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L&i néi dau
QCVN 01-35 : 2010/BNNPTNT do Ban soan thdo Quy chuén
ky thuéat quéc gia vé quy trinh giam dinh tuyén trung bao nang
la dich hai kiEm dich thuc véat caa Viét Nam bién soan, Cuc
bao vé thwc vat trinh duyét, B6 Noéng nghiép va Phat trién
néng thén ban hanh tai Thong tv s6 71/2010/TT-BNNPTNT
ngay 10 thang 12 nam 2010.

QCVN 01-35 : 2010/BNNPTNT duoc xay dwng nham dap &ng
yéu cau dong bd va lam can ctr ap dung théng nhat trong cong
tac kiém dich thwc vat & Viét Nam.
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. QUY DINH CHUNG
1.1. Pham vi diéu chinh
Quy chuan nay quy dinh Quy trinh giam dinh tuyén tring bao nang Globodera
pallida (Stone, 1973) Behrens, 1975 va Globodera rostochiensis
(Wollenweber, 1923) Behrens, 1975 la dich hai ki€m dich thwc vat nhém | cla
Viét Nam
1.2. PGi twong ap dung
Quy chuan nay ap dung doi véi moi té6 chirc, ca nhan Viét Nam hoac nuwéc
ngoai co hoat dong lién quan dén Iinh vuc bao vé va kiém dich thuc vat tai
Viét Nam (viét tat la KDTV) thwc hién giam dinh tuyén trung bao nang
Globodera pallida (Stone, 1973) Behrens, 1975 va Globodera rostochiensis
(Wollenweber, 1923) Behrens, 1975 la dich hai kiém dich thuwc vat (KDTV)
nhom | thuéc Danh muc dich hai KDTV cla Viét Nam ban hanh kém theo
Quyét dinh s6 73/2005/QD-BNN ngay 14/11/2005 clta B0 trwdng Bd Nong
nghiép va PTNT.
1.3. Giai thich ttr ngip

Trong quy chuan nay, cac tr nglr dwdi day dwoc hi€u nhu sau:
1.3.1. Dich hai kiém dich thwc vat: La loai dich hai c6 nguy co gay hai
nghiém trong tai nguyén thwc vat trong mét ving ma & dé loai sinh vat nay
chwa xuat hién hodc xuat hién cé phan bd hep va phai duwoc ki€m soat chinh
thirc.
1.3.2. Thwc vat: La cay va nhitng bd phan clia cay con séng, ké ca hat giong
va sinh chét c6 kha nang lam gidng.
1.3.3. Tuyén trung ky sinh thwc vat (phytonematoda): La nhirng loai tuyén
tring chud yéu s6ng trong dét va c6 quan hé chat ché voi thirc vat dang phat
trién. Chlng sbng va ky sinh & tat ca cac phan cla thuc vat bao gém: ré, cu,
than, |4 va hoa clia cac thwc vat dang phat trién.
1.3.4. Tuyén trung bao nang: La loai tuyén trung ky sinh thuéc ho phu
Heteroderinae, Ho Heteroderidae, Bo: Tylenchida. Trong qua trinh phat trién,
tuyén trung cai phinh to dan thanh hinh cau, hinh qua 1é hoac hinh hat chanh.
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Dé trirng ngay trong co thé, dén thoi diém nhat dinh, tuyén trung cai chét trd
thanh bao nang bao vé trirng trwéc tac dong bat lgi clia diéu kién ngoai canh.
1.3.5. Mau: La khéi lvong thuc vat, san ph{im thuwre vat, tan dw clia san pham
thwc vat hoac dat duoc lay ra theo mét qui tac nhét dinh.

1.3.6. Mau ban dau: La khéi lwong mau thue vat, sdn pham thuc vat, tan dw
clia san pham thuwc vat hoac dat duoc lay ra tir mot vi tri trong 16 vat thé.

1.3.7. Mau chung: La miu gdp cac mau ban dau.

1.3.8. Mau trung binh: La khéi lvong thuc vat, san pham thuwc vat, tan ,du’ cla
san pham thwc vat hoac dat duwoc lay tr mau chung theo moét qui tac nhat
dinh, dung lam mau lwu va mau phan tich.

1.3.9. Mau phan tich: La khéi lvong thuc vat, san phdm thuwe vat, tan du cla
san pham thwc vat hodc dat dwoc dung dé phan tich, giam dinh dich hai trong
phong thi nghiém.

1.3.10. Tiéu ban: La mau vat dién hinh tiéu biéu cta dich hai dwoc xtr ly dé
dung cho viéc dinh loai, nghién ctru, gidng day, pho bi€n k¥ thuat va trieng bay
thanh cac bo swu tap.

Il. QUY PINH KY THUAT
2.1. Phwong phap thu thap va bao quan mau
2.1.1. Thu thap mau

- B6i v&i hang hoa xuét, nhap khéu, quéa canh hodc van chuyén, bao
quan trong nwéc: Ti€n hanh |y mau theo tiéu chudn Viét Nam TCVN 4731-89,
Qui chuan ky thuat quéc gia QCVN 01-21:2010/BNNPTNT, QCVN 01-22:
2010/BNNPTNT, QCVN 01-23: 2010/BNNPTNT.

- B6i voi cay trong ngoai dong rudng: LAy mau theo phuong phap cla
qui chuan ky thuat qubc gia vé phwong phap diéu tra phat hién sinh vat hai
cay trong.

2.1.2. Bdo quan mau

Mau dwoc lwu gilr va bao quan nhu sau:

- Cac bd phan tuoi c6 triéu chirng nghi la tuyén tring (cd va ré) dwoc dé
trong cac tui ni-ldbng cé 16 théng khi, c6 dinh nhan va bao quan trong ta lanh &
nhiét dé khoang 5°C.

- M&u dat duoc cho vao tui ni-léng, co6 16 théng khi, c6 dinh nhan va dé
kho tw nhién & diéu kién nhiét do phong hoac sdy &@ nhiét d6 35— 40°C cho
dén khi dat kho dé bao nang dé dang tach roi khoi dat.

- Dung dich c6 tuyén trung dwoc tach ra tir bé6 phan bi hai dé trong céac
lo kin c6 dan nhan va bao quan trong tu lanh & nhiét dé 5 — 10°C.

- Tiéu ban lam phai c6 nhan ky hiéu mau, dé trong hdop chuyén dung
dwng tiéu ban lam va dwgc bdo quan & nhiét dd phong.

2.2. Thiét bi, dung cu, hoa chat dung lam tiéu ban va giam dinh

- Kinh lGp soi ndi c6 dé phéng dai 10 — 40 lan (10x — 40x), kinh hién vi

c6 do phong dai 40 — 1.000 lan (40x — 1000x).
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- Chéau thuy tinh c6 dung tich 4 lit, c6c thuy tinh 200ml, chén thuy tinh
4ml, dlia thuy tinh, khay men, giay loc.

- Kim g&p tuyén tring, dia déng ho, kim dam mau, dia petri, lam, lamen.

- Ray loc tuyén trang c6 dudrng kinh mat ray la: 25 m, 75 m, 150 m,
250 m, 700 m, 1.000 m, lu&i loc c6 dworng kinh méat lui 2mm.

- May ly tam, td dinh 6n, binh hit am

- Dung dich ZnSo, hoac MgSO, hoac dwong sacazosa (ty trong 1,18),
formaldehyde (40%), glycerol (tinh khiét), triethanolamine (tinh khiét), nwéc
cat.

2.3. Phwong phap tach loc tuyén trung
2.3.1. Phuwong phap tach tuyén trung bao nang ttr cac bd phan cua cay

Rlra cac bo phan clia cay N(ré, cl) dw6i voi nuwde thu phan nudc riva va
loc qua ray co dwong kinh mat 16 0,05-0,1mm. Hong khoé ray va dwa Ién kinh
lGp soi nGi c6 d6 phong dai tir 40-70 lan dé€ quan sat va dém bao nang.

Céat ré da rira, ngam trong dia Petri c6 chira nwéc. Sau 2-4 gidy, dua dia
Petri 1én kinh 1Gp soi n6i cé dd phéng dai 40 — 70 lan dé quan sat bao nang
tuyén trang.

2.3.2. Phwong phap tach tuyén trung bao nang twr dat
2.3.2.1. Phwong phap gidy loc Burh: khéi lwvong mau dét tir 5-10gam.

Cho dat vao c6c chra 0,5 lit nwéc, cho thém vao 3-5 giot dung dich
kiém bao hoa (NaOH hoac KOH), khuay déu.

D6 hon hop dich qua ray co duong kinh méat 16 2mm dé loc da, rac.

Lay gidy loc cubn xung quanh mat trong cta coc thuy tinh sao cho 2
mép gidy chong Ién nhau 1cm, d6 dich loc vao, khudy déu theo mot chiéu
trong 3 phat sau do6 dirng lai cho bao nang bam vao mép trén gidy loc.

Lay nhe gidy loc ra,quan sat trwc ti€p bang kinh lip cam tay co do
phong dai 10 lan, d€ phat hién nhirng bao nang néi dinh bam vao phan dudng
thang cua vong gidy ti€p giap gitra gidy loc v&i mat nwdc hoac rira gidy loc
vao mét cdc nuéc sach, d6 nuwdc do 1én ray cé duong kinh mét 16 0,05-
0,1mm, quan sat bang kinh lip cam tay c6 dé phoéng dai 10 lan .
2.3.2.2. Phwong phap dung dich NaCL

Khéi lwong mau dat tir 10-100gam.

Pha dung dich NaCl & nong d6 20%.

Cho dat vao dung dich NaCl trén, khudy déu cho bao nang néi Ién.

D6 hon hop dich ndi trén qua ray cé dwdng kinh mét 16 2mm dé loc da,
rac.

D6 hén hop dich trén qua ray cé dwong kinh mét 16 0,05-0,1mm dé gitr
lai bao nang.

Quan sét bao nang thu dwoc bang kinh lGp cam tay c6 doé phéng dai 10
lan
2.3.2.3. Phwong phap binh loc Fenwick (hinh 1)

Khéi lwvgng mau déat tir 100-200 gam.
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P06 dat vao ray co dwong kinh mat 16 2mm, x8i nwéce trwee tiép vao dat
dé dat tan vao binh cho dén khi lwvong nwéc gan day binh, loai bd phan can
trén ray.

M& voi binh loc v&i tdc d6 chdy vira phai sao cho cac hat dat ti€p tuc
chim xu6ng con bao nang noi lén trén mat nwéc va tran qua miéng binh theo
moét mang dan xudng ray thu bao nang c6 dwong kinh mat 16 0,05-0,21mm phia
duai.

Hong kho ray & nhiét dd phong, thu bao nang quan sat va dém.

buong nudc vao

budng nudc ra

Hinh 1. Binh Fenwick d€ tach bao nang trong dat

2.4. Phwong phap lam tiéu ban tuyén trung
2.4.1. Dung dich bao quan tuyén trung

Tuyén trung ky sinh thwc vat thu dwoc tir mét trong cac phwong phap
tach loc néu trén dwoc dwa vao mot trong ba loai dung dich dwgi day dé bao
quan tuyén trung.

* Ch( y: dé tiéu ban tuyén trung gitr dwoc hinh dang dac treng, trwéc
khi cho vao dung dich bao quan nén x(& ly nhiét tuyén trung bang nuéc &
nhiét dé 70-80°C trong 5 phut.

- Dung dich 1: Formalin

Dung dich Formadehyde 4%.

- Dung dich 2: Formalin - glycerol (FG)

Formalin (40%) Formaldehyde): 10ml
Glycerol: 01lml
Nw&c cat: 89ml
- Dung dich 3: TAF

Triethanolamine: 02ml
Formalin (40% formaldehyde): 07ml
Nw&c cat: 91ml

2.4.2. Phuwong phap xtr ly va lam tiéu ban tuyén trung
2.4.2.1. Phwong phap xt ly tuyén trung
- Dung dich xt ly:
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Dung dich 1: Con (96%) 20ml
Glycerol O1lml
Nwoéc cat 79ml|
Dung dich 2: Con (96%) 95ml
Glycerol 05ml

- Cach tién hanh:

Gap tuyén tring tr dung dich bado quan vao chén thuy tinh cé chira
0,5ml dung dich xtr ly (dung dich 1). Bat chén nay trong binh hit am day kin
cd chira 1/10 thé tich c6n 96°. Binh hit am dwoc dat trong ti @m & diéu kién
nhiét do 40°C va&i thoi gian t6i thi€u la 12 gio.

L&y chén thuy tinh ra khoi binh hat &m, thém dung dich 2. Day nap mot
phan miéng chén dé con bay hoi tlr tlr. Chén thuy tinh cé chira tuyén trung
ti€p tuc gilr trong t0 &m & 40°C. Sau 2-3 gio' bd sung thém dung dich 2 vao
chén thuy tinh cho gan day, lam lai 2 — 3 lan. Sau khi tuyén trung chi con lai
trong Glycerol c6 thé sir dung lam tiéu ban duoc.

Hodc dat chén thuy tinh chlra tuyén trung trong glycerol nguyén chat
trén trong binh hat am c6 chira véi. BAo quan lau dai dé lam tiéu ban c6 dinh.
2.4.2.2. Phwong phap lam tiéu ban

Lay lam kinh sach va lam vong parapin hoac sap ong (duong kinh
khoang 1cm) trén lam kinh. Cho 1 giot glycerol nguyén chat vao gilra vong
parapin hoac sap ong. Dung kim gap, gap tuyén trung (da xt ly trong dung
dich c6 dinh) dat vao gitra giot glycerol, chinh cho cac ca thé tuyén tring nam
cung mot hwdng. Bay lamen va dat lam kinh trén ban nhiét cho parapin hoac
sap ong tan chay. Nhac nhanh lam kinh va dat ra cho mat. Gan keo bao vé.
2.4.2.3. Phwong phap 1am tiéu ban phan sau bao nang (16 sinh duc va 16
hau mén)

Ngam tuyén trung bao nang da tach loc trong nuwéc 24 gio.

Vot ra, quan sat dugi kinh 10p soi nGi c6 do phéng dai tlr 40 — 70 lan va
dung dao lam cat lay phan than c6 hau mén (xem hinh 2)

Phin ba di

Phin thin cd hdu mdn

Hinh 2. Cach cét tiéu ban phan than c6 hau mén



