BO NONG NGHIEPVA CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM

PHAT TRIEN NONG THON Poc Lap - Tw Do - Hanh Phiic
CUC BAO VE THUCVAT
Sb: 73 /QP-BVTV Ha Néi, ngay 14 thdang 01 ndm 2010
QUYET PINH

Cdng nhin " Quy trinh chin dodn bénh vi rit liin soc den phwong nam
(bénh litn soc den) ™ 1a tién bd ky thuit méi

CUC TRUONG CUC BAO VE THUC VAT

- Can cir Quyét dinh s6 17/2008/QD-BNN ngay 28/01/2008 cia Bo trudng Bo
Noéng nghiép va Phat trién néng thén qui dinh chire ning, nhiém vu quyén han va td
chirc b may cua Cuc Bao vé thuce vit;

- Ciin ctr Quyét dinh s6 86/2008/QD-BNN ngay 11/8/2008 ctia B truéng Bo
Noéng nghiép va Phit trién néng thén vé viée ban hanh qui ché cong nhan tién bd ky
thudt va cong nghé méi cia nganh nong nghiép va phat trién néng thon;

- Cin etr vao bién ban cia Hoi dong khoa hoc Cong nghé Vién KHNN Viét
Nam ngay 27/12/2009 vé két qua chin doan hién tugng < Vang lun, lin xodn 14" hai
lia & céc tinh phia Bic.

- Céan cir vin ban chi dao cua B§ Nong nghiép va PTNT s6 62/BNN-KHCN
vé viéc xem xét cong nhan bénh hai lia “ Lun soc den phuong nam” la tién b6 ky
thuét

- Céin cir van ban sb 27/CV/BVTV-KH ctia Vién Béo vé thue vat vé viée dé
nghi cong nhan tién bo k¥ thudt xac dinh bénh mai hai lia & phia Bic.

- Theo dé nghi ciia Ban cong nhén tién bo khoa hoc k thuat méi Cuc Bio vé
thue vit, -

QUYET PINH

Pidu 1: Nay cong nhin "Quy trinh chédn dodn bénh vi rit lin soc den phuong nam
Southern Rice Black-Streaked Dwarf Virus goi tit 1a bénh lim spc den (Hién tuong
vang lin, Iin xodn l& gay hai lia & céc tinh phia Béc va mién Trung vu mia 2009 la do
vi rit thude nhom Fijivirus-2, ho Reoviridae. Méi giGi chinh truyén bénh la riy lung
tring Sogatella furcifera )" la tién bo k¥ thuat (TBKT), c6 ban quy trinh kém theo.



Noi nhdn:

Piéu 2: Vién Béo vé thuc vit va cac don vj lién quan huéng din, phd bién TBKT
trén ap dung trong san xudt,

Piéu 3: Cuc Béo v¢ thyc vét, Cuc Trdng trot, Trung tm Khuyén ndng quéc gia, S&
Nong nghiép va Phat trién nong thon, Chi cuc Béo vé thyc vat céc tinh, thinh phé
truc thude Trung wong va thu trudng cac don vi co lién quan chiu trach nhiém thi
hanh quyét dinh nay./.

KT. CUC TRUONG
PHO CUC TRUONG

Nhur diéu 2;3;
Luu VT-KH.




QUY TRINH
CHAN POAN BENH X1 RUT LfJN SQC PEN PHUONG NAM HAI LUA
( Ban hanh kém theo quyét dinh s6 73/QD-BVTV ngdy 14 thang 01 ndm 2010)

Phwong phip nghién ciru, khio nghiém, thir nghiém,
ngudn goc ciia tién bj ky thuit

Bénh do vi-rat Ida lin sgc den phuong nam (Southern rice black-streaked a'wm;f
virus, SRBSDV) méi chi ghi nhin giy hai & Trung Quéc va Viét nam. Tai Trung Quéc
bénh phét sinh va gy hai ddu tién & tinh Quang Ddng vao ndm 2001 va ¢ dao Hai
Nam nim 2003. O céc tinh phia nam Trung Qruoc nhit la viing gieo ciy 2 vy lia/ nim
tdc hai cia bénh ning hon so v&i vung chi cay mdt vu lga trong nim. Cho dén cudi
nam 2009 bénh da phat sinh va gy hai trén 10 tinh tréng lia & phia nam Trung Quéc
va de doa trén dién tich 30 tri€u ha lua. Bénh khéng chi gy hai trén lia mi con gy
hai trén ngd. Tai Hai Nam, nhicu ving san xuit hat loa lai va ngd lai bi bénh giy thiét
hai niing trén ca dong bd, me va ning suat hat lai gidm dang ké.

Tai Viét Nam, bénh ghi nhén dau tién tai Nghé An vao thiang 8 nam 2009, cho dén
nay di ¢ 20 tinh c6 lia bi bénh va 19 tinh ¢é cdy ngd bi bénh. Bénh giy hai nhiéu
ving sinh thai va tiéu viing khi hiu khic nhau tir duyén hai déng bing séng Hong dén
ving ntii cao nhu Lai Chau, Son La. Tir Méng Céi dén Quang Nam. Nhu vay sy hién
dién ctia bénh da dugc ghi nhin & mién Trung va di va dang de doa truc tiép cho san
xudt lia khéng chi tai Quang Nam ma con lay lan ra céc tinh mién trung khac va Ty
Nguyén, noi gieo cdy nhidu giéng Ita cé ngudn gée tir Trung Quéc.

Trude tinh hinh lay lan va gdy hai nguy hiém cia bénh, ngay 4 thang 9 nim
2009, tai Ngh¢ An, B§ truéng Cao Pric Phét dé giao nhiém vu x4c dinh tic nhan gay
bénh va con dudng 18y lan ctia bénh cho Vién Bao vé thye vit thude Vién Khoa hoc
néng nghiép Viét Nam. Sau bén théng khin trrong tién hanh phén tich va xét nghiém
theo mét qui trinh tiéu chuin xdc dinh bénh vi rit thue vit, véi sy hop tic cha cic co
quan nghién ciu trong va ngoai nude, ngdy 27 thang 12 nim 2009, Héi ddng Khoa
hoc cong nghé ctia Vién Khoa hoc ndng nghiép Viét Nam di dé nghi B Néng nghiép
va PTNT cdng nhén két qua xac dinh tic nhan giy bénh trén lia va ngd & cac tinh phia
Bic 1a do mot loai bénh vi it méi ¢6 tén “ Bénh vi rat liia lin spc den phirong nam™
gly ra.




Ngay 6 thang 1 nim 2010 doian khao sat cia Vién Khoa hoc ndng nghiép Viét
Nam, Vién Bao vé thuc vit va Cuc Bao vé thue vt di khao sat tai vung Luo Geng
yang, thanh phé Sanya, cuc nam ciia dao Hai Nam ( & 109 dé vi bic, 18 do kinh dong)
ving ndy c6 vi dd tuong duong véi tinh Ha Tinh ctia nudc ta thiy ring vu lta mua
2009 nhiéu dién tich lta b mat tring. V&i ngd san xudt hat lai dang & giai doan trd cor
¢d 16 trén 60 % bj bénh & c hai dja diém doan dén khao sat.

Tai héi thao ngay 7 thang | ndm 2010 6 Sanya — Hai Nam, cac nha khoa hoc
Trung Quée, Viét Nam va IRRI ciing ¢6 chung mdt nhin dinh cé thé cic con bio di
qua Hai Nam d6 bd vao nudc ta di mang theo riy nhiém bénh va lan lan & nudc ta.
Phia Trung Quéc cho ring ving lia sit bién gi¢i Viét Nam & tinh Quing Tay bj bénh
trong vu mia vira qua c6 thé do riy lung tring mang bénh di tri tir Quang Ninh cta
nude ta. Hoi nghi cling théng nhit dé chu dong phong chéng bénh cin ¢6 mot chuong
trinh hop tic nghién ciru va quén v dich bénh toan dién.

1. Triéu chimg cia bénh

“ Bénh vi rut lita lun spc den phwong nam” 1a thanh vién thudc nhin nhom
Fijivirus-2, nhoém Fijivirus, ho Reoviridea. Tiéu thé vi-rit c¢6 dang hinh céau, duémg
kinh khoang 80nm. B& gene bao gom 10 phan tir mach kép RNA va 5 protein.

Ciy ltia bi bénh c6 triéu chimg chung la thap lin, 1 xanh ddm hon binh thuémg.
La bj bénh cé thé xodn ¢ déu 14 hodc toan b 4. Gén 14 & mat sau bj sung lén, khi cay
con non thi gin chinh trén be 14 ciing bi sung phong. Céay lua bj bénh c6 bd ré phat
trién kém, bi tham den va rit dé nhd.

Cay lua bi bénh ¢ giai doan sém thi phat trién coi coc, lui din va chét. Céc cay
khéng bi chét thi ciin cbi va khdng thé phat trién duoc. Cay lta by bénh mudn hon thi
giai doan lam dong va khi la co léng, cay thuong nay chdi trén ddt than va moc nhiéu
ré bét dinh. Trén be va long than xuat hién nhiéu u sap va soc den. Bi bénh niing ciy
lia khéng trd bong dugc hodc trd bong khéng thodat va hat thudng bi den

Trén cdy ngd, khi bi bénh céy ciing thap lin, 14 xanh ddm, mét sau cua lba va
trén be gin bi sung 1én. Céy vin tré co va ¢ ba;:: nhung khong tung phan duoc va bip
ciing khong c6 hat. Cay ngd bi bénh ciing c6 b ré kém phat trién va rat dé nhé.

2. Tac nhiin giy bénh va méi gidi truyén bénh

Chup anh hién vi dién tir tic nhan gy bénh va sir dung k¥ thudt cong nghé sinh
hoc dé tim hiéu tic nhin giy bénh, Vién Bao vé thyuc vét di xac dinh mét loai vi mt
méi trén cac miu benh thu thép tai Nghé An, Nam Binh, Thai Binh va Quang Ninh. Vi
rut na}' ¢6 hinh céu, dudmg kinh tir 70 dén 85 nm. Phan tich ADN va so sénh gia pha
cho thiy vi it nay gidng véi vi rit giy bénh lia lin soc den phuong giy hai trén laa
va ngd & tinh Quang Pong va & dao Hai Nam cua Trung Qudc.

Thi nghiém lay bénh nhin tao véi céc loai ray giy hai trén lta & cdc tinh phia
Bic nudc ta tai Vlt';'ﬂ Bao vé thuc vét tir thang 9 nam 2009 dén nay, két qua mdi chi
ghi nhin duge riy Iung tring (Sogatella furcifera) 1a mdi gidi chinh truyén bénh trén
ca lta va ngc- Cac thi nghlf;m truyén bénh véi cac loai ra}r khac vin dang duoc tiep tuc
tién hanh. O Trung Qu{)c ngum ta xdc dinh ré}' niu nho ( rau xam) c6 tham gia 1ruven
bénh nhung hiéu qua truyén bénh thép.

Thi nghiém tim hiéu kha ning truyén bénh qua hat gif‘:ng duoc tién hanh ngay
22 thang 9 dén ngay 19 thang 12 nim 2009 véi hat laa duge thu tir 5 loai giéng bi
bénh tai Nghé An trong vu lia hé thu 2009, két qua cho thiy 88 ngay sau gieo van
khdng ghi nhin dugc triéu chimg ctia bénh. Diéu nay chimg to bénh khong lay truyén
qua hat giong.



Qui trinh chiin dodn bénh vi-riit lin sgc den phuong nam (SRBSDV)
hai lia dwge thue hién theo quy trinh KOCH

1. Xdc dinh bénh nguyén
1.1. Thu thdp va duy tri ngudn bénh

- Thu thap, chup anh va mé ta triéu chimg nhimg mau céy lua nhiém bénh vai cac
dang tri¢u chimg dién hinh cay thép lin, 14 xanh dam hon binh thuéng. Gén ld ¢
madt sau bi sung 1én, khi cdy con non thi gén chinh trén be la cling bj sung phéng.

- Duy tri cic ciy lta c6 dang triéu chimg dién hinh trong nha luéi cach ly va trong
l6ng ludi cach ly con tring.
1.2. Chén dodn bénh
Budc 1: Giam dinh bénh bing phuong phap hién vi dién tir: ¢6 thé 4p dung 1 hoge
ca 2 phuong phap nghién dong thé (hormonizer) va ban méng (thin-layer).
Budce 2: Giﬂm dinh I::{:nh b;‘ing phuong phap PCR/RT-PCR (chi tiét: xem phu luc 1,
2 va 3). Tién hanh tuan tu cic bude sau day:
- Giai trinh ty gene san phim PCR.
- Phén tich trinh tur gene
* Sur dung chire ndng BLAST trong ngdn hang gene dé xdc dinh dé tuong
dong voi tat ca céc trinh ty nucleic-acid hién co trong ngén hang gene.

* Sir dung phin mém MEGA-4.1 dé phén tich gia pha trinh tu gene thu
dugc vdi cdc trinh tr gene tuong (ng cla cdc vi-rit cé dj tuong dong
cao nhat cling nhu cac vi-rat cing nhom hodc ciing phian nhom va cac vi-
rut thudc nhom hay phan nhom khac cing ho
2. Ly nhiém bénh nhiin tao
; Tién hanh céc thi nghiém lay bénh nhan tao vai riy nau, ray niu nho, riy lung
trang theo 2 phuong phap: ldy bénh cé thé (1 ray/1 laa x 24h) va ldy bénh tip the (10
ray/10 lba x 24h).

- Phin lip va nhéin nudi riy sach: Ray nau, riy niu nhé, riy lung tring nhin nudi
riéng ré€ trén cdy lua sach trong phong nhin nudéi ¢én tring cua Vién BVTV toi
thiéu & doi thir 5 dén thir 7 sir dung cho lay nhiém bénh nhén tao

- Léay bénh nhén tao:

- Thu riy sach tudi 3-4 sau dé cho tiép xitic vai ciy liia bj bénh it nhat 10 ngay trudc

khi tién hanh lay bénh nhén tao.

- Céy lta TN1 sach bénh gieo trong khay bau, 1 hat/bau, khay gieo lua dugc giit
trong 1ong ludi cach ly e6n tring, chim soc binh thuomg dén 10 ngay tudi.

- Thu rﬁy da tiép xuc voi cdy bénh tha vao khay c6 lua sach TN1 da chuén bi san.
- Lay bénh nhan tao theo ca 2 phuong phap: Lay bénh cé thé (1 ray/1 laa trong 24h)
I3p lai 100 lan va 1y bénh tip thé (10 ray/10 lua trong 24h) lip lai 15 lan.
- Sau 24h lay nhiém, bat toan bo ray ra va trong cic cic cdy lta di lay bénh vao cac 6
thi nghiém co Iéng luréi chong con tring. Cham séc binh thudmg va theo déi dién bién
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phat trién tridéu chimg. Sau d6 thu céc cdy lGa biéu hién triéu chimg bénh gidm dinh
bing phuong phip RT-PCR ciing nhur doc trinh tr gen

Két qua theo ddi thi nghiém cia Vién cho @n nay méi chi ghi nhén ring riy lung
tring 1a méi gi6i truyén bénh vi rut lia lin spc den phuong nam

3.Tdi xdc dinh nguon bénh trén cdy dwpc lay nhiém nhén tao

- Céy hha bi bénh co hieu hién triéu ching di dugc phén tich RT-PCR véi cic cip mbi
dugc sir dung dé chan dodn bénh. MAu bénh trén ciy lia bj bénh thu duge trong thi
nghiém liy bénh nhén tao déu c6 phan img duong tinh. San pham PCR da dugc giai
mi trinh tir gen. Két qué gidi md gen cho théy trinh tu gen cua san phﬁm PCR hoan
toan tring khép véi két qua phén tich ngudn bénh thu duge tir ngoai dong, trude khi
lay bénh nhén tao.

Diéu kién dp dung
_Thyc hién qui trinh chin dodn theo nguyén tic KOCH néu trén hoan toan ¢6 thé
chan doan bénh vi rit lda lun soc den phuong nam (SRBSDV) trong diéu kién cua
Viét Nam.
Dung cho cac co s& nghién ciru c6 phong thi nghiém cé du dleu kién tién hanh

phuong phap PCR, ¢6 du diéu kién nha ludi chéng cén tring va ngudn nhén hye dé
tién hanh cdc thi nghiém lay bénh nhén tao.



PHU LUC 1
Qui trinh tach chiét RNA tong sb sir dung Trizol

— V6i mdu ld tuoi: 0,2 g mau duge nghn'.n that k¢ bing chay cm sir cling voi
2 ml Trizol (Invitrogen). Dich nghién dugc chuyén vao 1 Gng tuyp dung
tich 1,5 ml , dé c& dinh & nhiét do phong 5 phut trude khi tién hanh ly tim
13.000 vong/phut trong 15 phiit. Sau khi ly tam, phén dich trong phia trén
(900 ul) duge chuyén sang 1 tuyp khac va thém 400 pl Chloroform, lic that
manh hodc vortex. Pé c¢é dinh tuyp & nhiét dé phong 5 phut trude khi tién
hanh ly tdm 13.000 vong/phit trong 15 phut. Phan dich trong phia trén (500
ul) lai duge chuyén sang 1 tuyp khac va RNA duge két tua bing 250 pl
ice-cold Isopropanol va 250 ul 2M NaCl. Lic manh va ly tm 12.000
mng{phut trong 10 phut. Loai b6 phan dich trong va rira phén két tia 3 lan
xUl cdn 70° va 1 1an cudi bang cdn tuyét déi. Dé khé tuyp & nhiét do phong
r6i hoa tan RNA thu dugc bing 130 pl Rnase-free H,O.

— Véi méu ld ép khé: Chi cin 0,05g 14 ép khd va thuc hién cac bude con lai
tong ty nhu véi mau la tuoi.

~ Vi cd thé ray: Céc bude tun tu giong nhu v6i miu 14 lea. Chi khac vé
lugng cac hoa ::hat MG6i mau ray (1 hodc nhleu rdy) cin 500 — 1000 pl
Trizol. Nghién nét rdy bang chay nhya nhé trong dng tuyp dung tich 1,5ml.
Pé & nhiet do phong 5 phut va trong bé cach thuy dat & 65°C 5 phut rdi ly
tam 13.000 vong/phit trong 15 phut. Sau khi ly tdm, chuyén toan bj phén
dich trong phia trén sang 1 tuyp méi. Thém 200ul Chloroform, lic thit
manh hoic vortex. Pé & nhiét do phong 5 phut trude khi ly tim 13.000
vong/phut trong 15 phat. Chuyén 200 pl dich trong phia trén sang 1 tuyp
md&i. Thém 100 pl ice-cold Isopropanol va 100 pl 2M NaCl. Lic manh va
ly tim 12.000 vong/phut trong 10 phut. Loai bé phan dich trong va rira
phin két tua 3 lan v&i con 70° va 1 14n cudi bing cdn tuyét dbi. Dé kho
tuyp & nhiét do phong rdi hoa tan RNA thu duge bing 10 — 20 ul Rnase-
free H,O.




Chu trinh nhiét, thanh phén va dung lugng cdc hoa chét phin tich st dung

PHU LUC2
Phwong phap one-step RT-PCR

cho mdi phén tmg one-step RT-PCR dugc trinh bay trong bang dudi day.

Thanh phan hoa chat
Tén Luogng ding
(ul)

10x PCR buffer 5.0 2.5
25mM MgCl, 5,0 2,5
10mM dNTPs 1,0 1,0
10 pM Primer up 1.0 0,5
10 pM Primer 1,0 0,5
down
M-MulLV 0,2 0,2
0U/ul)"”
Tag-DNA (5U/ul) 1,0 0,5
RNA 3,0 2.0
Rnase-free H,0O 32,8 15,3
Tong so: 50 25

Chu trinh nhiét
Nhiét do Thoi gian
L A4C 60: 00
2. 94°C 3:00
3.94°C 0:30
4. 52°C 0:30
5.1°C 1:30
6. Quay lai 3 x30lan |

|

B % 10:00
5 15°C o0

) Chiing t6i sir dung enzym phién ma ngwge Reverse-Aid M-MulV (Fermentas cho két qua 161, én dinh)

PHU LUC 3
DANH SACH CAC CAP MOI DUNG PE CHAN POAN BENH
VI-RUT LUA LUN SQC PEN PHUONG NAM (SRBSDV)
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