoc cip dong.

c. tAy mau 14: dt 14 d4 duoc cip dbng vao dung dich tAy mau diép luc cho
dén khi dai 14 méanh cua 14 chuyén sang mau tréng, va sau d6 1iy dai 14 manh ra

dé thu duoc 14 d3 duoc tdy mau; va

d. phat hién qua sy hién mau: nhoé thém dung dich hién mau tinh b6t 1én dai
14 manh di duoc téy mau, va sau dé quan sat su thay dbi mau cua 14, trong do
néu 14 chuyén sang mau xanh da trdi, suy ra ring 14 cdy ho cam quyt can phat
hién 13 14 d bi nhiém bénh vang 14 gan xanh, va néu mau cta l4 khéng thay ddi,
thi 1a d6 1a 14 binh thuong.

Dung dich tdy mau diép luc 12 dung dich c¢6 kha ning loai b6 diép luc, va
t8t hon 13 axeton, rugu etylic, benzen, metyl benzen, dimetyl benzen hodc céac

dung mo6i hitu co khac, hodc hon hop cia ching.

Dung dich hién mau tinh bt 14 dung dich cho phép hién mau tinh bot, va
t5t hon 14 con iot, dung dich kali iodua, ho3c polyvinylpyrolidon-iot.
Dai 14 méanh t6t hon 13 dai 14 méanh c6 chiéu rong 1 mm.

Theo sang ché, théng qua viéc xtt Iy trong tdi, tinh bt tich tu trong 14 binh
thuong duoc van chuyén, va vi vay khong con tinh bét tich tu trong 14. Nguoc
lai, d6i v6i 14 nhidm bénh vang 14 xanh trén cdy ho cam quyt, do mach ray bi
chan lai, vi vay tinh bot khong thé dugc van chuyén va dugc tich tu trong 14, su
tac dong cua tinh bot duge chira trong 14 binh thudng c¢6 thé duoc loai bé hoan

toan qua viéc xur ly trong t6i va do d6 d¢ chinh xac duogc cai thién.

Viée xir Iy cAp déng 14 chii yéu nham loai bé chit diép luc, trong khi trong
cac giai phap k¥ thuat da biét, chat diép luc khong duoc loai bo hoan toan va do
dé cé su tac dong cua chét diép luc dén sy hién mau, diéu nay cling &nh hudng
dén d6 chinh x4c ctia viéc chin doan va phat hién. Theo séang ché, véi viée xtt Iy

cAp dong, qua trinh pha v& mang t& bao duge ddy nhanh do su thay dbi nhiét do

-6-
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dot ngot, va do d6 thoi gian 1am tiéu va tiy tring chit diép luc duoc rat ngén; va
hon nita 14 dugc xén thanh cac dai 14 manh dé ting tdc qua trinh lam tiéu diép
luc, nhung 14 khong bi cit hoan toan dé gilt hinh dang cua 14, tao diéu kién cho
céc budc tiép theo. Cac bude néu trén ting tdc qua trinh lam tidu chét diép luc,

va tao diéu kién lam tiéu chét diép luc hoan toan dé loai bé chét diép luc.

Qua trinh téy mau 14 duoc thuc hién nhu sau: hoa tan va chiét chit diép luc
chira trong 14 biang dung dich tdy mau diép luc cho dén khi 14 chuyén sang mau
tréng, dé loai bo hoan toan chét diép luc va tranh anh huéng bt ky dén d6 chinh
xé4c cla viéc chin doan va phat hién giy ra boi tac dong tir sy ¢6 mit clia chét
diép luc.

Viéc phat hién thong qua sy hién mau duoc tién hanh bing cach 4p dung
nguyén tic 14 nhiém bénh vang 14 gan xanh trén cdy ho cam quyt gidu tinh bot,
ma chuyén thanh mau sang xanh da troi khi c6 mit iot, trong khi 14 binh thuong
khong chira tinh bot va do d6 mau sic khong thay dbi. Vi vay, c6 thé xac dinh
duoc 14 cAn phét hién c6 phai 1 14 nhiém bénh vang 14 gan xanh trén cdy ho cam
quyt hay khéng bing cach tién hanh chin doan va phat hién trén 14 dugc tdy mau
néu trén bang dung dich hién mau tinh bot.

Nhitng su khac biét giita phuong phap chin doén nhanh bénh vang 14 gan
xanh trén ciy ho cam quyt theo sang ché va phwong phép di biét dugc thé hién

trong Bang 1:

Bang 1
Noi dung k¥ thuat | K§¥ thudt hién mau da Sang ché
biét
Nghién 14 Bit budc Khéng bét bude
Xt Iy trong tdi Khéng Cé
Ty mau (loai bé chét Khong Cé
diép luc)
Hinh dang 14 O dang huyén phti sau| L4 duoc xén thanh dai 14 manh
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Noi dung k§ thuat | K§ thuat hién mau di Sang ché
biét
khi nghién nhung gén chinh ¢ gitta khong bi

cit dut dé gitt nguyén hinh dang 14

biéu kién hién mau |Sy thay hién mau dugc| Sy hién mau dugc tién hanh truc

tién hanh trén mot tiép trén 14
mang phan ing
Sur dong nhét véi k¥ 93,3% 99,9%

thuét phat hién PCR

Theo séng ché, d6 chinh x4c cia viéc chin doan bénh vang 14 gan xanh trén
cay ho cam quyt dugc cai thién déng ké theo cach thirc sau: loai bo tic dong cua
tinh bot con sét lai bang cach loai bé mot cach c6 hidu qua tinh bot con sét lai
dugc chira trong 14; loai bd tdc dong cua chét diép luc bang cach loai bé mot
cach c6 hiéu qua chét diép luc; va viéc lam hién mau dugc tién hanh truc tiép
trén 14 thay vi bing céach tron va nghién 14 trong nuéc, dé tranh van dé vé do
chinh xé4c ctia phan tmg hién mau dugc tién hanh bang cach tron 14 véi nude c6
kha nang bi &nh hudng do tinh bot khong hoa tan dugc trong nude. Do do, dat
dugc su chin doan nhanh bénh vang 14 gan xanh trén cdy ho cam quyt voi muc
d6 chinh x4c cao, ma cung cip phuong tién phat hién hiéu qua dé kiém soat
bénh vang 14 gan xanh trén cdy ho cam quyt va mang lai loi ich cho viéc kiém

soat bénh vang 14 gan xanh trén cdy ho cam quyt.
M0 ta viin tit cac hinh vé

Hinh 1 13 so dd gian lugc cia ba trudng hop ma 14 bi xén thanh céc dai 14
manh, trong do A thé hién truong hop 14 chi bi xén & mdt bén cia gan chinh, B
thé hién trudng hop 14 bi xén & ca hai bén ctia gan chinh; va C thé hién trudng
hgp mot bén cia 14 bi loai bo, va bén con lai bi cat;

Hinh 2 13 so dd thé hién két qua chin doan cua phuong 4n 1;

Hinh 3 12 so db thé hién két qua chin doan ciia phwong 4n 2;



25649

Hinh 4 1a so d6 thé hién két qua chan doan ctia phuong 4n 3;
Hinh 5 13 so d6 thé hién két qua chin doan ctia phuong an 4;
Hinh 6 13 so d6 thé hién két qua chin doan ctia phuong an 5;
Hinh 7 14 so d thé hién két qua chin doén ciia phuong 4n 6; va
Hinh 8 13 so dd thé hién két qua chin doan cta phuong an 7.
MO ta chi tiét sing ché
Céc phuong an sau ddy dugc dua ra nhdm muc dich minh hoa mét cach chi

tiét hon vé sang ché, va khong nham muc dich gigi han pham vi cia sang ché.

Phuong an 1: chin doan va phat hién bénh vang 14 gin xanh trén cam dudng

Phuong an dugc thyc hién tai Vuon cay hg cam quyt La Cuong (Luogang)
& Quang Chau. Viéc xir 1y trong t6i dwoc tién hanh lac 10:00 ngdy 12 thang 4
nim 2013 [l4 cta cdy cam dudng cn phat hién (14 cin phat hién 13 14 d3 bi
nhidm bénh vang 14 gan xanh, d4 dugc chin doan thong qua phuong phép phat
hién bang phan tir axit nucleic) dugce boc trong tii nhua mau den, va sau d6 tdi
nay duoc 1am kin bang kep]. Luc 9:30 séang ngay 13 thang 4, cac 14 d3 dugc xir
ly trong t6i dugc thu thap, dit vao thi nhya mau den va dua vao trong nha. Lic
4:00 chiéu, cac 14 nay duoc Xe’n thanh céc dai manh véi chidu rong 1 mm & trong
nha (mdi 14 duoc xén & mot bén clia gan chinh tir vién 14 doc theo dudng gan
phu huéng t6i gan chinh va téi khi cham t6i gan chinh, ma khong cét dit gan
chinh, dé xén 14 thanh c4c dai 14 manh vé6i chidu rong 1 mm nhu duogc thé hién
trén Hinh 1A), va sau d6 cac 14 dugc cip dong trong ngin cip dong cua ti lanh
tai nhiét 6 -10°C. Liic 8:00 sang ngdy 14 thang 4, cac 14 d3 dugc cip dong duge
dua ra ngoai va dua vao trong cic éng nghiém, va sau d6 25 ml dung dich tay
mau diép luc (axeton) dugc thém vao mdi éng nghiém, trong do trong qua trinh
thém vao, 6ng duoc lic 2-3 14n. Lic 3:00 chiéu ngay 14 thang 4, cac dai 1a manh
d3 dbi sang mau tring, dung dich tiy mau dwoc db ra khéi éng dé thu duoc cac

14 d& duoc tdy mau, va sau d6 dung dich hién mau tinh bdt (con iot) dwoc nho

-0
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tryc tiép 18n trén céc dai 14 manh cia 14 d3 duoc tdy mau dé tién hanh chan doén
bing cach quan sét sy thay d6i mau cua 14. Két qua dugc thé hién trén Hinh 2,
trong d6 trén Hinh 2, A 12 14 cén phat hién trong phuong 4n nay, va B 13 14 binh
thuong khong bi nhiém bénh vang 14 gan xanh trén cdy ho cam quyt d3 dugc
chimg minh bing céc k¥ thuat da biét. Trén Hinh 2, c6 thé thiy ring sau khi 13
(A) can phat hién trong phuong 4n nay duoc 1am hién mau, dai 14 manh chuyén
sang mau xanh da trdi, cho thdy 14 (A) can phat hién dugc xac dinh 13 d3 bi
nhiém bénh vang 14 gin xanh trén cdy ho cam quyt; va mau cta 14 binh thuong
(B) khéng thay dbi, cho thdy 14 (B) duoc xé4c dinh 13 14 binh thuong khong bi
nhiém bénh vang 14 gan xanh trén cay ho cam quyt. Két qua phat hién nay dong
nhét v6i két qua phat hién thu dugc bing cich chin doin bang phuong phap

phat hién théng thudng bing phan tir axit nucleic.
Phuong 4n 2: chin doan va phét hién bénh vang 14 gin xanh trén cam Mashui

Phuong 4n dugc thyuc hién tai Vuon cdy Yangchun. Viée xir 1y trong tdi
duoc tién hanh lac 3:00 chidu [l4 cia cam Mashui can phat hién (14 cAn phat
hién 13 14 d3 bi nhi®m bénh vang 14 gan xanh, di duoc chin doan théng qua
phuong phap phat hién bing phan tir axit nucleic) duge boc trong tii nhya mau
den, va sau d6 tai nay dugc lam kin bang kep]. Budi sang hom sau, cac 14 da
duoc xit 1y trong tdi duogc thu thap, sau d6 duoc cip déng trong ngin lanh cua th
lanh tai nhiét d¢ -15°C trong 12 gio. Sau do, cac 14 dugc xén thanh cac dai méanh
v6i chiéu rong 1 mm (mdi 14 duge cit & mot bén cua gan chinh tir vién 14 doc
theo duong gan phu hudng téi gan chinh va téi khi cham téi gan chinh, ma
khong cit dit gan chinh, dé xén 14 thanh céc dai 14 manh véi chiéu rong 1 mm
nhu duoc thé hién trén Hinh 1A), dé thu duoc 14 d3 duge cép dong. La da dugc
cép dong dugc tdy mau trong dung dich tdy mau diép luc (ruou etylic) trong 6
gi® va nhd d6 céc dai 14 manh chuyén sang mau tring. Céc 14 d3 duoc tdy mau
thu dugc bang cach db bd dung dich tdy mau va 13y 14 ra. Sau d6, dung dich hién

mau tinh b6t (dung dich kali iodua) dugc nho 1én phia trén cac dai 14 manh cia
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la da duoc téy mau dé thyc hién chin doan.

Két qua duoc thé hién trén Hinh 3, trong d6 trén Hinh 3, A 13 14 cAn phat
hién trong phuwong 4n nay, va B 13 14 binh thuong khong bi nhiém bénh vang 14
gan xanh trén cay ho cam quyt dd dugc chung minh bang k¥ thuat di biét. Co
thé thiy trén Hinh 3, sau khi 14 (A) cin phat hién trong phwong 4n nay dugc lam
hién mau, 14 dang dai méanh chuyén sang mau xanh da troi cho thy 14 (A) can
phét hién duoc xac dinh 13 14 bi nhiém bénh vang 14 gin xanh trén cdy ho cam
quyt; va mau cua 14 binh thuong (B) khéng dbi cho thiy 14 (B) dwoc xac dinh 13
14 binh thuong (B) khong bi nhiém bénh vang 14 gan xanh trén cdy ho cam quyt.
Két qua phat hién ndy ddng nhit vdi két qua phat hién thu dugc bang cach chén
doan bing phuong phap phat hién théng thudng bang phan tir axit nucleic.

Phuong 4n 3: chin doan va phét hién bénh vang 14 gan xanh trén cdy ho cam

quyt La Cuong

Phuong an dugc thyc hién tai Vudn cdy ho cam quyt La Cuong & quén La
Cuong, Quang Chau. Viéc xir ly trong tdi duoc tién hanh Iic 10:00 ngay 12
thang 4 nam 2013 [14 cda cdy ho cam quyt La Cuong can phat hién (14 cin phat
hién la llé d3 bi nhiém bénh vang 14 gan xanh, di dugc chin doan thong qua
phuong phép phat hién bang phan tir axit nucleic) duoc boc trong tii nhua mau
den, va sau d6 tai nay dugc 1am kin bing kep]. Lic 9:30 sang ngdy 13 thang 4,
cac la da duogc x1r ly trong tdi duoc thu thap, dugc dit vao tui nhya mau den va
dwa vao trong nha. Lic 4:00 chiéu ngdy 13 thang 4, céc 14 di dugc xir 1y trong
t8i dwgc xén & trong nha thanh cc dai manh vé6i chidu rong 1 mm (mdi 14 dugc
xén & mot bén clia gan chinh tir vién 14 doc theo dudng gan phu huéng téi gan
chinh va t6i khi cham t&i gan chinh, ma khong cit dut gan chinh, dé xén 14
thanh c4c dai 14 manh véi chidu rong 1 mm nhu duoc thé hién trén Hinh 1A), vi
sau d6 duoc cip dong trong ngin cdp dong cia ti lanh tai nhiét do -4°C. Luc
8:00 sang ngdy 14 thang 4, cac 14 d3 duoc cdp dong dugc dua ra ngoai va dua

vao trong cc dng nghiém, va sau dé 25 ml dung dich tdy mau diép luc (axeton)
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duoc thém vao mdi dng nghiém, trong d6 trong qué trinh thém vao, éng dugc
14c 2-3 14n. Luc 3:00 chidu ngay 14 thang 4, cac dai 14 manh d6i sang mau tring,
dung dich tdy mau dwoc db ra khéi éng dé thu dugc cac 14 di dugc tdy mau, va
sau d6 dung dich hién mau tinh bt (cdn iot) dugc nho truc tiép lén trén cac dai
14 manh cua 14 d3 duoc tdy mau dé tién hanh chin doén bang céch quan sat su

thay doi mau cua la.

Két qua duoc thé hién trén Hinh 4, trong d6 trén Hinh 4, B 13 14 cAn phat
hién trong phuong 4n ndy, va A 13 14 binh thuong khong bi nhiém bénh vang 14
gan xanh trén cdy ho cam quyt da dugc ching minh bing cac k§ thuat da biét.
Trén Hinh 4, c¢6 thé thiy ring sau khi 14 (B) cin phat hién trong phuong 4n nay
duoc 1am hién mau, 14 dang dai méanh chuyén sang mau xanh da trdi, cho thiy 14
(B) can phét hién dugc x4c dinh 13 d bi nhiém bénh vang 14 gin xanh trén cay
ho cam quyt; va mau cuda 14 binh thuong (A) khong thay ddi, cho thay 14 (A)
duoc x4c dinh 14 14 binh thuong khong bi nhiém bénh vang 14 gn xanh trén cay
ho cam quyt. Két qua phat hién ndy ddng nhéit v6i két qua phat hién thu dugc
béng cach chin doan bing phuong phép phat hién thong thudng bing phan tir

axit nucleic.
Phuong an 4: chan doan va phat hién bénh vang 14 gan xanh trén cam ron

Phuong an dugc thuc hién tai vuon cdy cia Atoca Orange Limited tai Lac
Xuong, Thiéu Quan tir ngdy 15 d&én ngay 17 thang 5 nim 2013. Viéc xr Iy trong
t61 dugc tién hanh lac 5:00 chidu ngay 15 thang 5 (14 cla cdy cam rén can phat
hién dugc boc trong tui nhya mau den, va sau d6 tii ndy duoc 1am kin bang kep).
Luc 6:00 sang ngdy 16 thang 5, 14 (14 can phét hién 13 14 d& bi nhiém bénh vang
14 gAn xanh, d3 dugc chin doan théng qua phuong phap phét hién bang phan tir
axit nucleic) dad dugc xur ly trong t61 duoc thu thap, dugc dit vao tii nhua mau
den va dua vao trong nha (mAu dugc d& cap cach khu vuc trong nha 100 m). Sau
d6 14 duge cip dong trong ngin cép dong cua ta lanh tai nhiét d¢ -4°C trong 24

gi0, sau d6 dugc xén thanh cac dai manh véi chiéu rong 1 mm (moi 14 duge xén
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& mot bén cua gan chinh tir vién 14 doc theo dudng gan phu hudng t6i gan chinh
va t6i khi cham t6i gan chinh, ma khong cat dat gan chinh, dé xén 14 thanh céc
dai 14 manh véi chidu rong 1 mm nhu duoc thé hién trén Hinh 1A) dé thu dugc
14 d4 dugc cAp déng. Cac 14 di duoc cdp déng dugc dua vio trong céc bng
nghiém, va sau d6 25 ml dung dich ty mau diép luc (metyl benzen) dugc thém
vao mdi éng nghiém, trong d6 trong qua trinh thém vao, dng duge lac 2-3 lan.
Sau 10 gid, cac 14 dang dai manh dbi sang mau tring. Sau d6 cac 14 da dugc tiy
mau dugc thu thap bing cach d6 bd dung dich tdy mau va 13y 14 ra khéi 6ng. Sau
d6 dung dich hién mau tinh bt (cdn iot) duge nhé truc tiép 1én trén céc dai 14
manh cta 14 d3 dugc tAy mau dé tién hanh chin doan bing cach quan sét su thay
d6i mau ctia 14.

Két qua duogc thé hién trén Hinh 5, trong d6 trén Hinh 5, B va C 1 c4c 14
can phat hién trong phuong 4n nay, va A 13 14 binh thudng khong bi nhiém bénh
vang 14 gan xanh trén ciy ho cam quyt d& dwoc chimg minh bing cac k¥ thuat
d3 biét. Trén Hinh 5, c6 thé thdy ring sau khi cac 14 (B va C) can phét hién trong
phwong 4n nay d3 duoc 1am hién mau, céc 14 dang dai manh chuyén sang mau
xanh da troi, cho thiy céc 14 (B va C) cin phat hién dwoc x4c dinh 13 di bi
nhiém bénh vang 14 gan xanh trén cdy ho cam quyt; va mau cla 14 binh thudong
(A) khong thay dbi, cho thiy 14 (A) dwoc x4c dinh 1 14 binh thudng khong bi
nhidm bénh vang 14 gan xanh trén ciy ho cam quyt. Két qua phat hién nay dong
nhit v6i két qua phét hién thu duoc biang cach chin doan bing phwong phép
phéat hién théng thudong bang phén tir axit nucleic.

Phuong 4n 5: chin doan va phat hién bénh vang 14 gan xanh trén cam Hong
Giang

Phuong an dugc thuc hién tai Vuon cdy Qingping tai Liém Giang. Luc
1:00 chidu ngay 23 thang 5 nim 2013, canh cdy cam Hdng Giang can phat hién
dugc thu thap va dua vao trong nha. Canh cdy nay duoc ngdm trong nudc va dé

trong phong tdi. Luc 8:00 sing ngay 24 thang 5, 14 da dugc xit Iy trong t6i duoc
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thu tir canh c4y. Sau d6, 14 duoc cip dong trong ngin cip dong cla ti lanh tai
nhiét do -4°C trong 24 gid, sau d6 dugc cét thanh cic dai méanh véi chiéu rong 1
mm (mdi 14 duge cit & mot bén clia gan chinh tir vién 14 doc theo dudng gan phu
hudng t6i gan chinh va téi khi cham téi gan chinh, ma khong c4t dut gan chinh,
dé xén 14 thanh c4c dai 14 manh véi chidu rong 1 mm nhu duoc thé hién trén
Hinh 1A), dé thu duoc 14 d3 dugc clp dong. Céc 14 di dugc cip dong dugc dua
véo trong céc éng nghiém, va sau d6 25 ml dung dich tdy mau diép luc (metyl
benzen) dugc thém vao mdi éng nghiém, trong d6 trong qua trinh thém vao, éng
duoc 1ic 2-3 14n. Sau 6 gi0, cac la dang dai manh dbi sang mau tréng. Sau do,
dung dich tdy mau duoc db bd, va dung dich hién mau tinh bt (cdn iot) duge

nhoé vao @€ tién hanh chan doan bang cach quan sat sy thay d6i mau cua la.

Két qua duogc thé hién trén Hinh 6, trong d6 trén Hinh 6, A 13 14 cn phat
hién trong phwong 4n nay, va B 14 14 binh thudong khong bi nhiém bénh vang 14
gén xanh trén cdy ho cam quyt di dwoc chimg minh bing cac k§ thuat da biét.
Trén Hinh 6, ¢6 thé thy ring sau khi 14 (A) can phét hién trong phuong 4n nay
duge 1am hién mau, cdc 14 dang dai manh chuyén sang mau xanh da troi, cho
théy 14 (A) can phét hién duoc xac dinh 13 da bi nhiém bénh vang 14 gin xanh
trén cay ho cam quyt; va mau cia 14 binh thudong (B) khong thay d6i, cho thay 14
duoc x4c dinh 14 14 binh thudng khong bi nhiém bénh vang 14 gan xanh trén cay
ho cam quyt. K&t qua phat hién nay dong nhét véi két qua phét hién thu dugc
béng céch chin doan bing phuong phap phét hién thong thuong béng phan ti
axit nucleic.

Phuong 4n 6: chin doan va phat hién bénh vang 14 gin xanh trén cam ha

(summer orange)

Céc mau duge thu thap tir vuon cam ha & Bic Hai. Viée xir ly trong t6i
duoc thyc hién vao budi chidu ngay 25 thang 5 nim 2013 (14 ciia cAy cam ha cén
phat hién dugc boc trong tii nhya mau den, va sau dé tii ndy dugce lam kin béang
kep). Luc 7:00 sang ngay 26 thang 5, 14 da duoc xir 1y trong tdi (14 can phat hién
13 14 d3 bi nhiém bénh vang 14 gén xanh, d3 dugc chin doan thong qua phwong
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phap phat hién bing phén tir axit nucleic) dugc thu thdp. Sau d6 14 duoc cép
d6ng trong ngin cip dong cua tu lanh tai nhiét d6 -12°C. L4 dugc 14y ra lac 6:00
sang ngay 27 thang 5 va duoc cét thanh cac dai manh véi chidu rong 1 mm (mdi
14 duoc xén & mét bén cia gan chinh tir vién 14 doc theo dudng gan phu huéng
t6i gan chinh va t6i khi cham t6i gan chinh, ma khong cit dit gan chinh, d& xén
14 thanh céc dai 14 manh véi chidu rong 1 mm nhu dugc thé hién trén Hinh 1A)
dé thu duoc 14 d3 duoc cip dong. Céc 14 di duoc cip dong duoc dua vio trong
céc 6ng nghiém, va sau d6 25 ml dung dich tdy mau diép luc (metyl benzen)
duoc thém vao mdi dng nghiém, trong d6 trong qué trinh thém vao, éng dugc
l4c 2-3 1an. Luac 12 gid trua, cac 14 dang dai manh d6i sang mau tring. Sau d6
dung dich hién mau tinh bdt (con iot) dugc nhé truc tiép 1én trén cac dai 14 manh
ctia 14 d3 duoc tAy mau dé tién hanh chin doan bing cach quan sét su thay doi
mau cua la.

Két qué dugc thé hién trén Hinh 7, trong d6 trén Hinh 7, A la la can phat
hién trong phuong 4n ndy, va B 13 14 binh thudng khéng bi nhiém bénh vang 14
gan xanh trén cay ho cam quyt di duoc ching minh bing cac k¥ thuét d3 biét.
Trén Hinh 7, c6 thé thiy ring sau khi 14 (A) can phat hién trong phwong 4n nay
dugc lam hién mau, céc 14 dang dai manh chuyén sang mau xanh da trdi, cho
thdy 14 can phat hién dugc x4ac dinh 13 di bj nhi®m bénh vang 14 gin xanh trén
cay ho cam quyt; va mau cta 14 binh thuong (B) khong thay dbi, cho thiy 14
duge xac dinh 13 14 binh thuong khong bi nhiém bénh vang 14 gan xanh trén cay
ho cam quyt. Két qua phat hién nay dong nhét vé6i két qua phat hién thu duoc
bing cach chin do4n biang phwong phap phat hién théng thuong bing phan tir
axit nucleic.

Phuong 4n 7: chén doan va phat hién bénh vang 14 gan xanh trén ciy ho cam

quyt Gonggan

Canh cdy ho cam quyt Gonggan cin phat hién dugc thu thap tir vuon cay
ho cam quyt tai Dic Thanh ngay 29 thdng 5 nam 2013 va dugc dua vao trong

nha. Canh cdy nay dugc ngdm trong nudc va 14 dugc boc trong tii nhya mau

-15-



25649

den d& xr Iy trong tdi trong 24 gidy, dé thu dwoc 14 d3 dugc x 1y trong t6i (14 cin
phat hién 13 14 d& bi nhi®m bénh vang 14 gin xanh, d3 duoc chin doan théng qua
phuong phap phat hién bang phan tir axit nucleic). Sau d6 lac 6:00 sang ngay 20
thang 5, 14 d3 duogc xir Iy trong 61 duogc cAp dong trong ngin cip dong cua ti
lanh tai nhiét d6 -10°C trong 14 gi0, sau d6 lac 8:00 sang ngay 31 thang 5, 14
duge cét thanh cac dai manh véi chiu rong 1 mm (mdi 14 duoc xén & mot bén
ctia gan chinh tir vién 14 doc theo duong gan phu huéng t6i gan chinh va t6i khi
cham t6i gan chinh, ma khéng cit dat gan chinh, d xén 14 thanh céc dai 14 manh
vé6i chiéu rong 1 mm nhu duogc thé hién trén Hinh 1A), dé thu duoc 14 da dugc
cAp dong. Céc 14 da duoc clp dong duoc dua vao trong cac dng nghiém, va sau
d6 25 ml dung dich tdy mau diép luc (metyl benzen) dugc thém viao mdi bng
nghiém, trong d6 trong qué trinh thém vao, dng dugc 1ic 2-3 14n. Lac 3:00 chiéu,
c4c 14 dang dai méanh dbi sang mau tring va do d6 thu dugc 14 da duoc tiy mau.
Sau d6 dung dich hién mau tinh bot (con iot) duge nhé truc tiép 1én céc dai 14
manh cta 14 d3 dugc tAy mau dé tién hanh chén doan bang cach quan sat sy thay
dbi mau cua 4.

Két qua duoc thé hién trén Hinh 8, trong d6 trén Hinh 8, B 13 14 can phat
hién trong phuong 4n nay, va A 13 14 binh thudng khéng bi nhiém bénh vang 14
gan xanh trén cdy ho cam quyt d& duoc ching minh bing céc ky thuat da biét.
Trén Hinh 8, c¢6 thé thy ring sau khi 14 (B) cn phét hién trong phuong 4n nay
duoc lam hién mau, cac 14 dang dai manh chuyén sang mau xanh da troi, cho
thiy 14 cAn phét hién dugc x4c dinh 13 d4 bi nhidm bénh vang 14 gan xanh trén
cdy ho cam quyt; va mau cua 14 binh thudng (A) khong thay dbi, cho thiy 14 (A)
duoc x4c dinh 13 14 binh thudng khéng bi nhiém bénh vang 14 gin xanh trén ciy
ho cam quyt. Két qua phét hién nay dong nhét voi két qua phat hién thu duge
bang cach chin do4n bing phuong phép phat hién théng thuong bang phén tir

axit nucleic.
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YEU CAUBAO HO

1. Phuong phép chin doan nhanh bénh vang 14 gn xanh trén cdy ho cam quiyt,

trong d6 phuong phép nay bao gdm cac budc:

a) xtr ly trong t6i: boc 14 ciy ho cam quyt cin phét hién trong tii mau den,
13m kin ti va tién hanh x@ 1y trong t6i trong 12 dén 24 gid dé thu duogc 14 da
duoc xir Iy trong ti; hodc theo cach khac, thu thdp canh ciy ho cam quyt cin
phat hién, dua canh cdy nay vao trong nha va nhiing vao trong nudc, sau dé boc
14 trén canh ndy trong tai mau den hodc dit canh ciy trong phong t6i dé tién
hanh xir 1y trong tdi trong 12 dén 24 gid, va sau d6 thu thap 14 dé thu duogc 14 da
duoc xur Iy trong tdi; hodc theo cach khac, trudc khi mét trdi moc, thu thap 14

cay ho cam quyt can phat hién d3 dé qua dém lam 14 d& duoc xi 1y trong t6i;

b) xir Iy cAp déng la: cit 14 d& duoc xtt 1y trong t6i, trong d6 14 duoc xén it
nhét & mot bén cua gan chinh tir vién 14 doc theo dudng gan phu hudng téi gan
chinh va t&i khi cham t6i gan chinh, ma khong cét dit gan chinh, d& xén 14
thanh cac dai 14 manh, va sau dé cép dong céac dai 14 manh tai nhiét do nam
trong khoang tir -4 dén -15°C trong 12 dén 24 gid dé thu duoc 14 d& duoc cép
déng; hodc cip dong 14 da dugc xir Iy trong t6i tai nhiét d6 ndm trong khoang tir
-4 dén -15°C trong 12 dén 24 gid, sau d6 xén 14, trong d6 14 duoc xén it nhét &
mdt bén cla gan chinh tir vién 14 doc theo dudng gin phu hudng téi gan chinh
va téi khi cham t6i gan chinh, ma khéng cét dit gan chinh, dé xén 14 thanh cac
dai 14 manh, va bing cach d6 thu duoc 14 da dugc cip dong;

¢) tAy mau l4: dit 14 da duoc clp dong vao trong dung dich tdy mau diép
luc cho dén khi cac dai 14 manh chuyén sang mau tring, va sau d6 ldy 14 ra dé
thu duoc l1a da téy mau; va

d) phat hién qua sy hién mau: nhé thém dung dich hién mau tinh bdt 1€n
trén dai 14 da duoc tdy mau, va sau dé quan sét sy thay d6i mau cua 14, trong d6

néu 14 chuyén sang mau xanh da trdi, cho thiy 14 cdy ho cam quyt cn phat hién
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13 14 d3 bi nhi®ém bénh vang 14 gn xanh trén cdy ho cam quyt, va néu mau 13
khéng thay ddi, 14 nay 1a 14 binh thuong.

2. Phuong phép chén doan nhanh bénh vang 14 gin xanh theo diém 1, trong d6
dung dich téy mau diép luc 1a axeton, rugu etylic, benzen, metyl benzen hodc
dimetyl benzen, hodc hdn hop ciia ching.

3. Phuong phép chin doan nhanh bénh vang 14 gin xanh trén ciy ho cam quyt
theo diém 1, trong d6 dung dich hién mau tinh bdt 13 cdn iot, dung dich kali

iodua hodc polyvinylpyrolidon-iot.

4. Phuong phép chin doan nhanh bénh vang 14 gan xanh theo diém 1, trong d6

cac dai 1a manh 1a cac dai 14 manh c6 chiéu rong 1 mm.
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