6 Trong phong thi nghiém

Trong phén nay, cdc huéng dan dugc dua ra nham trg gitp cac can bd méi vao
nghé, giup ho phat trién nhiing ky nidng cin thiét cho mdt can bo chin doan bénh
cay, bao gobm cac cach:

 dung kinh hién vi

o phénlap

e cdy truyén

o lam thuan

o giam dinh

 lay bénh nhan tao.

V6i kinh nghiém cua minh, can bo chin doan bénh cay cé thé thay déi cac quy
trinh sao cho c6 hiéu qua cao nhét. Cac phuong phap bao quan mau ndm song,

cac cong thic ndu moi trudng nudi cdy va quy tic ciing nhu phuong phap khu
trung dugc trinh bay ¢ Phu luc 3.

6.1  Kiém tra mau bénh trong phong thi nghiém

Nhiing quy trinh sau day dugc ap dung dé€ kiém tra nhiing céy c6 triéu chiing héo,
coi coc va bénh trén la. Budc du tién la xem xét cin thin toan bd cy va so sinh
nhiing quan sat nay véi nhiing quan sat trén dong rudng.

Phan 6. Trong phong thi nghiém
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6.1.1 Héo va coi coc

Néu ciy bi héo va coi coc, kha ning c6 nguyén nhan tii bénh héo do tic bé mach
hodc thoéi than hodc ré.

1. Kiém tra su héa nau cia mach dan

(@) Neéu mach dan hoa nau, c6 thé 1a bénh héo do ndm hodc vi khuan. Kiém tra
dich khuén.

o Néu c6 dich khuén, chuén bi dia cdy khudn.

o Néu khong c6 dich khuén, c6 thé 1a bénh héo Fusarium hodc
Verticillium. Cdy phéin thin héa niu ra dia dé phéan l4p nidm.

(b) Néu mach dan khong hoa nau, c6 thé 1a bénh thoi ré hodc than do ndm thuc
hodc mot loai giong ndm hodc tuyén trung gay ra. (Ghi chi: nén kiém tra
thém cac triéu ching do virat bai vi mot s6 virat gay bénh ciing gay triéu
chuing héo va coi coc.)

2. Kiém tra tim hach va sgi ndm

(@) Néu c6 hach, tim cach phan lap Sclerotinia sclerotiorum, S. rolfsii hoac
Rhizoctonia spp. dua vao hinh thai loai hach quan sat dugc.

(b) Néu khong c6 hach, c6 thé1a bénh thdi ré, tuyén trung hodc sung ré & cay
ho thép tu.
3. Kiém tra tim bang chiing bénh tuyén triing (nét sung ré hodc vét loét ré).

(@) Néu co, tach tuyén trung ra d€ xac dinh tac nhan gay bénh va gtii dén mot
phong thi nghiém tuyén trung dé giam dinh loai.

(b) Néukhong cd, va c6 thdi ré (mau nau), tim cach phan lap ndm hodc tac
nhén giéng ndm gay bénh
6.1.2 Cacbénhdla
Néu 14 c6 cac ddu hiéu bénh, kiém tra vét bénh dudi mot kinh lup soi néi.
1. Kiém tra tim triéu chiing khadm, van, 14 cuén hoac 1a coi.

(@) Néu co, c6 thé 1a bénh do virat. Gui mau bénh dén mot phong thi nghiém
chén dodn virut thuc vat. (Ghi chu: bién vang va d6m cang c6 thé do virat
gdy ra, chdng han nhu virat d6m vong du du va virat d6m héo ca chua.)

(b) Néukhong cd, c6 thé tic nhan giy bénh la ndm hodc vi khudn.

2. Kiém tra tim dém la xanh trong dang giot dau, chay la hoac dich khuan.

(@) Néu co, c6 thé tic nhan gy bénh 1a vi khudn. Phén lap bang cach céy dich
khuén tu nhya cay 1én moi truong King's B.

(b) Néukhong cd, cé thé tdc nhan giy bénh la ndm.
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3. Kiém tra tim cac cau tric nam dudi kinh IGp soi néi.

Néu dugc thuc hanh nhiéu, nim suong mai, gi trang (Albugo candida), phin tring va
gi sdt c6 thé dugc xac dinh bang cach quan sat mau bénh dudi kinh lap soi néi va kinh
hién vi. Do nhiling ndm nay déu ky sinh chuyén tinh, ching khong thé phat trién trén
modi trudng nhan tao.

Néu c6 cac dau hiéu ctia cac ndm bénh khac (sgi ndm, bao tt hodc cac ciu trac sinh
san), can chudn bi mau lam kinh d€ quan sat duéi kinh hién vi. Céc chi gy bénh d6m
14 thong thudng c6 thé xac dinh dugc bao gom Alternaria, Cercospora, Stemphylium,
Septoria va Phomopsis. C6 thé kich thich sy hinh thanh bao t bang cach d€ 4m la bi
bénh trong di€u kién c6 anh sdng. Kiém tra ld bénh hang ngay dé tim ddu hiéu cua
nidm bénh. (Ghi cht: ndm va vi khudn hoai sinh moc nhanh trong méi truéng 4m nén
c6 thé dan dén viéc chin dodn sai.)

Cing nén cdy mé bénh & mép ngoai ctia vét dém 14 14y ti mau bénh méi thu thap lén
mot moi trudng nghéo dinh dudng d€ phéan lap tdc nhin gay bénh (xem Phan 6.3).

6.2  Kinh ltp soi néi va kinh hién vi

Kinh lup soi ndi va kinh hién vi 1a nhiing thiét bi khong thé thiéu dugc trong mot
phong thi nghiém chadn dodn va can by chin doan bénh cay can phai lam quen véi viéc
diéu chinh, bao dudng va st dung kinh.

6.2.1 SUdung kinh lGp soi noi

Kinh lap soi néi dugc dung dé kiém tra mau bénh nham tim ra cac ciu trac ndm nho,
nhu qua canh, dia canh, khoi bao tt va qua thé véi do phong dai thap (t6i khoang
x100). V6i kinh lap soi ndi, c6 thé dé dang ldy va chuyén nhiing c4u tric ndm trén
sang lam kinh d€ chudn bi cho viéc quan sat dudi kinh hién vi v6i d6 phéng dai cao
hon (t6i x400).

Mot kinh lap soi néi ciing dugc st dung cho cac cong viéc ti mi nhu cidy don bao ti
nay mam hodc cdy dinh sinh trudng ctia sgi ndm trong qua trinh lam thudn mau ndm,
dé kiém tra tuyén triing va chuyén ching sang mot lam kinh d€ quan sat duéi kinh
hién vi. Bang cach nay c6 thé xac dinh xem tuyén trung cé phai la ky sinh thuc vat hay
khong. Kinh lup soi ndi ciing rét hiiu ich trong viéc kiém tra cac tdn nim dang phat
trién (Hinh 6.1).

Mbi kinh lip soi n6i can cé mét guong gan vao co6 thé diéu chinh dé nghiéng d€ cung
cdp 4anh sdng thang va chéo géc cho cac mau ¢ do tuong phan anh sang thép. Ly
tudng nhat 1a kinh c¢6 gan ngudn anh sang dung dé€ roi sang phia trén bé mat mau, tuy
nhién néu khong c6 cing c6 thé khic phuc bang cach dung mét ngudn sang riéng ré
bén ngoai.

Phan 6. Trong phong thi nghiém
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Hinh 6.1 Kiém tra c4c tan nam dudi kinh [Up soi néi

6.2.2 Sudung kinh hién vi
Can tuan tha cin than céc chi dan di kém theo kinh hién vi dé ddm bao kinh dugc
dung dung cach va tranh hu hai.

Diéu quan trong 1a khong dugc d€ vat kinh bi xudc hodc cham vao mat thach, ndm
hodc cac mau nhudom. Cac miéng lamen thudng rat mong va, néu vg, c¢d thé lam
duit tay.

Piéu chinh kinh hién vi

1. Ddt mot lam kinh chtia mau trén ban git ctia kinh hién vi.
Bat den va diéu chinh anh sang dén khoang 50% d¢ sang.
Chinh mau that nét vdi vat kinh x10.

2

3

4. Doéng mang ngidn quang trudng ctia kinh cho nhd lai.

5. Chinh d6 nét mang ngin quang trudng bang cach thay d6i d cao cta tu kinh.
6

Xoay hai nut chinh trung tdm tu sang cho dén khi anh cia mang ngan quang
trudng & trung tam - chi tiét nay rat quan trong!

7. M6 mang ngan quang trudng cho dén khi viia ra khoi tdm nhin (nghia la cho
dén khi viia 16n hon khung nhin mét chat).

8. Chinh mang chinh d6 m& dé€ nhin r6 mau. S6 chinh (s6 d6 mo) trén mang
chinh d¢ md& nén vao khoang 75% ctia s6 d0 md& vét kinh dang st dung.

. Quan sat mau (Hinh 6.2 va 6.3).

Nel
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6.2.3 Chuan bi mau lam kinh

Cac mau bao tli ndm hodc ciu tric tao bao tl nhu tdi qua canh, qua thé bau hodc
qua thé kin c6 thé dugc c6 dinh trén lam kinh trong nudc.

C6 dinh mau trong nuéc

1.

2
3.
4

Nhoé mot giot nude cat nho 1én lam kinh.
biét mau vao vi tri giot nudc, dudi mot kinh lup soi néi.
bt lamen sao cho mét canh cham lam kinh gan mép giot nudec.

Tu tit ha canh bén kia ctia lamen xudng sao cho lamen trium lén trén giot nudc
- phuong phap nay gitp ddy cac bot khi ra khoi mau lam.

Dung mot miéng gidy thim hoac gidy loc d€ tham di phan nudc thuia phia
ngoai lamen.

Cac bao tii tl cay bi bénh hodc mau ndm dugc nuodi cdy nhén tao cé thé dugc lay
ra dung mot que cay va ddt vao vi tri giot nuéc.

Céc cdu tric tao bao tli 16n hon can dugc kiém tra dudi kinh lap soi néi, sau doé
dugc dit vao mot giot nude va lam dep bang cach dung mét dung cu c6 bé mat
phéng ép nhe 1én lamen. Khi kiém tra lai bing mau lam, c6 thé phan biét dugc qua
canh va qua thé: qua canh chi chtia bao ti phén sinh trong khi ca qua thé kin va
qué thé bau chua ca tai bao td va bao tu tai.

Hinh 6.2 Quan sat bao ti ndm dudi kinh
hién vi

Phan 6. Trong phong thi nghiém
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Céc cdu truc v6i mé mém, nhu qua thé dia ctia Sclerotinia sclerotiorum, can diing
ludi dao cao uét hodc dao mo cat thanh nhiing lat mong roi dat vao vi tri giot
nudc d€ lam mau lam.

6.3  Phan lap nam gay bénh

Khong can phai tuan thtt mét cach chinh xac nhiing ky thuat phan lap nam gay
thdi ré, than va la sau day, ma c6 thé st dung nhiing ky thuat nay lam dinh huéng
va thay d6i ching tuy theo tting tdc nhan giy bénh va céy trong cu thé sao cho c6
két qua t6t nhat. Diéu quan trong la hoc hoi va tich lay kinh nghiém béang cach th
nghiém cac phuong phap khac nhau.

Cén bd lam cong tac chdn dodn bénh ciy nén tham du cac khoa tip huén vé cac ky
ndng trong phong thi nghiém néu ho chua tting dugc tdp huan vé cac ky nang nay
trudce day. Diéu quan trong la hoc cach phan biét gitia cac loai gay bénh va véi cac
loai hoai sinh thong thuong.

Thuc hanh quy trinh phén lap va cdy truyén véi mot loat cac ndm bénh khac
nhau.

Cac ky thuat phan lap c6 thé dugc cai thién bang cach:

o thay ddi thoi gian kht trung bé mit mau bénh

o  gotbod l6p ngoai mau bénh

«  diéu chinh thanh phan moi trudng nudi cdy (chang han nhu pH, dinh dudng
va nong do aga)

o  thém khang sinh vao madi trudng.

Con étyl (70%) 1a chat khii triing bé mét chuén cho cac dung cu phong thi nghiém

va cac mau bénh. Dung dich Javen ciing c6 thé dugc dung lam chat khu trung bé
mat, nhung thudng mat tac dung néu d€ lau va tiép xuic tryc tiép véi anh sang.

Luon ludén thadm kho mo bénh trén gidy thdm da dugc khi trung trudce khi phan
lap.

Phan 6. Trong phong thi nghiém
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Chon m6 mdi bi bénh d€ phan 14p. Khong nén st dung cac mo da bi bénh lau béi
vi trén bé mét cdc mo bénh nay thudng c6 rat nhiéu ndm va vi khuén hoai sinh
phat trién.

Bé mdt ciia md céy thudng c6 nhiéu ndm va vi khuan hoai sinh, ching cin phai
dugc tiéu diét trudc khi c6 thé phan lap tac nhan gay bénh. Nhiéu loai ndm va vi
khuén hoai sinh moc rdt nhanh trén moéi trudng phan lap, vi thé rat khé d€ phan
lap tac nhan gay bénh.

Khong dung moi trudng thach duong khoai tay (PDA) hodc moi trudng giau
hydrat cacbon d€ phén lap ndm tli cdc mo céy bi bénh, nhat la néu phan lap tu ré.
Ném va vi khuén hoai sinh moc rit nhanh trén cdc méi trudng giau hydrat cacbon
va tc ché su phat trién ctia ndm bénh moc chdm hon.

Su thanh cong trong viéc phan lap ndm tit mo céy bi bénh phu thudc vao mot so6
yéu to:

o loai mé bi bénh (14, than, ré)

» phuong phap kht tring bé mat

o thao tac cay

« moi trudng phan lap

o cac diéu kién nuoi cac dia phan lap.

Kinh nghiém qua kht 1a mot cong cu vo gia trong viéc lua chon quy trinh phan
lap phtt hgp. Kinh nghiém thudng gitip phan dodn loai ndm gay bénh nao cé kha
ndng gy ra cdc triéu chling ddc biét nao dé. Khi con nghi ngo, nén ldy thong tin
tl cc co s& di liéu bang hinh anh, s6 luu thong tin mau bénh va cac tai liéu da
phat hanh.

6.3.1 Phan lap tula va than

Viéc phén l4p tii than thuong dugc cai thién bang cach got bd phan vo hodc cac
mo than bén ngoai trudc khi khtr tring bé mit.

Cac budc co ban phan lap tu la hoac than

1. Lau sach ban lam viéc bang c6n étyl 70%

2. Nhing dung cu (kep va dao hodc dao md) trong con étyl 70% va ho kho trén
ngon lta. (Con métyl cé thé dugc dung thay cho con étyl.)

3. Rua mau ld hodc than trong nudc dé€ loai bo dét bui va cac tap chat khac.
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4. Khu trung bé mat mo 14 hodc than bang cach dung gidy mém (gidy dn) da
nhuing con étyl 70% lau mat 14 hodc bang cdch nhing nhanh 14 day vao con
étyl 70% trong 5 gidy, rtia lai trong nudc vo trung va dé€ kho trén gidy thim vo
trung.

5. Dung dung cu da kht trung cat nhiing miéng cdy nho (khoang 2 x 2 mm) tu
phan ranh gidi gitta mo khoe va mo bénh, sau do cdy 1én mai trudng ngheo
dinh dudng (nhu thach nudc cat [WA]) hodc moi trudng chon loc, dat nhiing
miéng cdy gan mép dia.

6. Dait dia cay 6 nhiét do khoang 25°C, ly tuéng la trong diéu kién anh sang.

7. Kiém tra dia ciy hang ngay, khi cac tdn ndm phat trién ti nhiing miéng cay,
cdy truyén chung (chu y cit & mép ngoai tan ndm) sang moi trudng nhu PDA
hodc WA ¢6 chita caic miéng mo cy da khii truing, ching han nhu cong lta con
xanh, 14 cdm chudng hodc qua diu. (Cac miéng mo cay da dugc khu trung kich
thich sy hinh thanh bao tt, gitp cho viéc giam dinh tac nhan gay bénh.)

8. Giam dinh lan cu6i dung mau cdy da dugc lam thuén tit mot bao tt nay mam
hodc dinh sinh trudng ctia s¢gi ndm. (Cac thao tac nay dugc mo ta trong Phan
6.5.1va6.5.2.)

Moéi truong dung dé€ phén lap tiy thudc vao loai ndm dugc nghi la tic nhan gay
bénh. Moi truong thach nudc cit hoac PDA moét phan tu do manh, chia khang
sinh néu can, la nhiing moi trudng phén lap phd bién nhit. C6 thé st dung moi
truong phan 1ap chon loc nhu peptone pentachloronitrobenzene agar (PPA) cho
Fusarium spp. va moi trudng chon loc Phytophthora (PSM) cho Phytophthora spp.

Céac ndm hoai sinh, nhu Alternaria, Pestalotia va Cladosporium, thuong phat trién
trén cac mo 14 chét. Sy cd mit ctia nhiing ndm nay cé thé gy khoé khan cho viéc
phan 1ap cac loai Alternaria hoac nam la khac gay bénh, nhu Stemphylium va
Bipolaris.

Phuong phap khac dé phan 1ap ndm gay bénh dém la

1. DPat cala hoac mot manh 14 trén gidy am trong dia Petri & moi truong dé€ am.
2. Dit mau la & nhiét do khoang 25°C dudi anh sang dé thuc day viéc tao bao tu.

3. Kiém tra sau 1-2 ngay dudi kinh lip soi néi d€ tim bao ti hodc cac ciu truc tao
bao tt nhu qua canh, dia canh hodc khéi bao tu.

4. Thém vao moi truong phén lap chta WA mot giot axit lactic (Iam giam pH va
han ché sy phat trién cta vi khuin) hodc khang sinh (nhu trong méi truong
PPA).

5. Dung mdt que cdy vo trung cdy chuyén bao tii vao dia.

Phan 6. Trong phong thi nghiém
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6.3.2 Phan lap ti ré manh, nho

Cac ré con manh, nho, va cac ré phu lam nhiém vu hap thu dinh dudng cho su
phat trién ctia cay va quan trong cho stic khoe ctia ciy. Cac tac nhan gay bénh nhu
Rhizoctonia, Pythium, Phytophthora va Phoma thudng gay bénh & nhiing bo phan
nay.

Nhiéu ndm (nhu mét s6 Fusarium spp. va Trichoderma spp.) va vi khudn hoai sinh
thuong xdm nhap vao cac té bao ngoai clia vo ré. Vi vay, viéc phén lap tac nhan gay
bénh tui ré con c6 thé gip khé khan.

Khong khii trung bé mat cac ré con qua muc béi vi chét khit triing c6 thé tiéu diét
tdt ca cdc ndm ky sinh trong ré con, bao gom ca ndm gay bénh.

Phan 13p tir ré manh, nhé

1. Chon nhiing ré con c6 ca phin khoe (khong triéu chiing) va phan bi bénh, ria
ching bang nudc v trung dung trong lo nhd, thay nudc 3 1an. Thém mot giot
thuoc tdy vao lo trong 14n rtia dau tién.

2. Lau chui ban lam viéc bang con étyl 70%.

3. Nhing dung cu (kep va dao hodc dao md) trong con étyl 70% va ho kho trén
ngon ltia. (Cén métyl c6 thé thay thé cho con étyl)

4. Nhung qua cic ré con trong con étyl 70%, rtia nhanh trong nudc vo trung va
dé kho trén gidy thim da khi trung. Cach khac, khu trung bé mit ré con bang
dung dich Javen 1% trong con étyl 10% chi trong khoang 10-15 giay, sau do
rtia bang nudc vo trung ngay lap tic va d€ kho trén gidy thdm vo trung trong
ta céy vo trung.

5. Dung dung cu da khti trung cat ré thanh tiing miéng dai 1-2 mm & phan ranh
gidi gitta mo khoe va mo bénh sau dé cay lén WA hodc moi truong chon loc.

6. An nhe cdc miéng cdy 1én mit thach sao cho chiing tiép xtc t6t v6i khang sinh
trong mai trudng phan lap.

7. bidt dia cay 6 nhiét do khoang 25°C va quan sat hang ngay dudi kinh lup soi
ndi dé kiém tra ndm moc tli cic miéng ré ciy.

8. Caiy truyén tling tan ndm 1én mai trudng PDA hodc WA c6 chiia cac miéng mo
cay da kh triing, nhu cac m4u than lda con xanh.

9. Lam thudn ndm bédng cich cdy dinh sinh trudng ctia sgi ndm (xem Phén 6.5.1)
hodc cdy don bao tt ndy mam (xem Phan 6.5.2) trudc khi giam dinh lan cu6i
cung.

Can chu y la viéc phan 1ap mot s6 ndm hoai sinh cing moét ldc véi ndm bénh ti
mo ré bi bénh 1a thudng xdy ra. Véi kinh nghiém, chi biang quan sat c6 thé nhan ra
mot s6 ndm bénh trén moi trudng PDA. Phai tién hanh lay bénh nhan tao trudc
khi khang dinh nguyén nhan gy bénh.
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6.3.3 Phanlap turé vathan goé

Néam géy bénh & ré thuong phai dugc phén 14p tii ré chinh hodc gbc than cua cay
than g6. Nhin chung phan lap tii m6 than dé thanh céng hon. Thong thudng cd it
vi sinh vat hoai sinh & phan géc than hon la phan ré da hoa go.

Viéc chon lya phuong phap khi trung tuy thudc vao miic d6 héa go ctia mo. Khi
trung bé mat cac phan thin mém hon c6 thé chi don gian bang cach lau hodc xit
con éthanol 70% trudc khi cdy 1én moi trudng nhén tao.

Phan 13p tur ré va than go

1. Cétbo cac ré phu (Hinh 6.4).

2. Rua mau trong nudc véi mot chut nudc tdy riia d€ loai bo dét va cac tap chét
khac.

3. Got bd 16p ngoai ctia than hodc ré vi day thuong 1a noi chia cac vi sinh vét hoai
sinh.

4. Bo di phin dudi cta than noi tiép gidp véi mat dat. Viéc lua chon mo dé phan
1ap phu thudc vao mtic do bénh hai. Khong c¢6 phan lap ti cic mo bénh da ci.
Ly tudng nhét 13 dung cdc mau mé cdy ldy ti ranh gidi gitia mo6 khoe va mo
bénh.

5. Phun xit mau bang c6n 70%.

6. Ho qua ltia d€ dot b6t lugng con thiia, hodc néu than mém thi dé€ cho con ty
bay hoi.

7. Cit nhiing miéng md than mong va ciy 1én moi truong ngheo dinh dudng hoac
moi trudng chon loc.

6.3.4 Bay dat

Bay dit 1a mot phuong phap gian tiép d€ phan lap cac loai Phytophthora va

Pythium tu dat hodc ré.

Bay nam tu dat bang tao hoac cac qua khac

1. Lau tdo véi con.

2. Dung mot cai khoan nat chai sach cat mot 16 ¢6 dudng kinh khoédng 10 mm
ti mot bén tdi 161,

3. Bo dat day 16 va dan 16 bang mot miéng bang dinh dé dat khoi roi ra ngoai.

4. Dit tao & nhiét do phong c6 anh sang.

5. Phan l4p ndm sau 1-3 ngay tii phan ranh giéi gitia moé khoe va moé bénh mau
néu lan ra ti phan dét bay.

Phuong phap nay khong phai la hoan toan chon loc béi vi nhém nam ti€p hgp
moc nhanh ciing c6 thé gy cac vét thuong tuong tu.

Phan 6. Trong phong thi nghiém
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Bay tir dung dich dat bang la va canh hoa

Cac loai Phytophthora va Pythium c6 thé dugc phén lap tii dat bang cach tha néi la
hodc canh hoa héng sach trén dung dich dit bay. Néu c6 cac loai nay trong dat, du
dong bao tit dugc hinh thanh di chuyén lén phia trén va xdm nhiém vao 14 hodc
canh hoa. Pay la phuong phap chon loc bdi vi né thich hgp cho viéc phan lap cac
loai san sinh ra du dong bao tu.

1. Cho khodng 100g dat vao mot c6c nhua.

2. D6 nude vo trung hodc nude cit vao coc sao cho ngap dat khoang 5-10cm.

Hinh 6.4 Ky thuat phan lap tdc nhan gay bénh tir cdc mo hda go: (a) cat rai ré phuy, (b) rira mau,
(c) cat bo phan dudi than & chd tiép gidp véi mat dat, (d) phun xit mau vai con 70%, (e) dé con
bay hai, (f) cdt mé than cay bénh thanh tiing miéng cay nhé
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3.

4.
5.

Tha vao c6c nhiing méu b phén tuoi clia ciy trong man cam véi bénh, cac vét
liéu bay nay sé ndi trén mét nudc.

Dit coc nguyén vi tri trong vong 2-4 ngay.

Phan 14p ndm sau 2-3 ngay tu mép vét bénh da phat trién trén vat liéu bay sau
khi rtta trong nudc vo triing va khii tring bé mat, ding moéi truong chon loc
(nhu PSM).

Vat liéu bay ciing c6 thé la cac loai cay trong ky cht cta Phytophthora hodc
Pythium. Vat liéu c6 thé dung d€ bay bao gom la 6t, canh hoa hong, 14 cay c6 mui,
cay con 6t, dau lupin va dau tuong. Néu bay khong tu ndi dugc, co thé treo bay lén
nap cdc sao cho bay lo liing & méit nudc hodc gan vao mot miéng x6p hay mot vat
liéu noi thich hgp.

Phan 13p tur ré con dung cay ky cha lam bay

1.

Ruia ré con bi bénh (Hinh 6.5).

. Dit ré con vao mdt c6¢ nhya va d6 nudce vo trung hodc nude cit vao coc.
. Tha n6i moét 14 cay ky chu vao coc.

2
3
4.
5

D€ coc nguyén vi tri trong 2-4 ngay.

. Phan l4p ndm sau 2-3 ngay tu mép ngoai ctia vét bénh da phat trién trén 14 bay

sau khi rtia bang nudc vo trung va khi trung bé mat, ding mdi trudng chon
loc (nhu PSM).

6.3.5 Phuong phap pha lodang dung dich dat

Phuong phéap pha loang dung dich dat dugc st dung d€ phén lap cac loai Fusarium
tu dat kho bang moi trudng chon loc PPA. Phuong phap nay c6 thé dugc ap dung
dé€ phén lap mot s6 loai ndm khéc stt dung cac mdi trudng chon loc thich hgp.

Hinh 6.5 Bay Phytophthora tir dat bang canh hoa va la

Phan 6. Trong phong thi nghiém
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Phan lap tir dat khé bang phuong phap pha lodng dung dich dat

1. Phoi mau dét cho kho, dung c6i chay nghién so dat (loai c6i chay lam bang da
dung trong niu bép) va tron déu.

2. Cho 10g mau dit vao mot lo ¢ chtia 100mL WA 0.01% da hép tiét trung, tao
dung dich 1:10.

3. D6 10mL dung dich sang lo thit hai chita 90mL WA 0.01% tao dung dich 1:100
va lac déu d€ dam bao dit dugc phéan tan déu trong dung dich. Lip lai bude
nay d€ c¢6 dung dich véi nong d6 1:1000, thudng thi d6 loang nay la phi hop
cho viéc phén lap Fusarium tu dat trong rau mau (Hinh 6.6).

4. Phan tan déu ImL dung dich dét trén bé mat moi trudng phan lap trong mot
dia Petri dudng kinh 90mm:

o chudn bi cac dia moi trudng phan 1ap va dé kho trong vai ngay dé€ loai bo
hoi nuéc dong trén bé mat dia

o dung pipette cdn thin hut 1mL dung dich dit cho vao mdt phia & ria ctia
dia moi trudng

o cim dia hoi nghiéng ti mép c6 dung dich va lac nhe vudng goc véi chiéu
déc d€ dung dich uét déu trén bé mat dia.

5. Dit cac dia phéan lap nay dudi anh sang trong 5-7 ngay cho dén khi cac tan ndm
phat trién.

6. Cdy truyén cic tdn ndm va lam thuin chung bang phuong phép cdy don bao ti
1én moi trudng PDA, thach 14 cdm chudng (CLA), hodc thach nudc ct c¢6 chita
mot mau mo cay da kh trung.

() () ()

109 10mL 10mL

al. &

nghién dat

1:10 1:100 1:1000

Hinh 6.6 So d6 cac nbng dé sir dung trong phuong phap pha loang dung dich dat
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Mic du ndng do pha loang 1:1000 thuong dugc st dung, d6 loang thich hop
nén st dung khi cho két qua 10-30 tdn ndm trén moi dia (Hinh 6.7). Vi mat do
Fusarium trong dat tiy thudc vao lich st ruong trong va loai dat, c6 thé can phai
diéu chinh nong d6 pha loang d€ c6 dugc mot két qua mong muon.

Hinh 6.7 Dia phan lap ti dung dich dét pha
lodng chua Fusarium spp. trén moi trudng
thach peptén PCNB (ly tudng la sé tan ndm
khoang tur 10 dén 30)

Néu quy trinh phén 14p dugc thiét ké d€ cung cép s6 liéu dinh lugng, diing 3-5 dia
nhic lai cho mdi ndng d6 va st dung vai mau dét. Co thé c6 su khac nhau dang ké
gitia cac dia nhac lai va gitia cac mau dat.

Phuong phap nay khong xac dinh dugc s6 lugng bao tii trong dat, ma la lugng
'mam bénh' ctia moét loai trong dat. Cac mam bénh c6 thé gébm bao tl phan sinh,
bao tt hdu va cac manh sgi ndm trong tan du thuc vat bi bénh. S6 lugng nhiing
don vi tao tdn ndm (colony-forming units - CFU) nay trong mdi gram dat c6 thé
dugc tinh cho mdi loai dung cong thiic sau:

D¢ loang x s6 tan nam trung binh ctia loai nam trén cac dia phan lap = CFU/g dat

Phan 6. Trong phong thi nghiém
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6.4  Cay truyén tu cac dia phan lap

Céy truyén la budc trung gian gitia phan lap tii mau bénh va lam thuén vi sinh vat
gay bénh. Giai doan nay gitap xdc dinh vi sinh v4t nao da dugc phan lap.

Quy trinh cay truyén

1. Kiém tra cic dia ciy hang ngay dudi kinh lup soi néi va danh gia sy phat trién
clia s¢i ndm ti cdc miéng cay.

2. Xac dinh xem c6 nhiéu hon mot loai ndm moc 1én hay khong.
3. Cay truyén khi sgi ndm moc dugc khoang 5mm tlii miéng cay.

4. Cat mot miéng thach nho (2 x 2 mm) tif ria mdi tdn ndm va cdy sang moi
truong PDA hodc mdt moi trudng c6 chia gia thé tu nhién (nhu mai trudng
CLA hoac méi truong thach than lta con xanh).

C6 mot s6 bénh ndm ma tac nhan gay bénh dugc phan 1ap mot cach dé dang va
céc vi sinh vét hoai sinh hiém khi cén tr& viéc phan lap. Chidng han nhu Sclerotinia
sclerotiorum va Sclerotium rolfsii c6 thé dugc phén lap dé dang tu ranh gidi gitia
mo khoe va mo bénh ¢ than bénh con xanh.

Viéc phén l4p tii cac bo phén khéc ctia cay c6 thé kho khan hon. Khi phan lap tii ré
bi bénh, thudng c6 khoang hai loai ndm hodc nhiéu hon moc ti ré, thdm chi ngay
ca trén moi trudng chon loc (Hinh 6.8). Van dé tuong tu c6 thé xay ra khi tim cach
phan lap nam bénh tii vét d6m 14, boi vi ndm hoai sinh moc nhanh trén cac mo la
bi bénh. Can chu y cdy truyén khi cdc tdn ndm con nho vi cdy truyén dugc thuc
hién dé dang hon trudce khi cac loai moc nhanh moc lan at cac loai moc cham.

Vi vdy, can kiém tra cac dia phan lap hang ngay d€ tim ndm moc. Quan sat cac
miéng cdy xem c6 hién tugng hinh thanh bao tt khong, day c6 thé la d4u hiéu
nhén ra tdc nhan giy bénh. Tuy nhién, nén luu y ring bao ti hinh thanh c6 thé tu
nam hoai sinh.

Thuc hanh nhiéu sé dan dén su thanh céng! Thuc hanh phan l4p trén nhiéu loai
nidm bénh khdc nhau dé€ 1ay kinh nghiém va d€ hoc cach nhan biét sy phat trién
clia cac nam gay bénh thong thuong trén cac dia phén lap.

Céc ndm hoai sinh thudng xudt hién trong mé bénh va thuong phat trién trén dia ciy
phén lap (Hinh 6.9). M6t s6, nhu Trichoderma, can tré qua trinh phan l4p. Cac nim
hoai sinh lan truyén qua khong khi, nhu Penicillium va Cladosporium ciing c6 thé gay
nhiém cac dia ciy.
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Cay truyén ~

3mm

Hinh 6.8 So d6 mot dia phan lap tu ré cho théy (hinh trong) nhiéu loai ndm moc ra ti cing mot
doan ré

Hinh 6.9 Nhimng nam tap thudng thdy trén cac dia cdy: (a) Penicillium sp. (gay tap tu khong khi),
(b) Cladosporium sp. (trong mau cdy sach), (c) Trichoderma sp. (moc t& mot mau ré bi bénh)

Phan 6. Trong phong thi nghiém
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Mot khi cdc mau cdy truyén phat trién thanh cac tdn ndm, ching c6 thé dugc nhom
lai theo hinh thdi tan ndm va cac dac tinh hinh thai khac cho viéc giam dinh ban
dau. Cac ndm hoai sinh phé bién c6 thé dugc xac dinh, loai bd va cac ndm c6 thé la
tdc nhan giy bénh c6 thé dugc lam thuan bang phuong phép cdy dinh sinh trudng
sgi ndm hodc cdy don bao tli sang mot moi trudng thich hgp dé€ giam dinh sau nay.

6.5 Lam thuan mau nam

Giai doan cudi cuing trong viéc gidm dinh ndm gy bénh la viéc lam thudn mau ndm.
Chi mot bao tti hodc moét dinh sinh truéng ctia sgi ndm dugc cdy sang moi trudng
sach dé dam bao nim dugc cdy la hoan toan thuan.

6.5.1 Cay don bao tu

Céy don bao tii 1a qua trinh cdy truyén mot bao tt da nay mam dé€ tao mot mau
ndm thuan (Hinh 6.10). Phuong phéap nay thich hgp cho viéc lam thuan nhiing chi
nam tao bao tl trén moi trudng nhan tao, nhu Fusarium, Colletotrichum, Alternaria,
Stemphylium, Bipolaris, Verticillium va Phoma.

Cay don bao ti

1. Khti trung que cay.

2 & 3. Tao dung dich bao tl bang cach dung que cdy ldy mot lugng nho sgi ndm
trén mat thach c6 lan bao t hodc ldy mot chut bao ti tu khoi bao ti 16n cta
Fusarium spp. r6i cho vao 6ng nghiém chtita 10mL nudc vo trung.

4. Lic 6ng nghiém dé€ phan tan cac bao tt va kiém tra mat d¢ bao tl bang cach

quan sat 6ng nghiém trudc anh sang hodc kiém tra mot giot dich bao tu dudi
kinh lap soi néi. Tranh tao dich bao tt v6i mat do bao tli qué cao. Bang kinh
nghiém, mat d¢ bao tu c¢é thé dugc danh gid bang mat thudng khi nhin 6ng
nghiém.
Lam loang véi nudc vo trung néu can.

6. D4 dich bao tu vao mot dia Petri c6 chiia mot 16p mong mdi trudng thach
nudc cat.
D& dich bao ti thiia ti dia Petri di. Mot s bao ti sé nam lai trén mat thach.
Dé dyng dia Petri trong khoang 18 gi cho dén khi bao tt ndy mam.
Kiém tra dia Petri duéi kinh lup soi n6i v6i ngudn sang phia dudi. (Piéu
chinh guong trén ngudn sang cdn than d€ cé sy tuong phan tot gitia thach,
bao tti, va cac 6ng mam.)

10.  Dung moét que cdy dep cat 1dy ra mot bao ti ndy mam (Hinh 6.11) va chuyén
sang mot dia moi trudng mai (Phu luc 1 mo ta cach lam mot que cdy dep).
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Méat dd qua cao Bung mat do

Hinh 6.11 Quy trinh cdy don bao tU, thao tac chon lua mét bao tir dung cach

6.5.2 Cay dinh sinh truéng sgi nam

Ciy dinh sinh trudng sgi ndm 1a qua trinh cdy truyén dinh sinh truéng cta
mot sgi ndm d€ tao mot mau ndm thudn. Phuong phap nay thich hgp cho viéc
lam thuan céc chi ndm nhu Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia, Sclerotium va
Sclerotinia.

Cay dinh sinh truéng sgi nam

1.

D36 moi trudng thach nudc cat vao dia Petri d€ nghiéng sao cho phén thach &
mot phia ctia dia nong (Hinh 6.12).

Ciy truyén mot miéng nhé nam ti dia phan 14p vao mot bén dia noi thach sau
hon.

bit dia dudi kinh lap soi néi va diéu chinh tiéu diém sgi ndm & ria tdn ndm.
(Cac sgi ndm sé moc rat thua & phin nong ctia thach)

biéu chinh ngudn sang (guong) nham dat do tuong phan t6t gitia moi trudng

va sgi ndm.

Dung que cdy dep da khti tring cdy mot miéng thach nho chia dinh sinh
trudng ctia mot sgi ndm sang mot dia moi truong thich hop.
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Chi cdy phan dinh ctia mét sgi ndm duy nhéit dé dam bdo mau ndm dugc lam
thuan hoan toan.

e e e

Hinh 6.12 Cdy dinh sinh trudng sgi nam, vi du dau clia mét sgi nam Rhizoctonia sp. duoc 1y tu
dia mdi trudng thach nghiéng.

6.6  Nhan biét cic mau nam thuan

C6 thé 6 su khac nhau dang ké trong hinh thdi va mau sic cdc tan ndm cta cung
mot loai. Viéc chdn doan tré nén dé dang hon khi cac can bo chin doan hoc cach
nhan biét tan ndm cua cac loai ndm thong thuong trén moi truong nhan tao (Hinh
6.13). Cac mau ndm sau d6 c6 thé dugc phéan loai dé dang thanh nhém cac loai
ndm bénh va cac loai ndm hoai sinh bang mat thuong. Thao tac nay c6 thé lam
giam bét s6 lugng mau ndm can lam thudn, tiét kiém chi phi va thai gian.

Phan 6. Trong phong thi nghiém
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Pythium aphanidermatum Pythium irregulare Phytophthora nicotianae

) @l

Fusarium oxysporum Fusarium solani Aspergillus niger

Rhizoctonia sp. Rhizoctonia sp.

S. rolfsii (trdi) va S. sclerotiorum Sclerotinia sclerotiorum
(phéi) nhin gén

Pestalotia sp. Phoma terrestris Colletotrichum sp.

Hinh 6.13 Tan ndm clia mét s6 ndm bénh thong thuong trén moi trudng thach dudng khoai tay
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Viéc giam dinh cudi cing cdc mau sach cin dua vao:
o cdc dic tinh vi hinh thai (nhu qua thé v6 tinh va hiiu tinh)
« hinh thai bao t hodc hinh théai hach ndim

o hinh thtic tao bao t (nhu ban chat cta té€ bao sinh bao tii va su tao thanh hay
khong tao thanh chudi bao tu).

Mot s6 ndm géy bénh quan trong khong tao bao ti va chi cé thé nhan biét qua su
c6 mdt va hinh thai ctia hach nadm (nhu Sclerotinia spp., Sclerotium spp. va mot s6
loai Rhizoctonia). Néu khong co su hinh thanh cédc qua thé vo tinh hodc hiu tinh,
hay cac bao tt hodc hach ndm thi viéc gidm dinh dén loai c6 thé gip kho khin.

6.7 Giam dinh nam gay bénh

C6 hon 10.000 loai ndm va cac loai gidong ndm giy bénh cay. Nhiing vi sinh vét nay
la tdc nhan gay ra rat nhiéu cac bénh, bao gom dom va chay 14, thoéi than, loét, théi
ré, héo va chét mon, cdc bénh & ciy con, qua, thdi ndn va hat, u sung, gi st, than
den va suong mai.

Viéc giam dinh chinh xac mdt tac nhan gay bénh la budc dau then chét trong viéc
x4y dung cac bién phap phong trii va quan ly bénh hai tong hgp. Néu xac dinh
dugc tén tac nhan gy bénh, thi c6 thé tim thong tin vé déc tinh sinh hoc, dich

té hoc va cac bién phap phong trii qua cac tai liéu da xuat ban hodc qua mang
internet.

Viéc giam dinh chinh xdc tdc nhan gay bénh 1a v6 ciing cin thiét cho viéc lua chon
ding thudc trit ndm trong trudng hgp phong trii bang bién phap hoéa hoc. Vi dy,
mot s6 thudc trit ndm c6 thé phong trii bénh suong mai thi khong cé hiéu qua déi
v6i bénh phén trang.

Viéc giam dinh tdc nhan ndm gy bénh bat ddu bang viéc dua vao cac ddc tinh
hinh thai, nhu bao tl va cac cdu truc tao bao tu. Nhin chung, can quan sat duéi
kinh hién vi (xem Phén 6.2) d€ c6 thé nhén ra tac nhan gy bénh va chdn doan
bénh. Viéc giam dinh hinh thai dugc trg gitp nhd cac khda phan loai, tai liéu
huéng dan, va ciing c6 nhiéu hinh dnh minh hoa rat hiiu ich cho nhiéu loai ndm
bénh thong thudng trong Agrios (2005). Nén luu gitt mot s6 sach va cdm nang
khdc lam tai liéu tham khao trong cac phong thi nghiém chdn doan, va may man la
nhiéu tap chi khoa hoc vé phan loai va giam dinh c6 thé dugc ti€p can qua mang
internet.

Phan 6. Trong phong thi nghiém
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Cac ndm ky sinh chuyén tinh chi c6 th€ moc trén mé ky chti con s6ng (nhu suong
mai, phén tring va gi sit) va khong thé phan lap dugc trén moi truong nhén tao.
Vi vy, viéc giam dinh hinh thai tuy thudc vao viéc kiém tra cdn thin céc bao tu va
cac cau truc tao bao t trén mod bénh.

Nhiéu ndm gay bénh khac c6 thé dugc phan lap va nuoi cdy trong mai trudng
nhan tao trong cac diéu kién tiéu chudn. Cac cdu truc tao bao tu va bao tu ctia
nhiing ndm bénh nay c6 thé dugc quan sat trong mdi truong nudi cdy cho cac
muc dich giam dinh. Vi du nhu hau hét cac tac nhian ndm gay bénh & la déu tao ra
cac cu truc tao bao tl - qua thé, qua canh, dia canh, boc bao tl hodc canh bao tu
phan sinh - va nhiing ciu tric nay déu co thé quan sat dugc dudi kinh hién vi.

Kiém tra sy hoa hgp sinh dudng 1a mot phuong phap khac cé thé duge dung dé
xac dinh dong. Nghién ctiu kha nidng két hgp trong sinh san hiu tinh cting gitp
tim hiéu vé sy da dang di truyén va c6 thé dugc st dung dé phan biét cac loai

khac nhau nhung c6 hinh thai tuong ty. Tuy nhién, nhiing kj thuat nay doi hoi
nhiéu kinh nghiém va trang thiét bi hon la nhiing gi c¢6 san trong nhiing phong thi
nghiém chin dodn nho.

6.8 Tailiéu tham khao

Agrios G.N. 2005. Plant pathology, 5th edition. Elsevier Academic Press: San
Diego, California.
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