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dinh hang héa néu muén tham gia giam dinh
phuc vu céng tac quan Iy nha nude cdn cung cip
cho cd quan quan 1y nha nude cac tai lidu vé viée
da dap dng cac diéu kién, tiéu chufin néu tai
Phéan II cta Théng tu nay va chiu trach nhiém
vé tinh diy dt va ding d4n cha cac tai liéu nay.

2. Khi ¢6 nhu cAu trung dung doanh nghiép
giam dinh thyc hién viéc giam dinh hang héa
phuc vu nhiém vu quan ly cia minh, c¢ quan nha
nude can cit vao diéu kién, tiéu chuén quy dinh
tai Phén II caa Théng tu nay, déi chiéu véi cac tai
lidu néi tai diém 1 Phan III do doanh nghiép
giam dinh cung cép dé c6 quyét dinh trung dung
thich hgp.

3. Khi co quan nha nuédc quyét dinh trung dung
giam dinh, cAn c6 vdn ban trung dung giam dinh
v6i nhitng ndi dung chinh sau:

a) Tén hang héa duge yéu cau giam dinh;
b) Néi dung giam dinh (ghi rd chi tidu, yéu cau);
¢) Quy dinh phuong phap kiém tra, thit nghiém.

4. Cac quy dinh vé ching thu giam dinh, gia
tri phap 1y cia ching thu giam dinh duge thuc
hién theo quy dinh tai Chuong ITI Nghi dinh s§
20/1999/ND-CP ngay 12 thang 4 nam 1999 cua
Chinh pht vé kinh doanh dich vu giAm dinh hang
héa.

5. Phi giAm dinh do cd quan trung dung giam
dinh tra cho doanh nghiép giam dinh theo quy
dinh cua Nha nudc. Trong truéng hgp Nha nudc
khéng quy dinh thi thuc hién theo sy théa thuin
cua cd quan trung dung giam dinh véi doanh
nghiép giam dinh.

IV. PIEU KHOAN THI HANH

Théng tu nay c6 hiéu luc thi hanh sau 15 ngay,
ké tit ngay ky va thay th& Théng tu s 45/2001/
TT-BKHCNMT ngay 25 thang 7 nam 2001 cua Bé
Khoa hoc, Céng nghé va Mai truong.

Trong qua trinh thuc hién, néu c¢6 khé khian
vuéng mic can duge phan anh vé Bé Khoa hoc va
Céng nghé dé xem xét giai quyét./.

KT. B6 trudng Bo Khoa hoc
va Cong nghé
Thit truéng

BUI MANH HAI

BO NONG NGHIEP VA PHAT TRIEN
NONG THON

QUYET DINH ctia B$ trudng Bo Nong
nghiép va Phat trién néng thon
sb 142/2002/QD-BNN ngay 06/12/2002
vé viéc ban hanh Tiéu chuin nganh.

BO TRUGNG BO NONG NGHIEP VA
PHAT TRIEN NONG THON

Cdn ci Nghi dinh 6 73/CP ngay 01 thing 11
ndm 1995 cita Chinh phii vé chitc ndng, nhiém vu,
quyén han va té chizc b6 mdy cua Bé Néng

nghiép va Phdt trién néng thén;

Cdn ci Nghi dinh 56 86/CP ngay 08 thdng 12
nam 1995 cua Chinh phu quy dinh phdn cong
trach nhiém qudn ly nha nude vé chdt liong hang
héa;

Cdn e Quyét dinh s6'135/QD-BNN-KHCN cua
Bé trudng Bé Nong nghiép va Phdt trién néng
thon ban hanh ngay 01/10/ 1999 vé viéc ban hanh
Quy ché lép, xét duyét va ban hanh Tiéu chudn
nganh;

Xét dé nghi cia Vu trudng Vu Khoa hoc cong
nghé va chdt lugng sin phdm,
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QUYET DINH:

Pidu 1. Nay ban hanh tiéu chuén sau:

10 TCN 549-2002: Quy trinh kiém dich nhap
khéu cay c¢6 mui.

10 TCN 550-2002: Quy trinh xit 1§ mét s& giéng
cay 4n qua nhéap ndi bing thudc Methyl bromide.

Piéu 2. Quyét dinh nay c6 hidu luc sau 15 ngay,
ké tit ngay ky.

Piéu 3. Cac Chanh vin phong Bs, Vu trudng
Vu Khoa hoc céng nghé va chat lugng san phém,
Thu trudng cac don vi lién quan chiu trach nhiém
thi hanh Quyét dinh nay./.

KT. B truong Boé Néng nghiép va
Phat trién néng thén
Thit trudng

BUI BA BONG

QUYET DINH ctia B truéng B Néng
nghiép va Phat trién néng thén
s6 143/2002/QD-BNN ngay 06/12/2002
vé viéc ban hanh Tiéu chufin nganh.

BO TRUONG BO NONG NGHIEP VA
PHAT TRIEN NONG THON

Cén cit Nghi dinh s6'73/CP ngay 01 thdng 11
ndm 1995 cua Chinh phu quy dinh chiic nang,
nhiém vu, quyén han vé té chizc b6 mdy cia Bo
Nbéng nghiép va Phdt trién néng thén;

Cdn ci Nghi dinh s6 86/CP ngay 08 thdng 12
ndm 1995 cua Chinh phé quy dinh phén céng
trdach nhiém qudn ly nha nudc vé chdt luong hang
hoa;

Xét dé nghi cua Vu truong Vu Khoa hoc cong
nghé va chét luong sin phim,

QUYET DINH:

Piéu 1. Nay ban hanh Tiéu chufin nganh sau:

10 TCN 551-2002: Quy dinh tam thdi vé hat
gidng lia lai 2 dong, yéu cdu k¥ thuat.

10 TCN 552-2002: Quy pham khao nghié¢m
tinh khéc biét, tinh déng nhat va tinh én dinh cla
giong khoai tay.

10 TCN 553-2002: Quy pham khao nghiém
tinh khac biét, tinh déng nhét va tinh 6n dinh cta
giong dau tuong.

10 TCN 554-2002: Quy pham khéo nghiém
tinh khéc biét, tinh déng nhat va tinh 8n dinh cta
gidng lia.

10 TCN 555-2002: Quy pham khao nghiém
tinh khac biét, tinh déng nhét va tinh 6n dinh cua
giong lac.

10 TCN 556-2002: Quy pham khao nghiém
tinh khac biét, tinh déng nh4t va tinh én dinh cta
giéng ngd.

10 TCN 557-2002: Quy pham khao nghiém
tinh khac biét, tinh déng nhat va tinh &n dinh cta
giéng ca chua.

Pidu 2. Nay ban hanh Tiéu chuén nganh:

- 10 TCN 558-2002: Quy pham khao nghiém
gia tri canh tac va slt dung cla gidng lda thay
thé Tiéu chuin 10 TCN 309-98: Quy pham khéo
nghiém giéng lda.

Pidu 8. Quyét dinh c6 hiéu lyc sau 15 ngay, ké
ti ngay ky.

Piéu 4. Cac Chanh van phong, Vu trudng Vu
Khoa hoc cong nghé va chét lugng san phdm, Tha
trudng cac ddn vi c6 lién quan chiu trach nhiém
thi hanh Quyét dinh nay./.

KT. Bb trudng Bé Néng nghiép va
Phat trién néng thén
Thit trudng

BUI BA BONG



TIEU CHUAN NGANH
10 TCN 549- 2002

QUY TRINH KIEM DICH NHAP KHAU GIONG CAY CO MUI
Ha N¢i - 2002
Co quan bién soan: Trung tam Kiém dich thuc vat Sau nhap khéu I
Co quan dé nghi ban hanh: Vy Khoa hoc Céng nghé CLSP & Cuc Bao vé thuc vét
Co quan trinh duyét: Vu Khoa hoc Cong nghé va CLSP
Co quan xét duyét, ban hanh: B6 Nong nghi¢p va PTNT
Quyét dinh s6: 142/QD-BNN ngay 06 thang 12 nam 2002 cta
Bo Nong nghiép va Phat trién nong thon.



TIEU CHUAN NGANH 10 TCN 549 - 2002

QUI TRINH KIEM DICH NHAP KHAU GIONG CAY CO MUL
Import quarantine procedure for citrus variety.

1. Pham vi va ddi twong ap dung.

- Quy trinh nay ap dung cho viéc Kiém dich thuc vat ddi v6i cac 16 gidng cay c6 mui nhap khau
vao lanh tho Viét Nam qua cac cura khau duong b, duong thuy, dudong sat, duong hang khong,
cac co s¢ Kiém dich thuc vat Sau nhap khau va céc co sd cach ly khéc trong pham vi cd nudc.

2. Thuat ngir dinh nghia.

Trong qui trinh ndy cac thuat ngit dudi day duoc hiéu nhu sau:

- Cay c6 mui: Bao gém cay an qua thudc ho Rutaceae.

- Qiéng cdy c6 mui: Bao gdm hat, cay va cac bo phan ctia cay c6 mii c6 thé diung dé nhan lam
giong.

- Gidng cay c6 mui nhap ndi: La nhiing gidng cdy co6 mui dugc nhap khau vao lanh tho Viét
Nam.

- Piéu kién cach ly: La diéu kién tach biét véi bén ngoai khi tréng cdy, cac tac nhan sinh hoc
khong the lan truyen ra ngoai va xam nhap tir ngoai vao trong.

- Kiém dich Sau nhap khau: La bién phap k¥ thuat kiém tra sinh vat hai tiém an cua 16 gidng
nhap khau trong di€u kién cach ly.

- Sinh vét hai tiém 4an: La nhiing sinh vt hai di theo giong nhap nhung bang mat thuong va
phuong tién tho so chua phat hién dugc.

3. Trinh ty cic budc kiém dich.

3.1. Kiém dich tai ctra khau.

3.1.1. Kiém tra ho so gidy to.

- Thyc hién theo qui dinh hién hanh cuia B6 Nong nghiép va Phat trién nong thon.
- Céc gidy to ¢ lién quan (Néu co)

3.1.2. Kiém tra 16 giéng nhap khau.

Viéc kiém tra 16 gidng nhap khau duoc ap dung theo TCVN 4731- 89;10 TCN 336 - 98; 10 TCN
337 -98;10 TCN 338 - 98.

3.2. Kiém dich Sau nhép Kkhéu.
3.2.1. Kiém tra so bo sinh vat hai trén 16 gidng nhap khau.
3.2.2. Xt Iy trude gieo trong.

- Néu 1a ciy nudi cdy mé thi khong phai xir 1y.



- Néu 12 hat gidng phai duoc ngdm ngay trong dung dich 8- Hydroxyquinoline Sunphat 1% trong
3 phut.

-Néu la cay, cac bd phan cua cay hodc cac loai san phé‘im khac:

+ Phai duoc khir tring bang Methyl Bromide (CH3Br);

+ Nhung trong dung dich Sodium Hypochlorite (Na Cl102 .4H20) c6 chura 1% clo trong 2 phut;
3.2.3. Gieo trong: Céc vit liéu gidng duoc nhan trong trong diéu kién cach ly.

3.2.4. Kiém tra sinh vat tiém 4n: Kiém tra céc vat liéu giéng da nhap khau ¢ co sé Kiém dich
thuc vat Sau nhap khau nham xac dinh céac sinh vat gy hai tiém an. Ri€ng doi véi cac bénh Vi
khuan, Virus, Viroid va Mycoplasma st dung mot trong cac phuong phap cu thé sau dé chan
doan:

+ PCR - Phan tng chudi Polymerasa (Polymerasa Chain Reaction)

+ ELISA - Men lién két mién dich (Enzyme - Linked Immuno - Sorbent Assays)
+ Chi thi sinh hoc (Biological Indexing)

(Céac phuong phéap nay dugc gidi thiéu trong phu luc kém theo).

3.2.5. Thoi gian kiém tra.

Thot gian kiém tra tai co s Kiém dich thuc vat Sau nhap khau tr 9- 12 thang.
3.2.6. Két qua kiém tra.

Danh muc cac Poi tuong Kiém dich thuc vat va cac sinh vat hai tiém an da phat hién dugc trén
giong cdy c6 mui nhap khau.

3.2.7. Két luan.

1) Tinh hinh dich hai

2) Xir 1y 16 gibng.

3) Cép gidy ching nhan Kiém dich thuc vat Sau nhap khau (néu du diéu kién).



PHU LUC:

KIEM DICH THUC VAT SAU NHAP KHAU

1. Kiém tra Kiém dich Sau nhap khau.
Bang 1. Cac phuong phap kiém tra.

Phén g chudi Polymerasa

Str dung chan doan mgt so6 loai bénh an.

Men lién két mién dich

Virus tan lui cam quyt (Citrus tristeza
closterovirus)

Xylella fastidiosa

Spiroplasma citri

Virus lun Satsuma (Satsuma dwarf
ilarvirus)

Virus nho 14 cam quyt (Citrus tatter leaf
capillovirus)

Chi thi sinh hoc

Céc loai Céc giong cay chi thi

Citrus sinensis Cam

T6 hop Virus bénh dém (Psorosis
complex)

Spiroplasma citri

Liberobacter asiaticum

Liberobacter africanum

Citrus limon Chanh Eureka

Virus tan lyi cam quyt (Citrus tristeza
closterovirus)

Virus quén 14 cam quyt (Citrus leaf
rugose virus)

Virus kham 14 (Citrus variegation
ilarvirus)

Citrus medica L. Chanh Yén

Viroid vdy vo (Citrus exocortis viroid)

Citrus aurantifolia Chanh Tay an

Virus tan lui cam quyt (Citrus tristeza
closterovirus)

Virus bién dang gn 14 (Citrus
veinenation virus)

Poncirus trifoliata X C. | Chanh ba 14 hodc quat
sinensis Swingle

Bénh nho 1a cam quyt (Citrus tatter leaf
capillovirus)

1.1. Phuong phap PCR.

MB&i loai sinh vét c6 cau trac DNA khac nhau va trong cung mot glong gilra cac loai cling co su
khac nhau. Trong mét gidng, DNA clia cac loai c6 nhirng doan céu trac giéng nhau, nhung c6
nhirng doan ¢ cdu triic khac nhau ma cdu triic ndy dic trung cho loai ndy ma nhirng loai khac
khong co. Pay 1a co s di truyén dé phan biét giita loai nay va loai khac. Phuong phap PCR
chinh 14 nhim nhén 1én gép boi sb lugng cac doan DNA déc trung dé tir d6 c6 thé chan doan

chinh xac duoc cac loai.
1.2. Phuong phap ELISA.




K§ thuat nay co ban duoc dya trén sy két hop gitta men véi cac khang thé hoic khang nguyén
thanh vat danh diu men sau d6 ching lai c6 phan Gmg vé6i khang nguyén hoic khang thé tuong
g thanh hop chat mién dich ctia men danh ddu. Men két hop tai hop chat mién dich khi gip
chat dém s& thuc day phan tng thuy phan chit dém tao ra mau vang. Téc do cua phan ing thuy
phan cang nhanh, mau vang cang rd, chimg to men cang nhiéu, diéu nay cling chimg t6 nong do
ctia khang nguyén cang cao. Do tinh dic hiéu cua phan tng ELISA ta c6 thé xac dinh duoc dic
tinh cua khang nguyén.

Bo Kit dé kiém tra c6 thé st dung cho cac bénh sau:

- Xylella fastidiosa

- Spiroplasma citri

- Lun Satsuma (Satsuma dwarf ilarvirus)

- Tan lui cay c6 mui (Citrus tristeza closterovirus)

- Virus nho 14 cay c6 mui (Citrus tatter leaf cappillovirus)

1.3 Chi thi sinh hoc

Dung ciy chi thi dé xac dinh nhitng bénh 4n ciia cay c6 mai ¢ hai mirc nhiét do:
* Nhiét do 18 - 250C (tét nhét 1a 20 - 22 0C) cho cac tac nhan giy bénh sau:
- Virus tan lui cay c6é mui (Viruses Citrus tristeza closterovirus)

- Virus bién dang gan 1a cy c6 mii (Citrus veinenation virus)

- Virus kham 14 (Citrus varegation ilarvirus)

- Vius quan 14 cay c6 mui (Citrus leaf rugose virus)

- Virus bé 14 cay c6 mui (Citrus tatter leaf capillovirus)

* Nhiét d6 25 - 350C (t6t nhat 12 30 - 35 0C) cho tac nhan gdy bénh:

- Viroid vay vo cay c6 mui (citrus exocortis viroid)

- Viroid mach dan cay c6 mui (citrus cachexia viroid)

- Spiroplasma citri

- Liberobacter asiaticum

- Liberobacter africanum

Bang 1.3.1 S6 cay chi thi cAn nhan giéng.

Dai nhiét d6 Cay chi thi S6 chau S cay trong
((15cm) chau
Lanh 18-250C Cam ngot 3 5
Chanh Eureka 2 5
Chanh Tay an 2 5
Chanh Rusk 2 5




Noéng 25-350C Cam ngot 3 5
Chanh yén 2 2

Bang 1.3.2. Cay chi thi diing cho viéc kiém tra bénh.
Bénh Cay chi thi thich hop Cay chi thi khac
Cachexia (Xyloporosis) Chanh yén - Chanh san

- Poncirus trifoliata
Virus quin 14 (Citrus leaf rugose) | Chanh T4y an - Citrus limon

- Buoi do Duncan
Virus kham 14 (Citrus Chanh yén bau tuong va dau den

variegation)

Gion 14 (Crinkly leaf)

Chanh Eureka

Cristacortis Cam ngot - Quyt Orlando
- Cam chua
Vay vo (Exocortis) Chanh yén Chanh san
Greening and Dieback Cam ngot - Quyt Sexton
- Budi Duncan
Impietratura Cam ngot Buoi
T6 hop bénh dom Virus (Psorosis | Cam ngot - Quyt Homosassa, Emperor
complex) - Chanh T4y 4n
DPo6m vong dongB (Ringspot Cam ngot -
(Psorosis B))
Lun Satsuma (Satsuma dwarf) - Quyt Satsuma
- Sesamum indicum
Stubborn Cam ngot - Quit Sexton
- Budi Duncan
Nho 14/Lun cay (Tatter leaf/ Chanh ba 14 va quat - Chanh Troyer
stunt) Swingle - Pau den (Vigna cilindrica)
- Citrus excelsa
- Nicotiana clevelandii
Hai chung tan lui cam quyt Chanh Tay an - Cam dang ngot Seville

(Tristeza - stem pitting and
seedling yellows)

Chanh Eureka
Chanh Mexica

- Cam chua (Citrus aurantium)

Bién dang gan/U than g (Vein
enation/ woody Gall)

Chanh Tay an

Chanh san




Bang 1.3.3. Triéu chirng bénh trén cay chi thij

Dai
nhiét
do

Bénh

Cam
ngot

Chanh
Eureka

Chaqh
Tay an

Chanh
ba la,
hoiac

quyt

Chanh
yén

Quan la

(Citrus leaf rugose)

CF

LP

Bién dang gan l4

(Citrus variegation)

AS

Gion 14 (Crinkly leaf)

AS

LP

Cristacortis

OL

Impietratura

OL

Lanh

DP6m 14 dong A
(Psorosis A)

CF

P6m 14 dong B
(Psorosis B)

oL

Nho 1a/lun (Tatter leaf /
stunt)

CM &S

Ddm tan lyi (Tristeza —
stempitting)

CVF&WP

Vang tan lui (Tristeza —
yellows)

LY &S

Bién dang/u than gd

(Veinenation / woody gall)

VE

Exocortis

LE

Nong

Greening and dieback

VY &
LM

Stubborn

CM

AS - Asteroid spots (dém dang sao)
CM - Chlorotic mottling (d@6m mat mau)

vang gan)

LE - Leaf epinasty

LP - Leaf puckering (nhén 14)
OL - Oak leaf pattern (dai sui 14)

VE - Veinenation (bién dang gan)
WP - Wood pitting (Dém than gd)

CF - Chlorotic flecks (d6m vang)

CVF - Chlorotic vein flecking (d6m mau

LM - Leaf mottle (d6m 14)

LY - Leaf yellowing (vang 14)

S - Stunting (lun cay)

VY - Vein yellowing (vang gin)

2. Nhan giong, cham s6c va bao quan tai co sé Sau nhap khau.




2.1. Nhan gbc ghép va cay chi thi.

Cac hat duoc gieo dé 1am cay chi thi sinh hoc hoac géc ghép duogc léy tir cac co sé sach bénh co
uy tin, cac hat nay dem gieo trong khay va dé & nhiét 6 20 - 250C. Cay chi thi 1 chanh yén
(Citrus medica L.) duoc nhan gidng tir canh & nhiét d6 30 - 350C. Cay duoc trong trong hdn hop
chit don (cta Trudng Dai hoc California) theo ty 16 thé tich pht hop gdm: 1 than bun : 1 cat
hoac bot da va phan vo6 co duoc tiét trung theo phuong phap Paster (6 600C trong 30 phut) co thé
thém vao nhiéu nhit 10% vo trau (tinh theo thé tich).

Trude khi st dung 1am cay chi thi hodc gbc ghép khong bon thic cho cay. Sau d6 chuyén chung
vao chau hodc tii nilon c6 chira 250 — 300g hon hop chat nén theo cong thuc ciia Truong Dai
hoc California. Néu cdy biéu hién triéu chimg thiéu dinh dudng thi s& bon bd sung bang hdn hop
chit don véi ty 18 1 mau kho va bot xwong: 1 Dolomit. Sau dwa cay duoc ghép trong trong diéu
kién nhiét @6 30 - 350C.

2.2. Nhan gidng tir mat ghép.

Hai ciy dugc nhan gidng tir mat ghép trén gdc chanh San. Ba dén bon tuan sau khi ghép mat, cit
cac choi nach cta chanh san dé tap trung cho mat ghép phat trién.

Chon mot cay lam cy chi thi. Néu can thi tién hanh ghép dinh sinh truong. Cay con dugc nhan
1€n tr cay chi thi s¢ dugc tra lai cho chu hang.

2.3. Phong trur dich hai.

Str dung thudc hoa hoc, dau thuc vat va thude sinh hoc dé phong trir sinh vét hai trong nha kinh.
Céc sinh vat hai thuong c6 nhén hai cham, nhén to bung, rép phén, rép sap. Chu y rép mudi den
trén cdy c6 mai phai dugc sém diét trir triét dé nham ngan chin viéc truyén Virus.

3. Loai bo céc tac nhan gay bénh va nhan gidng.

Ghép dinh sinh trudng 12 k¥ thuat nhan dong cac giéng cdy c6 mui di dugc loai bo bénh, cling
v6i kha nang tao ra nhimg dong méi sach Virus va cac tac nhan gay bénh khac. Tat ca cdy co
mai méi phai dugc ghép dinh sinh truong it nhat mot 1an trude khi xuat ra khoi co s Kiém dich
Sau nhép khau. Piéu nay c6 nghia la dam bao sach Xanthomonas campestris pv. citrumelo,
phytoplasma, Viroid va Virus. Cac budc kiém tra duoc 1am nhiéu 1an dén khi cho két qua kiém
tra khang dinh 14 sach bénh. Nhiing goc ghép dugc san xuét tir cac to chire trén thé gidi co ching
nhan dat tiéu chuan thi khong can phai ghép lai & Viét Nam.

3.1. Mit ghép dung ghép dinh sinh trudng.

Viéc ghép dinh sinh truong dugc thue hién ngay 1ap tic khi ¢ mat ghép thich hop duoc dua téi.
Néu c6 chdi ghép mai nhap khong thich hop cho viéc ghep ban dau cac mat ghép dugc ghép vao
than mot cay me va sau d6 chon mét ghép va thoi diém thich hop nhat dé tién hanh ghép.

3.2. Xir Iy mit ghép dé ghép dinh sinh truong.

Tiét trung bé mit mat ghép trude khi bat dau ghép. Nhung mit ghép trong dung dich Ethanol 70
% trong 2 phut, sau d6 nhung trong dung dich Clorin (Clo) 0,2% hoac Sodium hypochrorite
trong 10 phut. Bao quan mét ghép ¢ nhiét d6 260C trong cat am d tiét tring véi chu ky chiéu
sang 16 gio dén khi dem ra sir dung.

3.3. San xuat gbc ghép dé ghép dinh sinh trudng.



St dung chanh ba 14, chanh san va buoi Citrus grandis (Chi ding cho céac gidng budi Pomelo)
lam goc ghép.

Lay hat tir qué tuoi sau d6 rira sach thit qua. Tach bo 16p vo ngoai cta hat va bao quan trong gidy
loc 4m dén khi dem ra st dung. Khtr trung bé mat hat trong dung dich Clorin 0,5 % hodc Sodium
hypochlorite (C6 chtra 1% clo) trong 10 phat. Sau d6 rira k trong nude da tiét trung t6i thiéu 3
lan. Pua hat vo tring vao trong mdi truong Agar sach dé trong budng cdy, sau d6 dwa vao ti 4m
& 26 oC trong bong toi.

Néu hat khong dung ngay sau khi da tach khoi qua, ta phoi trén gia do. Hat duoc tiét trung bé
mat va dugc bao quan bang cach nhung trong dung dich Clorin 1 % hodc Sodium hypochlorite.
Sau d6 tién hanh lam nhu do6i voi hat tuoi.

Sau 4 - 5 ngay hat s& moc. Chuan bi nhiing dng nghiém dé tréng cdy giit trong méi truong dong
nhét ¢ chira moi truong hén hop Murshige va Skoog + duong + agar, tiét trung 6 1210C trong
20 phat. Pat hat nay mam 1én bé mit agar trong cac 6ng nghiém nudi cay khi chéi bat dau moc.

Khi choi ghép dat ’den do dai thich hop 3 - 4 cm, sau 10 - 12 ngay dua nhitng 6 ong nghiém nay
vao trong buong toi ¢ 4 - 70C. Chon céac cay thang dua vao budng lanh dé€ ghép choi dinh. Thoi
gian luu gilr cdy con la mot nam.

3.4 Ghép dinh sinh truong.

Ngam dung cu trong con 70% khoang 1 gio true khi ding. Chuan bi cic méau dao cao va tra vao
can. Nhung dao cat vao chat tay va sau do6 lam sach bang con va ho kho gitra moi lan cat. Khong
lam chay ludi dao sau khi nhung con. Thay do6i ludi dao khi chiing bi cun.

Tiét trung bé mit canh ghép truc tiép khi dang & trén cay bang dung dich Clorin 0,5 % hodc
Sodium hypochlorite trong 5-10 phut, tuy thude vao diéu kién cta canh ghép. Néu chung da
duoc tiét tring va trong trong cat, chung c6 thé dugc sir dung ngay. Néu chung bi nhiém ban thi
dat chung trén vai man va xur 1y trong dung dich Chlorin 0,01 % hodc Sodium hypochlorite trong
1 phat sau d6 rira can than 3 1an trong nudc loc.

Cit tia 14 mam va chdi bén, md vét ghép hinh chir T va tién hanh ghép.

Loai bo hét 14 ¢ canh ghép dé 16 mo phan sinh. Str dung mot ludi dao cho mot mo phan sinh. Dat
mo phén sinh 1én vét ghép va dong nap vét ghép lai. Dt cay con trong glay loc va trong trong
6ng nghiém c6 hdn hgp mai trudong Murshige va Skoog + dudng + mubi sit hoa tan + White's
vitamin. Xt ly moéi truong ¢ nhiét 46 1210C trong 10 phut.

Gilr cdy con ¢ nhiét d6 28 oC voi chu ky chiéu sang la 16 gio. Cham soc cay t6i thiéu 4 - 6 tudn
hodc c6 thé dai hon. Cay con ¢o thé can duoc cat tia mam & giai doan sinh truong trong dng
nghiém va co thé chuyén vao mai truong maoi .

3.5. Chuyén cdy con da dugc ghép dinh sinh truong ra khoi dng nghiém.

Sau 4 - 6 tuan, khi mat ghép da moc chdi duoc 1 cm cing véi 2 14, dwa cdy con ra khoi dng
nghiém, tia bot & va trong ciy trong chau c6 chira hdn hop chat don. Giit cdy trong diéu kién
anh sang yéu trong tuan dau tién. Duy tri am do cao trong vai ngay dau béng cach dung tAm nhya
che phu céy con. Khi cay cing cap ta loai bo dan tAm nhua che phu. C6 the su dung cac bién
phap twong tu nhu trén néu thdy mat ghép con xanh nhung chwa phat trién. Hang ngay tudi 29/
Ca(NO-3)2. Kiém tra cic dong ghép dé khang dinh da loai b hét cac bénh.



3.6. Mui truong nuui céy. Céc hop chat Ham lugng
Moi truong
Rin Long
Dung dich mudi co ban KNO3 1,90 g/l 1,90 g/l
Murashige & Skoog NH4NO3 1,65 g/l 1,65 g/l
CaCl2.2H20 440 mg/l 440 mg/l
MgS04.7H20 370 mgl/l 370 mg/l
KH2PO4 170 mg/I 170 mg/I
MnS0O4.H20 16,9 mg/I 16,9 mg/I
ZnS04.7H20 8,6 mg/I 8,6 myg/I
H3BO3 6,2 mg/l 6,2 mg/l
Kl 0,82 mg/l 0,82 mg/l
Na2Mo04.2H20 0,25 mg/l 0,25 mg/l
CuS0O4-.5H20 0,025 mg/I 0,025 mg/I
CoCI2.6H20 0,025 mg/l 0,025 mg/I
Mudi sét hoa tan Na2-EDTA - 37,3 mgl/l
FeSO4.7H20 - 27,8 mg/l
Mot sb chat khac Myo-I-Inositol - 37,3 mgl/l
Nicotinic - 27,8 mg/l
Pyridoxine - 100,0 mg/I
Thiamine HCI - 1,0 mg/l
Duong Sucrose 30 g/l 1,00,2 mg/I
Agar Agar 10 g/l 75 g/l




PHU LUC
KIEM DICH THUC VAT SAU NHAP KHAU

1. Kiém tra Kiém dich Sau nhap khau.
Bang 1. Céc phuong phap kiém tra.

Phan g chudi Polymerasa St dungchén doan mot s6 loai bénh an.
Men lién két mién dich Citrus tristeza closterovirus ( Virus tan
lui cam quyt)
Xylella fastidiosa
Spiroplasma citri
Satsuma dwarf ilarvirus (Virus lun
Satsuma)
Citrus tatter leaf capillovirus (Virus nho
la cam quyt)
Chi thi sinh hoc
Céc loai Céc gidng cdy chi thi
Citrus sinensis Maltese Blood or Ruby Psorosis complex (T6 hop Virus bénh
Blood dbm)
(Cam) Spiroplasma citri
Liberobacter asiaticum
Liberobacter africanum
Citrus limon Lambert Eureka (Chanh Citrus tristeza closterovirus, yellows
Eureka) strain (Virus tan lui cam quyt)
(Chanh) Citrus leaf rugose virus (Virus quan la
cam quyt)
Citrus variegation ilarvirus
Citrus medica L. Etrog (Chanh Yén) Citrus exocortis viroid (Viroid vdy vo)
(Chanh yén)
Citrus aurantifolia West Indian lime (Chanh Citrus tristeza closterovirus-stem pitting
Tay 4n) strain (Virus tan lui cam quyt)
(Quyt) Citrus veinenation virus (Virus bién
dang gan la)
Poncirus trifoliata X Rusk or Swingle, Citrange | Citrus tatter leaf capillovirus (Nho la
C. sinensis (Rusk or Swingle chanh) cam quyt)

1.1. Phuong phap PCR.

MB&i loai sinh vét c6 cau trac DNA khac nhau va trong cung mot glong gilra cac loai cling co su
khac nhau. Trong mét gidng, DNA clia cac loai c6 nhirng doan céu trac giéng nhau, nhung c6
nhirng doan ¢ cdu triic khac nhau ma ciu triic ndy dic trung cho loai ndy ma nhirng loai khac
khong co. Pay 1a co s di truyén dé phan biét giita loai nay va loai khac. Phuong phap PCR
chinh 14 nhdm nhén 1én gép boi sb lugng cac doan DNA déc trung dé tir d6 c6 thé chan doan
chinh xac duoc cac loai.

1.2. Phuong phap ELISA.




K§ thuat nay co ban duoc dya trén sy két hop gitta men véi cac khang thé hoic khang nguyén
thanh vat danh diu men sau d6 ching lai c6 phan tmg vé6i khang nguyén hoic khang thé tuong
g thanh hop chat mién dich ciia men danh ddu. Men két hop tai hop chat mién dich khi gip
chat dém s& thuc day phan tng thuy phan chit dém tao ra mau vang. Téc do cua phan ing thuy
phan cang nhanh, mau vang cang rd, chimg to men cang nhiéu, diéu nay cling chimg t6 nong do
ctia khang nguyén cang cao. Do tinh dic hiéu cua phan tng ELISA ta c6 thé xac dinh dugc dinh
luong va dinh tinh ctia khang nguyén.

Bo Kit dé kiém tra c6 thé st dung cho cac bénh sau:

- Xylella fastidiosa

- Spiroplasma citri

- Satsuma dwarf ilarvirus (Lun Satsuma)

- Citrus tristeza closterovirus (Tan lyi cady c6 mui)

- Citrus tatter leaf cappillovirus (Virus nho 14 cay c6 mui)

1.3 Chi thi sinh hoc

Dung ciy chi thi dé xac dinh nhitng bénh 4n ciia cay c6 mai ¢ hai mirc nhiét do:
* Nhiét do 18 - 250C (tét nhat1a 20 - 22 0C) cho cac tac nhan giy bénh sau:
- Viruses Citrus tristeza closterovirus (Virus tan lui cay c6 mui)

- Citrus veinenation virus (Virus bién dang gan 14 ciy c6 mui)

- Citrus varegation ilarvirus.

- Citrus leaf rugose virus (Vius quan 14 cay c6 mui)

- Citrus tatter leaf capillovirus (Virus bé 1a cay c6 mui)

* Nhiét do 25 - 350C (t6t nhét 1a 30 - 35 0C) cho tac nhan gay bénh:

- citrus exocortis viroid (Viroid vay vé cay c6 mui)

- citrus cachexia viroid (Viroid mach dan cdy c6 mui)

- Spiroplasma citri

- Liberobacter asiaticum

- Liberobacter africanum

Bang 1.3.1 Sb cay chi thi cAn nhan giéng.

Dii nhiét dd Cay chi thi S0 chau | SO ciy trong
(15cm) chiu
Lanh 18-250C Sweet Orange (Cam ngot) 3 5

Eureka Lemon (Chanh Eureka)

West Indian Lime (Chanh Tay an)

Rusk Citrange (Chanh Rusk)

5
5
5
5

Wl N N DN

Nong 25-350C Sweet Orange (Cam ngot)




Etrog Citron Rooted (Chanh yén) 2 2

Bang 1.3.2. Cay chi thi cho kiém tra bénh.

Bénh

Cay chi thi thich hgp

Cay chi thi khac

Cachexia (Xyloporosis)

Etrog citron (Chanh
yén)

Rough lemon (Chanh san)
Poncirus trifoliata

Citrus leaf rugose (Virus
quan 14)

West Indian [ime
(Chanh Tay an)

Citrus limon

Duncan grapefruit Red (Bwoi do
Duncan)

Citrus variegation (Virus bién
dang)

Etrog citron (Chanh
yén)

Bean and cowpea (Pau tuong va dau
den)

Crinkly leaf (Gion 14)

Eureka lemon (Chanh
Eureka)

Cristacortis

Sweet orange (Cam
ngot)

Orlando tangelo (Quyt Orlando)
Sour orange (Cam chua)

Exocortis (Vay vo)

Etrog citron (Chanh
yén)

Rough lemon (Chanh san)

Greening and Dieback
(chét kho)

Sweet orange (Cam
ngot)

Sexton tangelo (Quyt Sexton)

Duncan grapefruit (Budi Duncan)

Impietratura

Sweet orange (Cam
ngot)

Grapefruit (Buoi)

Psorosis complex (T6 hop
bénh dom Virus)

Sweet orange (Cam
ngot)

Homosassa, Emperor mandarin (Quyt
Homosassa, Emperor)

West Indian lime (Chanh Tay 4n)

Ringspot (Psorosis B ) (Bém
vong dongB)

Sweet orange (Cam
ngot)

Satsuma dwarf (Lun
Satsuma)

Satsuma mandarin (Quyt Satsuma)

Sesamum indicum

Stubborn

Sweet orange (Cam
ngot)

Sexton tangelo (Quyt Sexton)

Duncan grapefruit (Budi Duncan)

Tatter Leaf/ Stunt
(Nho 14/Lun cay)

Citrange (Chanh)

Troyer citrange (Chanh Troyer)

Citrus excelsa cowpea Nicotiana
clevelandii

Tristeza - Stem pitting and
Seedling Yellows (2 ching
tan lui cam quyt)

West Indian lime
(Chanh Tay an) Eureka
lemon (Chanh Eureka)

Sour orange (Cam
chua)

Mexica lime (Chanh
Mexica)

Bitter sweet seville (Cam dang ngot
Seville)

Sweet orange (Cam ngot)




Vein Enation/ Woody Gall West Indian lime
(Bién dang gan/U than go) (Chanh Tay an)

Rough lemon (Chanh san)

Bang 1.3.3. Triéu chirng bénh trén cay chi thi

Dai Bénh
nhiét
do

Sweet
Orange

(Cam
ngot)

Eureka West Citrange cv
Lemon Indian Rusk or
(Chanh Lime Swingle
Eureka) (Chanh (Chanh,
Tay 4n) budi hodc

quyt)

Citrus
medica
L.
(Chanh
yén)

Citrus leaf rugose
(Quan 14)

CF LP

Citrus variegation

(Bién dang gén 13)

AS

Crinkly leaf
(Gion 1)

AS

LP

Cristacortis

oL

Impietratura

oL

Lanh Psorosis A
(D6m 1a dong A)

CF

Psorosis B
(P6m 1a dong B)

oL

Tatter Leaf / Stunt
(Nho 1a/lun)

CM &S

Tristeza - Stempitting

(D6m tan lyi)

CVF&WP

Tristeza - Yellows

(Vang tan lui)

LY &S

Veinenation / Woody
Gall (Bién dang/u than
£0)

VE

Exocortis

LE

Nong Greening and Dieback
(Greening va kho canh)

VY & LM

Stubborn

CM

AS - Asteroid spots (Pdm dang sao)

CF - Chlorotic flecks (Pdm vang)




CM - Chlorotic mottling (Pdm mat mau) ~ CVF - Chlorotic vein flecking (Pém mau

vang gan)
LE - Leaf epinasty LM - Leaf mottle (P6m 14)
LP - Leaf puckering (Nhan 14) LY - Leaf yellowing (Vang 14)
OL - Oak leaf pattern (Dai sui 14) S - Stunting (Lun cay)
VE - Veinenation (Bién dang gan) VY - Vein yellowing (Vang gan)

WP - Wood pitting (Pém than gd)
2. Nhan gidng, chdm soc va bao quan tai co s& Sau nhap khau.
2.1. Nhan gbc ghép va cay chi thi.

Céc hat duogc gieo dé 1am cay chi thi sinh hoc hodc géc ghép duoc léy tir cac co sé sach bénh co
uy tin, cac hat nay dem gieo trong khay va dé & nhiét d 20 - 250C. Cay chi thi 1 chanh yén
(Citrus medica L.) dugc nhéan gidng tir canh ¢ nhiét d6 30 - 350C. Cay dugc trong trong hdn hop
chat don (ctia Truong Pai hoc California) theo ty 1¢ thé tich phi hop gdm: 1 than bun : 1 cat
hodc bot d4 va phan vo co duogc ti€t trung theo phuong phép Paster (¢ 600C trong 30 phtt, qua
trinh duoc 13p lai tir 2-3 1an hodc xir 1y dudi tic dung cua tia phong xa) c6 thé thém vao nhiéu
nhit 10% vo triu (tinh theo thé tich).

Trude khi st dung 1am cay chi thi hodc gbc ghép khong bon thic cho cay. Sau d6 chuyén chung
vao chéu hoac tui nilon chtra dugc 1,5-2,0 kg co chét c¢6 chtra hdn hop theo cong thirc cta
Truong bai hoc California. Néu cay biéu hién triéu ching thiéu dinh dudng thi s& bon bo sung
bang hén hop chat don voi ty 1¢ 1 mau kho va bt xuong: 1 Dolomit. Sau d6 chanh yén va mot
s6 loai cam ngot dugc trong trong diéu kién nhiét do 30 - 350C.

2.2. Nhan gi6ng tir mat ghép.

Hai cay dugc nhan gidng tir mit ghép trén gbc chanh san. Ba den bon tuan sau khi ghép mit, cat
cac choi nach ciia chanh san dé tap trung cho mat ghép phat trién.

Chon mot cay lam cay chi thi. Néu can thi tién hanh ghép dinh sinh truéng. Cay con duoc nhan
1€n tr cay chi thi s€ dugc tra lai cho chu hang.

2.3. Phong trur dich hai.

Str dung thudc hoa hoc, dau thuc vét va thudc sinh hoc dé phong trir sinh vat hai trong nha kinh.
Céc sinh vat hai thuong c6 nhén hai cham, nhén to bung, rép phan, rép sap. Chl y rép mudi den
trén cdy c6 mui phdi dugc som diét trir tri¢t d€ nham ngan chan viéc truyén Virus.

3. Loai bo cac tac nhan gay bénh va nhan gidng.

Ghép dinh sinh truong 13 k¥ thuat nhan dong cac giéng cay c6 muii di duoc loai bo bénh, cling
v6i kha ning tao ra nhitng dong méi sach Virus va cac tic nhan gay bénh khac. Tat ca cay co
mui méi phai dugc ghép dinh sinh truong it nhat mot 1an trude khi xuat ra khoi co so Kiém dich
Sau nhap khau. Piéu ndy c6 nghia la dam bao sach Xanthomonas campestris pv. citrumelo,
phytoplasma, Viroid va Virus. Cac budc kiém tra dugc lam nhiéu 1an dén khi cho két qua kiém
tra khang dinh 1a sach bénh. Nhitng gbc ghép dugc san xuét tir cac to chire trén thé gidi c6 chimg
nhan dat tiéu chuan thi khong can phai ghép lai & Viét Nam.

3.1. Mit ghép dung ghép dinh sinh truéng.



Viéc ghép dinh sinh truong duge thuc hién ngay 1ap tirc khi c6 mét ghép thich hop duoc dua t6i.

Néu c6 chdi ghép méi nhap khong thich hop cho viéc ghép ban dau cac mat ghép duogc ghép vao
than mot cdy me va sau d6 chon mét ghép va thoi diém thich hop nhit dé tién hanh ghép.

3.2. Xir Iy mét ghép dé ghép dinh sinh trudng.

Tiét tring bé mat mét ghép trude khi bat diu ghép. Nhing miat ghép trong dung dich Ethanol 70
% trong 2 phut, sau d6 nhung trong dung dich Clorin (Clo) 0,2% hodc Sodium hypochrorite
trong 10 phat. Bao quan mét ghép ¢ nhiét d6 260C trong cat am da tiét trung v6i chu ky chiéu
sang 16 gio dén khi dem ra str dung.

3.3. San xuét gbc ghép dé ghép dinh sinh truong.

Str dung chanh ba 14, chanh san va budi Citrus grandis (chi dung cho cac giéng budi Pomelo)
lam goc ghép.

Lay hat tir qué tuoi sau d6 rira sach thit qua. Tach bo 16p vo ngoai ctia hat va bao quan trong gidy
loc am dén khi dem ra st dung. Khtr tring bé mit hat trong dung dich Clorin 0,5 % hoic Sodium
hypochlorite (c6 chira 1% clo) trong 10 phut. Sau d6 rira k¥ trong nudc da tiét tring téi thiéu 3
lan. Pua hat vo tring vao trong mdi truong Agar sach dé trong budng cdy, sau d6 dwa vao ti 4m
& 26 oC trong bong toi.

Néu hat khong ding ngay sau khi da tach khoi qua, ta phoi trén gia do. Hat duoc tiét trung bé
mat va dugc bao quan bang cach nhing trong dung dich Clorin 1 % hoac Sodium hypochlorite.
Sau d6 tién hanh lam nhu doi vaéi hat tuoi.

Sau 4 - 5 ngay hat s& moc. Chuén bi nhiing dng tuyp dé trong cdy giir trong méi truong dong
nhit c6 chira méi truong hon hop Murshige va Skoog + duong + agar, tiét trung ¢ 1210C trong
15-20 phut. Dt hat ndy mam 1én bé mit agar trong cac dng tuyp nudi cay khi chdi bat dau moc.

Khi ch01‘ ghép dat dén d6 dai thich hop 3 - 4 cm, sau 10 - 12 ngay dua nhitng 6 qng tuyp nay vao
trong budng t61 ¢ 4 - 70C. Chon céc cay thang dua vao budng lanh dé ghép choi dinh. Thoi gian
luu gitr cay con 1a mot nam.

3.4. Ghép dinh sinh truong.

Ngam dung cu trong con 70% khoang 1 gio trude khi ding. Chuan bi cac mau dao cao va tra vao
can. Nhung dao cat vao chat tay va sau d6 lam sach bang con va ho kho gitra moi lan cat. Khong
lam chay lud1 dao sau khi nhung con. Thay doéi ludi dao khi chiing bi cun.

Tiét tring bé mat canh ghép truc tiép khi dang & trén cay bang dung dich Clorin 0,5 % hoic
Sodium hypochlorite trong 5-10 phut, tuy thugc vao diéu kién cua canh ghép. Néu ching da
dugc tiét tring va trong trong cat, chiing c6 thé duge sir dung ngay. Néu chung bi nhidm ban thi
dat chung trén vai man va xu ly trong dung dich Chlorin 0,01 % hodc Sodium hypochlorite trong
1 phiit sau d6 rira can than 3 1n trong nudc loc.

Cit tia 14 mam va chdi bén, mé vét ghép hinh chir T va tién hanh ghép.

Loai bo hét 1a ¢ canh ghép dé 16 mo phan sinh. Sir dung mt ludi dao cho mét mé phén sinh. Dat
mo6 phén sinh lén vét ghép va déng nap vét ghép lai. Pit cay con trong glay loc va trong trong
dng tuyp c6 hdn hop méi trudng Murshige va Skoog + duong + mudi sat hoa tan + White's
vitamin. Xir Iy moi truong & nhiét do 1210C trong 10 phut.



Gilr cay con ¢ nhiét d 28 oC voi chu ky chiéu sang la 16 gio. Cham soc cay t6i thiéu 4 - 6 tuan
hoic ¢ thé dai hon. Cay con c6 thé can dugc cit tia mam & giai doan sinh trudng trong dng
tuyp va co thé chuyén vao méi trudong méi .

3.5. Chuyén cay con dd dugc ghép dinh sinh trudng ra khoi éng tuyp.

Saud-o6 tuan, khi mét ghép da moc chdi dugc 1 cm cung voi 2 14, dua cay con ra khoi 6 éng tuyp,
tia bot 1é va trong cdy trong chau co chira hdn hop chat don. Giir cay trong dleu ki€n anh sang
yéu trong tun dau tién. Duy tri 4m d6 cao trong vai ngay dau bang cach dung tim nhua che phu
cay con. Khi céy cimg cap ta loai bo dan tdm nhya che phu. Co thé st dung cac bién phap twong
tir nhu trén néu thay mat ghep con xanh nhung chua phat trién. Hang ngdy tudi 2g/1 Ca(NO-3)2.
Kiém tra cac dong ghép dé khang dinh da loai bo hét cac bénh.

3.6. Mui truong nuui céy. Céc hop chat Ham lugng
Moi truong
Rin Long
Murashige & Skoog KNO3 1,90 g/l 1,90 g/l
dung dich mudi co ban NH4NO3 1,65 g/l 1,65 g/l
CaCl2.2H20 440 mg/Il 440 mg/l
MgS04.7H20 370 mg/I 370 mg/l
KH2PO4 170 mg/I 170 mg/I
MnS04.H20 16,9 mg/I 16,9 mg/l
ZnS04.7H20 8,6 mg/I 8,6 mg/I
H3BO3 6,2 mg/l 6,2 mg/l
Kl 0,82 mg/l 0,82 mg/l
Na2Mo0O4.2H20 0,25 mg/l 0,25 mg/l
CuSO4-.5H20 0,025 mg/l 0,025 mg/l
CoCl2.6H20 0,025 mg/I 0,025 mg/I
Mudi sat hoa tan Na2-EDTA - 37,3 mg/l
FeSO4.7H20 - 27,8 mg/l
Mot s6 cac chat khac Myo-I-Inositol - 37,3 mg/l
Axit Nicotinic - 27,8 mg/l
Pyridoxine - 100,0 mg/I
Thiamine HCI - 1,0 mg/I
Puong Sucrose 30 g/l 1,00,2 mg/I
Agar Agar 10 g/l 75 g/l




