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QUY CHUAN KY THUATQUOC GIA
VE QUY TRIiNH GIAM BINH BENH PHAN DEN LUA MY
Tilletia indica Mitra LA DICH HAI KIEM DICH THU'C VAT

CUA VIET NAM

National technical regulation on Procedure for identification
of Karnal bunt of wheat (Tilletia indica Mitra) -
Piant quarantine pest of Vietham

| . QUY D|NH CHUNG
1.1. Pham vi didu chinh

Quy chuén nay quy dinh quy trinh gidm dinh bénh phan den fia my
Tilletia indica Mitra - 12 dich hai kiém dich thie vat nhom | ¢lia Viét Nam
1.2. D8l twong ap dung

Quy chuén nay ap dung déi véi cac b chive, ca nhan Viét Nam hodc
nréc ngoai ¢o hoat dong lién quan dén linh vyrc bao vé va kiém dich thyre
vat thirc hién gidm dinh bénh phan den ia my Tilletia indica Mitra - ia dich
hai kiém dich thuc vat (KDTV) nhom | thude Danh muc dich hai KDTV clia
Viét Nam.

1.3. Giai thich tir ngir

Trong quy chuén nay, cac tir nglr durdi day dwoc hidu nhw sau:
1.3.1. Dich hai kiém dich thwc vat (plant quarantine pest):

La foai dich hai co nguy co gay hai nghiém trong tai nguyén thuc vat
trong mét viing ma & dé loai sinh vat ndy chwa xuat hién hodc xudt hign co
phan b hep va phai duoc kiém soat chinh thire.

1.3.2. Thyre vét (plant):

La cay va nhirng b0 phén cia cay con séng, ké ca hat giéng va sinh
chat ¢6 kha néng lam giéng.
1.3.3. Miu (sample):

La khéi ivgng thye vat, san pham thire vat hodc tan dw ciia san pham
thue vat dugc 1y ra theo mét qui tic nhét dinh.
1.3.8. Tiéu ban {specimen):

La méu vat dién hinh tiéu bidu cda dich hai dwoc xi Iy d& ding cho
vigc dinh loai, nghién ctru, gidng day, phd bién ky thuat va treng bay thanh
cac b swu tap.

1.3.9. Phén (ng chudl tring hgp hodic phin wng khuéch dai gen
(Polymerase Chain Reaction - PCR):

La k§ thuat phé bién trong sinh hoc phan ti nham khuyéch dai (tao ra
nhi€u ban sao) mét doan DNA ma khong cdn st dung c4c sinh vat séng.

Ii. QUY BINH KY THUAT
2.1. Phwong phap thu thap va bao quan miu
2.1.1. Thu thap miu
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Déi v hang xuét, nhap khau, qué canh hodc van chuyén, bao quan
trong nwoc: Tién hanh lay mau theo tiéu chuin Viét Nam TCVN 4731:89'
“Kidm dich thwc vat - phirong phap 1y mau”, quy chudn ky thuat quéc gia
QCVN 01-23:2010/BNNPTNT' “Phwong phap kiém tra cac loai hat xuat,
nhap khau va qua canh”.

péi vai cay trdng ngoai ddng rugng: Lay mau theo Qui chuén ky thuéat
quoc gia QCVN 01-38/2010/BNNPTNT' “Phuong phéap diéu tra phat hién
dich hai cay tréng”.

2.1.2. Bao quan méu

Cac bd phan twoi (bdng) cb triéu ching bénh chira trong cac ti ni-
16ng o 18 théng khi bao quén frong t lanh & nhiét d§ 3 - 5°C.

MAu hat dwoc chiva trong cac tli ni-long hoac hép nhya kin va bao
quan & nhiét &6 phong.

CAc tiéu ban lam clia ndm dwgc dan nhan, dé trong hop chuyén dung
dyng tiéu ban lam va bao quan ¢ nhigt G0 phong.

2.2. Thiét bj dung cy, hoa chat

Kinh I0p soi ndi cé do phong dai 10 — 40 IAn, kinh hién vi cé do phéong
dai 40 — 1.000 lan.

Lw&i loc (kich thwdc méat lwéi 53um, 20pm), binh tam giac, may ly
tam, may iac, 10 sdy, t0 dinh én, can dién, bé &n nhiét,may PCR, may dién
di, hé théng chyp anh...

Bo dao, kim gidi phéu, panh, kéo, b micro pipet.

Peén odn, dia petri, &ng hit, lam, lamen, coc dong, gidy parafilm.

cdn 70°, lactophenol, acid lactic, nude cat vo tring, Tween 20,
Na,HPO., KH,PO,, Glycerol, ethylium bromide, agarose, cycloheximide.

Kit chiét tach DNA, kit PCR
2.3. Phwrong phép phat hién va giam dinh bénh
2.3.1. Phéat hién va thu thap mau bénh

Cay nhiém bénh thap hon, bong ngén, sb lugng hat trén béng giam
(hinh 1, phy lyc 1). Nam chi gay bénh trén mot sé hat trén bong, cac hat
nhiém bénh thwang bj 1€p.

Ban dau ¢6 chdm den nhd duwdi phan ni nhil va ranh hat.

Kni xam nhidm tén hat, ndm lam cho hat ¢6 mui tanh (do
trimethylamine) twong tw nhu nam T. trtici, T. fostida va T. controversa. Hat
bi xam nhidm tir phén rén hat va chay doc theo dwong ranh hat (khdng gay
nhi&m ndi nhii), hat cé thé bi v&¥ hoan toan hoac bi nirt mot phan (hinh 2,
phy lyc 1). Khi bénh n3ng, mé doc theo ranh hat va ving tiép giap ndi nhi
bi thay thé bdi cac bao ti¥. May hat bi tach ra lam cho hat bi nhiém bénh 19
ra ngoai, ca hat va phan may hat co thé bj rung khéi béng.

2.3.2, Phwrong phép giam dinh bng déc diém hinh thai nim gay bénh
2.3.2.1. Phurong phép kiém tra trye tiép

' Trwéng hop C&c van ban vién dan trong quy chuan nay eira ddi, bd sung hodc thay thé thi thuc

hi&n theo quy dinh clia van ban mdi. Z
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_ Dang kim khéu nédm khéu I&p bao té trén hat dat 1&n lam kinh &3 cé
san mot giot axit lactic va day lamen.
Bt lam I&n kinh hién vi va quan sat dic diém hinh thai va do kich
thwée cla bao tie nam.
Béi chiéu vai hinh dang va kich thudc bao tir phan den iGa my Tilletia
indica Mitra {phu lyc 1),
2.3.2.2. Phwrong phap riea quay Iy tam

Lay 50g hat lGa my cho vao binh tam gidc 250ml. Thém vao binh
100m| dung dich Tween-20 néng dé 0,01%, day ndp binh (co thé bao kin
bdng gidy parafim). £4t binh tam gidc 1&n may K¢ hodc I4c bing tay trong
vong 3 phat d& cac bao tir réi ra khdi hat lta my. Chudn bj mét binh loc bao
gom mét binh tam gidc, mét phéu trong d6 c6 1 luéi loc kich thwée 53um.
B6 dich va hat laa my Ién phéu cla binh tam giac @ chudn bi. Ding binh
phun nwéc cat rira hat lia mi con & trén Iw6i 3 1an (mdi 1An dung 20-50mi
nwéc cat). Tiép tyc riva hat Iia mi bing nudc cAt dén khi long nuée trong
binh dat tir 300-400ml. BS lwéi loe, riva phéu loc 2 1An bdng nuwéc cAt mbi
lan 10-20ml nwée.

Chuan bj bé Ioc thir 2 bao gdm 1 binh tam gidc; 1 phéu trong d6 c6
dat mét ludi loc 20pm (Iwdi loc nay c6 thé ngadm trong nwéc trede 8 co
hiéu qua loc t6t hon). Rét dich thu dwoc & trén qua bé loc da chuin bi. Riva
binh chira dich 2 13n bang 10ml nwéc cat. Nghiéng Iudi loc mét géc 30-35°
rira nhe nhang lwdi loc bang nuwdc cit sao cho phan cin con lai trén lwdi loc
dén sang bén canh clia lwéi loc, Ding cong to hdt hat dich va cin trén Jwi
loc vao Ong ly tam. Ly tam dich thu dwoc & téc d6 4000 vong/phiit trong 3
phat. Phan can thu dugc sau ly tAm hoa tan lai trong nwéc cat 6é dat dung
tich khoang 50-100ul.

Hut dich I&n lam kinh, day lamen quan sat va do dém dac diém hinh
thai clia bao tir nAm gay bénh trén kinh hién vi va so sanh v&i dac diém bao
ti clia nAm Tilletia indica {phu luc 1)

Lwu ¥: Trong trirdng hop méu hat a4 qua x( Iy hod chat diét ndm, hat
phai duwoc ngém trong NaOH (0,2% hodc 1%) trong 24 gid trude khi ria,
quay ly tam
2.3.2. Phwong phap giam dinb PCR

S dung phwrong phap PCR dé giam dinh d6i véi ndm gdy bénh phan
den lGa my Tilletia indica Mitra.

Quy trinh chi tiét nhw phu luc 2.

Hl. THAM PINH KET QUA GIAM DINH VA BAO CAO
Sau khi khdng dinh két qua gidm dinh bénh phan den lia my Tilletia
indica Mitra - 1a dich hai kiém djch thye vét cia Viét Nam, don vj giam dinh
phéi gl bao cao vé Cuc Bao vé thire vat kém theo phiéu két qua giam dinh
(phu lyc 3).
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Tt ca cac don vi thugc hé théng Bao vé va KDTV phai luu gitk, quan
Iy va khai thac di liéu vé két qua didu tra, bdo cdo va giam dinh bénh phén
den ia my Tilletia indica Mitra.

p&i véi dom vi 1An dAu tién giam dinh va phat hién dugc bénh phan
den lia my Tilletia indica Mitra phai givi mau hodc tidu ban vé Trung tam
Giam dinh kiém dich thyc vat dé tham dinh.

Pon vj giam dinh phai dam bdo thoi gian Iwu mau theo quy dinh hién
hanh.

IV. TO CHUC THUC HIEN

Cuc Bao vé thyrc vat ¢6 trach nhiém phd bién; 16 chirc, huong dan va
kidm tra viéc thirc hién Quy chudin nay trong hé thdng td chirc chuyén nganh
Bao vé va Kiém dich thie vat cling nhu cac t& chirc, c& nhan khac co lién
quan;

Cac tb chic, ca nhan co hoat dang lién quan dén didu tra, thu thap
méu. xi¥ Iy va bao quan mau bénh phéan den Ka my tai Vigt Nam phai tuan
theo quy dinh cla quy chudn nay cing nhuw cac quy dinh cla phap luat co
ién quan hién hanh.
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Phu fyc 1.
Théng tin vé dich hai

1. Phén b6 va ky cha
1.1.Phéan bé

Trong nwac: Bénh chwa cé & Viét Nam

Trén thé gidi: Chau A (An D¢, Afghanistan, lraq, Nepal, Iran,
Pakistan), Chau Phi (Nam Phi}, Chau M§ (Kenya, Hoa Ki, Mexico).
1.2. Ky chii: Laa My {Triticum aestivum) Ngoai ra trong 1ay nhiém nhan tao
ndm con ki sinh trén Aegilops spp., Bromus spp., Lolium spp. va Oryzopsis.
2.Tén khoa hoc va vi tri phén loai

Tén tiéng Viét : Bénh phan den lia my

Tén khoa hoc: Tilletia indica Mitra

Tén khac: Necvossia indica (Mitra) Mundk.

Vi tri phan loai:

Lé&p: Ustilaginomycetes

B&: Tilletiales

Ho. Tilletiaceae
3. Triéu chirng bénh phin den lta my

Hinh 1: béng IGa mi nhiém bénh Hinh 2: hat lia my nhiém bénh
(Ngudn: CABI, 2012) (Nguén: CABI, 2012}

4. Bic diém hinh thai bao tir ndm Tilletia indica

Bao tlr ddng (Teliospore) dang cau t&i gan cu, dwong kinh théng
thwong 22-47um, ¢6 thé 16n hen (35-41um); Mau sdc tir vang cam nhat toi
néu t&i ndu dam, dd nau; mot sé bao t& ¢6 mau den hodc mau den mo. Gai
day d4u gai nhon hosc ti, mét sb trwéng hop dau hoi cong, do dai gai 1,5-
5,0um. Bé mét gai ¢6 dang vd nao véi nhivng ranh hep. Cac gai dwgc bao
boc béi mét mang méng trong suédt (hinh 3 hinh 4).

Té bao bét duc: hinh c3u tdi gan ciu hodc hinh giot 18, mau vang nau,
10-28x48um, c6 hodc khdng cé dinh nhd (gai ngan), vach té& bao mugt day

khodng 7 um va taoc phién.
/W"’ﬁ 7
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Hinh 3: B& mat bao tlr T. indica

(Nguén: EPPO, 2012}

Hinh 4: Bao t& T. indica quan sat &

diém gitra
(Ngudn: EPPO, 2012)

5. Phan biét véi mot sb6 nam Tilletia khac

) Bao tir dong cua T. indica
|&n tap trong hat lta my nhw: T. walkeri (hinh 5)va T. h

phén biét nhw sau.

¢6 thé bj nham 18n b&i mot sb loai Tilletia
orrida (hinh 6) ¢c6 thé

canh; it khi co dang
ranh v6 nac hoac
hiém khi co dang bui.
DAu gai nhon, c6 thé
trey thanh cut, §t khi
cong

ndo khéng hoan

hao hodc bui
day. Gai dang
non toi cut

| T. horrida T, walkeri T. indica
Kich thwoc bao <36 36-45 45-50
| tr to nhat (um)
Kich thuéc trung 24-28 30-31 35-41
binh (um)
Man s&c bao v | Vang nhat t6i mau|Vang nhat 101 Mau cam nhat
dong | hat dé nhat ho3c dam | ndu dd (khdng co | nhieng chii yéu 1a
(t&i den mo) mau den duc) mau do nau dam |
| 1Gi den me
Hinh_ thai  va | Gai nhon, nhin be|Dang thé; dang Gai day, co dang
phan bd gai mat c6 nhidu goc|van twong ty vé i vo néo. Dau gai

nhon hoac gay
dau,

Hinh 5: Bao tir T. walkern

(thweére 10um)
Nguén:PaDIL, 2012

Hinh 6: Bao & T. homda-

(thwére 10um)
Ngudn:PaDIL, 2012
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Phu luc 2.
(qui dinh)
Quy trinh gidm dinh ndm T. indica béng PCR
1. Nhan sinh khéi.

Rira sach bao t& thu dugc & phuong phap rira bing cach rira bing
nuére cat trén i loc 20pm. HAt dich thu dwoc vao dng mai thém nude cAt
cho di 3ml ngam qua dém & 21°C. Ly t4m 4000 vong/phit  trong 3 phut.
Loai bo dich trong 6ng chi thu phan cén ly tam. Hoa tan can ly tam trong
nwoc xa phong 10%, thay ndp méi va l4c nhe éng Iy tam. Ly tam & 4000
vong/phit trong 1 pht loai bé dich nva. Thém vao 1m! nwéc cAt vé tring dé
rba czin ly tam (Ly tam va riva 2 1an).Tiép tuc ly tam 1200g trong 5 phiit loai
bé dich riva. Hoa tan lai can ly tam trong 1ml nudc cét vé triing. Trang 200ul
dich hoa tan & bwéc 10 1&n mdi tredng Agar (WA) nudi cdy & 21°C chu ki
anh sang 12gi¢ t6i/12gi¢r sang trong 5 ngay. Boc cac dia méi trudng bang
gidy parafilm hodc cho vao ti bong, tiép tuc nudi cAy trong 7-14 ngay.

Kiém tra st ndy mam cla bao t¥. Cit miéng thach co bao ti¥ nay
mam gan trén ndp hdp petri trong d6 chira 5mi mdi trwéng khoai tay
dextrose I6ng (potato dextrose broth), nudi ciy & 21°C chu ki anh sang
12gier t6i/12gi¢r sang trong 2-3 ngay. Kiém tra sy hinh thanh bao tr d3m trén
bé mat méi trvong néu chua thay nudi cdy thém 5 ngay. (hinh 7). Diing kim
khéu v6 tring lay nhtrng mang nim trong méi trwong dat trén cac miéng
gidy loc vé triing dé loai bé méi trwrng bam dinh. Dat cac mang ndm vao
céc 6ng dé tach chiét DNA,

T. indica T. walkeri T. harrida
Hinh 7: Tén ndm trén méi trudng PDA sau 14 ngay
Ngubn: EPPO, 2007

2. Tach chiét DNA

0,1g ndm thu dwoc cho vao éng ly tam 2ml.Thém vao 1ml nwée tinh
kiét dung trong céng nghé phan tF (MGW) nghién déu bing chay thuy tinh
hoéc chay nhia vo tring.U trong 30 gidy. Tach DNA béng kit tach chiét DNA
téng sb ctia ndm.
3. Giam dinh bang PCR

- Cap mbi st dung

M&i xu6i Tin 3 (5-CAA TGT TGG CGT GGC GGC GC-3')

|
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giay,

Mai ngwoc Tin 4 (5-CAA CTC CAG TGATGG CTCCG-3").
- Master mix:

20,2 uL of MGW

2,5 ul of 10 X PCR buffer chi¥a 15 mM MgCl2

0,25 pL. dNTPs [10 mM]

0,1 uL AmpliTag [5 U pL-1]

0,1 uk of méi mdi [25 pM]

1,0 pL dich DNA chiét tach tir nm

- Chu trinh nhiét

94°C frong 1 phut,

25 chu ky :94°C trong 15 gidy, 65°C trong 15 gidy va 72°C trong 15

72°C trong 6 phut.
- Doc két qua:
- pién di bang agarose ge! 2% Mau dwong tinh sé& cho doan gen co

kich thurére 414kbp
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Phuy fyc 3.
{qui @inh)
Méau phiéu két qua giam dinh

Co' quan Bao vé CONG HOA XA HO! CHU NGHIA VIET NAM
va Kiém dich thwe vat Béc {fap - Tw do - Hanh phic

*xk

............................................

.............. ngay ... thang ... nam 20.. ...

PHIEU KET QUA GIAM DINH
Bénh phan den lGa my Tilletia indica Mitra - 1a dich hai kiém dijch thye

vat clia Viét Nam
Tén hang hoa
Nude xuat khiu
Xuéat xr :
Phweong tién van chuyén Khéi lwong:

Pia diém tay mau

Ngay 14y mau

Nguwoi lay mau

Tinh trang mau

9. Ky hiéu mau

10. S6 mau lwu .

11. Nguéi giam dinh .

12. Phwong phép gidm dinh: Theo quy chuén k¥ thuat quéc gia QCVN 01
- 159 : 2014/BNNPTNT vé “Quy trinh giam dinh bénh phan den lua
my Tilletia indica Mifra - |la dich hai kiém dich thwc vat ctia Viét Nam'".

13. Két qua giam dinh .

Tén khoa hgc: Tilletia indica Mitra

Lép: Ustilaginomycetes

B&: Tilletiales

Ho: Tilletiaceae

La dich hai kidm dijch thye vat thudc danh muce dich hai kiém dich thye
vat clia Viét Nam.

S o ke Tem B

TRU'ONG PHONG KY THUAT THU TRU'ONG DON VI
(hodc nguroi giam dinh) (ky. ghi ré ho va tén, déng déu)
(ky, ghi rd ho va tén)
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