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TOM TAT

Nghién ctru nay cung cp mét cdi nhin todn dién vé cdc triéu chirng va phuong
phdp phdt hién bénh Huanglongbing, m{t trong nhitng bénh nghiém trong
nhét dnh huwdng dén cdc déi tuong cdy cé mui hién nay. Triéu chitng dién hinh
ctia bénh Huanglongbing dugc ghi nhén la sy xudt hién cda cdc dé6m vang
khéng déi xtrng trén Id, sw bién d6i mau sdc khéng déng déu trén qud, va tén
thurong nghiém trong déi vdi hé théng ré cdy. Do vdy, viéc phén biét giita bénh
Huanglongbing va cdc tinh trang thiéu hut dinh dwédng ld can thiét dé ddm béo
dp dung dung cdc bién phdp quan ly va diéu tri, tranh Idng phi ngudn luc. Béng
thoi, cdc phwong phdp phdt hién sodm va chinh xdc tai hién trirong, nhw khuéch
dai DNA déng nhiét théng qua vong va khuéch dai nucleic acid déng nhiét Ig
chia khda dé kiém sodt hiéu qué sw Iy lan cda bénh. Ngodi ra, viéc dp dung
céng nghé tién tién nhw xt ly dnh va gidm sdt tir xa théng qua thiét bj bay
khéng ngudi Idi ciing cé thé cung cdp nhitng céng cu gidm sdt bénh hiéu qud.
Két qua tir nghién ciru ndy gép phén vao viéc phdt trién cdc chién lwoc quén ly
bénh Huanglongbing, tir d6 cdi thién sirc khde va néing suét cdy cé mui, dédm béo
sw phdt trién bén vitng va én dinh cla cdc viing canh tdc tdp trung cdy cé mui.

ABSTRACT

This study provided a comprehensive overview of the symptoms and detection
approaches of Huanglongbing disease, one of the most serious diseases
affecting citrus today. Typical symptoms of Huanglongbing disease are noted as
the appearance of asymmetrical yellow spots on leaves, uneven color changes
on fruits, and severe damage to the plant's root system. Therefore,
distinguishing between Huanglongbing disease and nutritional deficiencies is
necessary to ensure the correct application of management and treatment
measures, avoiding waste of resources. At the same time, early and accurate
detection methods at the scene, such as loop-mediated isothermal amplification
and recombinase polymerase amplification, are the key to effectively controlling
the spread of Huanglongbing disease. Furthermore, the use of new technologies,
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such as image processing and remote monitoring via unmanned vebhicles, can

provide effective disease surveillance tools. Taken together, the findings of this

study could help to establish Huanglongbing disease control systems, which

improve citrus health and productivity while also maintaining the sustainable

and stable development of citrus cultivation areas.

1. DAT VAN DE

Cay cé mui, hay con goi la cay ho cam chanh
(Rutaceae), bao gdbm nhiéu loai, dién hinh nhw
cam ngot (Citrus sinensis), chanh (C. limon),
budi (C. grandis) va quyt (C. deliciusae). Cay co
mui cé ngudn goc tir khu vieec Dong Nam A va
d3 duoc thudn hda va nhan gidong rong rai trén
toan thé gidi [1] vi gid tri dinh dudng cao va
hwong vi thom ngon [2]. Cu thé, cay cé mui rat
giau vitamin C, chat xo, va chira nhiéu khoang
chat thiét yéu, gitp ting cudng hé mién dich va
hd tro strc khde tim mach [2]. Tuy nhién, cac
loai cdy c6 mui cling d6i mat va&i nhiéu loai sau
bénh hai, trong d6, dang chd y nhat Ia bénh
Huanglongbing (vang |4 gan xanh) [3]. Pay la
mot trong nhitng bénh nguy hiém nhat déi vdi
cay cé mui, do vi khuan gram am Candidatus
Liberibacter gay ra, dwoc truyén tir cidy nay
sang cay théng qua vector [3-5].
Huanglongbing gay ra tinh trang vang 13, gay
gidm nang suat va chat luvgng qud, ciy bi chét
khong duoc phat hién va x& ly kip thoi. Trong
giai doan 2006 - 2011, bénh Huanglongbing c6
thé 1am anh huwdng nang né dén vung trong cay
cé mui tai bang Florida (Hoa Ky), nang suat sut
giam 23%, gay tén that doanh thu khoang 1,71
ty USD. Hon nita, san lugng cam & bang Florida
d3 gidm 67,4%, tr 6,94 - 3,33 ty tan trong
khoang giai doan 8 nam, tr mua 2007 - 2008
dén 2015 - 2016 [6]. Do d6, quan ly va phong
chéng bénh Huanglongbing |a mot trong nhitng
sy chd y cao tlr cdc nha néng hoc va dp dung
cac bién phap tich cuc dé kiém sodat sdu bénh
va cdi thién strc khde cay trong [7].

Hién nay, sw hiéu biét vé cac triéu chirng cla
bénh Huanglongbing va kha nidng phan biét
chinh xac bénh nay véi cac tinh trang thi€u hut
dinh dudng la yéu t6 cuwc ky quan trong [8-12].
Theo d6, cac quan sat déu ghi nhan triéu chirng
dién hinh cda bénh Huanglongbing thuéng bao

gdm sy thay d&i khong ddng nhat clia mau sac
trén 13 va qua [3, 8-10], diéu nay déi khi c6 thé
gay nham lan v&i cac dau hiéu cta thiéu dinh
dudng [8-12]. Do vay, kha nang phat hién sém
va chinh xac bénh Huanglongbing la chia khéa
dé thuc hién cac bién phap quan ly hiéu qua,
ngan chan sy lay lan va giam thiéu thiét hai [3,
13]. Nghién ctru va phat trién cac phuong phap
phat hién bénh Huanglongbing ngay tai hién
trudng (point-of-care) c6 thé cung cap cac cong
cu manh mé va hiéu qua cho cac nha néng hoc
va quan ly vuon canh tac tap trung cay cé mui,
hd trg viéec chdn doan chinh xac va nhanh
chéng va ddm bao sy phat trién bén virng cla
nganh trong cay cé mui [14-16]. Trong béi canh
hién nay, viéc khdm phd va hiéu rd hon vé kha
nang va tiém ndng cta cac phwong phap nay la
diéu can thiét dé déi pho hiéu qua hon vdi
bénh Huanglongbing. Tuy nhién, cac bai nghién
clru téng quan md td moét cich toan dién vé
triéu chirng va cac phuong phap chin doan
bénh Huanglongbing van chuwa duwoc cap nhat
day da [3, 7, 10, 13, 17].

Muc tiéu cla nghién ciru nay nham mo ta
mot cach toan dién vé triéu chirng dién hinh va
cic phuong phdp chidn dodn bénh
Huanglongbing trén cdy cé mui. Cu thé, cac
triéu chirng dién hinh cla bénh Huanglongbing
trén cac co quan/bd phan chinh trén cay cé mui
dd dugc mo ta va so sanh véi cac triéu ching
xay ra trong tinh trang thiéu hut dinh dudng.
Sau d6, cic phuong phdp chan dodn bénh
Huanglongbing, dua trén md ta hinh thai va
cach tiép can sinh hoc phan t&r d3 duoc tom
lwge. Cubi cung, mot s6 gidi phap phat hién
bénh Huanglongbing ngay tai hién trudong da
duoc dé xuat. Cac két qua nay da gop phan
thiét 1ap mot chién lugc toan dién va hiéu qua
hon trong viéc quan ly va ngan nglra bénh
Huanglongbing, nham bao vé cac vling trong
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cdy c6 mui va tang cudng tinh bén virng trong
san xuat néng nghiép tai cac dia phuong.
2. TRIEU CHUNG DPIEN HINH CUA BENH
HUANGLONGBING TREN CAY €O MmUI

Tac nhan gdy bénh Huanglongbing ban dau
dugc cho la nhdm mycoplasma, sau dé, dua
trén quan sat hinh thai va dic diém sinh
trwdng, tic nhan gdy bénh Huanglongbing
duwoc xac dinh 13 vi khuan. Dua trén trinh tw 16S
rRNA, tac nhan gay bénh thudc chi Candidatus
Liberibacter, ho Rhizobiaceae, nhom
alphaproteobacteria. [t nhat 45 chdng
Candidatus Liberibacter spp. da duoc xac dinh,
gém 3 loai, Candidatus Liberibacter asiaticus,
‘Candidatus Liberibacter africanus (chi ton tai &
chau Phi) va Candidatus Liberibacter
americanus (chi ton tai & Brazil) [3, 5]. Vector
truyén bénh duwoc xdc dinh 1a loai ray chéng
canh chau A (Diaphorina citri), c6 déc diém chiu
duogc nhiét d6 cao nhung nhay cdm véi d6 am
cao, va ray cam quit chau Phi (Trioza erytreae),
nhay cam vai nhiét d6. Mot s6 nghién ctru cho
thay, mic dé nhiém Candidatus Liberibacter
asiaticus tai cac moé co quan chinh trén cay cé
mui rat khac nhau, nhu tai mau 13, gan 13 va vo
ciy c6 thé dao dong tir 7 x 108 gen twong
dong/g (& cay budi) dén 2 x 10! gen tuong
déng/g (& cdy cam ngot), trung binh dat 10%°
gen tuwong déng/g. Trong diéu kién nha kinh,
Candidatus Liberibacter asiaticus dé& dang xam
nhiém trong cadc mau ré cay cé mui, véi nong
dd & ngudng 1 x 10° - 6 x 10%° gen tuong
dong/g ré, trong khi gan nhu khong phat hién
dwoc tadc nhan gay bénh trong mau ré khi trong
ngoai thuc dia. & mau qua cd triéu chirng thu
thap tlr cac nhanh nhiém bénh, noéng d6
Candidatus Liberibacter asiaticus khdng doéng
déu gilra cdc mod trong qua, dao déng tir 10° -
10° gen twong ddng/g (gia tri trung binh dat 2
x 107 - 4 x 107 gen twong dong/g).
2.1. Triéu chirng trén |13 cdy cé mui bi bénh
Huanlongbing

Mot trong nhirng triéu chirng dién hinh trén
& cha cdy cé6 mui bi anh hudng bdi bénh
Huanglongbing |a sy xuat hién cla cdc d6m bat

déi xirng xung quanh gan |a chinh [3]. Day
khoéng chi l1a ddc diém dac trung dé phat hién
bénh Huanglongbing ma con phan anh mic dé
nhiém trung nghiém trong ctia cay cé mui [8-10].

Tuy nhién, viéc chan doan gdp phai thach thire
do céc triéu ching clia bénh Huanglongbing cé
thé bj nham 1an vdi tinh trang thiéu sit (Fe) hodc
cac rdi loan chuyén hda khac, do 1am 13 trén cay
c6 mui déu chuyén sang mau vang [11], diéu nay
lam tang do phirc tap cla qua trinh phat hién
bénh [4, 8]. Theo d4, u trung cla ray chéng canh
chau A chi yéu tap trung nhiéu (~64,5%) & mét
dudi cla 14 so véi mat trén (~35,5%) [12]. Vét
dém do bénh Huanglongbing thudng xuat hién
chd yéu & 1a non va la trwdng thanh & cac vi tri
ngau nhién trén tan.
2.2. Triéu chirng trén qua ciy c6 mui bi bénh
Huanlongbing

Cac triéu ching trén qua cla cay cé mui bj
nhiém bénh Huanglongbing bao gém su thay
d6i mau sac, thudng xuat hién tir cuéng qua,
trong khi qua chin sinh ly thuwdng cd sy thay doi
mau sac (mau xanh sang vang/cam) bat dau tir
vi tri dinh qua [18]. Mét s6 nghién cltu cling chi
ra rang qua bi bénh Huanglongbing thudng nhé
hon so véi d6i chirng, khéng déng nhat vé hinh
dang va hat cé thé chuyén sang mau ndu hodc
den [19]. Nhitng bién ddi nay khéng chi anh
hudng dén chat lvong cia qua ma con gay rung
qua non. P3ac biét, mdc du mot so triéu chirng
cta bénh Huanglongbing cé thé twong tw nhw
tinh trang thiéu hut dinh duwdng, nhung diém
dac trwng cua bénh Huanglongbing la thuwong
xuat hién cuc bd trén mot canh hodc mét phan
cla cay trudc khi lan rong, khac biét vdi sy
phan b6 déng déu gy ra bdi tinh trang thiéu
hut dinh duwdng trén toan bo cay.
2.3. Triéu chirng trén toan bo cay cé mui bi
bénh Huanglongbing

Nhin chung, cdc triéu chirng thuwdng thay
trén cay c6 mui nhiém bénh Huanglongbing Ia
sy xuat hién cha cdc dém vang va hién tuong
gan 14 vang trén nhirng chiéc |4 trwdng thanh,
cung vdi hién twong cac chdi chuyén sang mau
vang (Hinh 1).
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Hinh 1. Triéu chirng dién hinh cia bénh Huanglongbing trén 13 cay c6 mui

Ngoai ra, cdc biéu hién khac nhu chét choi,
ra hoa trdi mua, va su chuyén mau vang cla
toan bé cdy, cling nhu rung qua la nhirng dau
hiéu dién hinh. Céc triéu chirng nay thuong
khéng xuat hién déng déu trén toan bd tan cay
ma chi anh hudng dén tirng phan. Dang chay,
bénh Huanglongbing gy ra tén thwong nghiém
trong d&i v&i hé théng ré cla ciy cé mdai [20],
dan dé&n kha ndng phat sinh ré con gidm dan
theo thoi gian [21] va sinh khéi ré gidm 40 - 50%
(so vai cay khde manh) [22].

2.4. Su khac biét gitra cdy c6 mui nhiém bénh
Huanglongbing va thiéu hut dinh duwéng

Viéc phan biét gitta cady c6 mui nhiém bénh
Huanglongbing va cac truong hop thiéu hut
dinh duéng la hét sirc quan trong vi nd anh
hwdng truc ti€p dén cac quyét dinh quan ly va
diéu tri cho vuon ciy [9]. Theo d6, bénh
Huanglongbing gdy ra bd&i cic chang
Candidatus Liberibacter spp. [3, 5] khdng thé
diéu tri bang cac bién phap b6 sung dinh dudng

va doi hoi phai loai bd cay nhiém bénh dé ngan
chan sy lay lan [7, 10], trong khi cac triéu chirng
do thiéu hut dinh duéng {dién hinh nhu k&m
(zn) [23, 24], mangan (Mn) [6, 25], magié (Mg)
[26], Fe va canxi (Ca) [6, 23]} c6 thé dwoc khac
phuc hiéu qua bang cach diéu chinh ch& d6 bon
phan va dinh duwdng cho céy [6, 27]. Néu nham
|an gilta hai tinh trang nay, cé thé dan dén viéc
ap dung nhirng bién phap khéng phu hop, vi du
nhw bén phan cho mot cay bi nhiém bénh
Huanglongbing khéng mang lai két qua cai
thién sirc khde cay [4, 28] ma con lang phi
ngudn luc va thai gian [29]. Nguoc lai, néu mot
cay chi thiéu dinh dudng ma duoc xr ly nhu
mot cdy nhiém bénh Huanglongbing, diéu nay
c6 thé dan dén viéc loai bd khdng can thiét
hodc bd qua co hdi dé cai thién sirc khde va
nang sult cla cay qua bén phan. Do dé, viéc
chan doan chinh xac khdng chi gitip bao vé sirc
khoée cay trong ma con gép phan vao viéc quan
ly ngudén luc kinh t&€ mot cach hiéu qud [8-10].

2)

Hinh 2. Triéu chirng dién hinh cha bénh Huanglongbing (a), thi€u hut Mg (b), Mn (c), Zn (d), Fe (e)
va Ca (g) trén la cay cé6 mui
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Nhu d3 mod ta, cac triéu chirng cla cay
nhiém bénh Huanglongbing thudng bao gom
cac dém vang khéng déi xirng trén 13 [3, 4].
Diéu nay khac biét rd rét so vdi cac triéu chirng
thi€u hut dinh dudng, thudng xuit hién déi
xtrng hai bén cta gan 1a [11, 12]. Cu thé, 13 cay
c6 mui thiéu hut Zn thudng cé dém vang gilra
céc gan 13, doi xirng qua gan chinh [23, 24], lam
cho |4 cay bi bién dang, nh6 hon va hep hon, cé
mau vang ua [30, 31]. Twong tu, tinh trang
thi€u hut Mn lam xuat hién cdc d6m mau xanh
nhat - xanh ddm mot cach rd rét & cac 14 non,
va cac triéu chirng nay cling xuat hién mot cach
d&ixirng [6, 25, 30]. Khi cay thiéu Mg, cac |4 thé
hién hinh dang "V" nguoc, véi phdn mau xanh
@ hai bén cua gan 1a khac biét so v&i mau vang
clUa phan con lai cda 1a [26]. Nhitng thiéu hut
nay dan dén cac khodng mau ddi xing [26],
khéc véi cdc mé hinh khéng ddi xirng cia bénh
Huanglongbing [3, 4]. Trong khi d¢, tinh trang
thiéu hut Fe c6 thé gay ra triéu chirng |13 non b
phai mau, chuyén sang mau xanh nhat. Thiéu
hut Ca dwoc biéu hién qua viéc mau xanh cla
diép luc bi mo di & cac vi tri mép |4 va gilra cac
gan chinh. Tinh trang nay cling lam cho 14 tr&
nén nhd hon, day Ién, lvong 1a thua thét va
giam san lugng trai (Hinh 2).

Tém lai, viéc phan biét chinh xac gilra cay cé
muai bi nhiém bénh Huanglongbing va cac
truong hop thiéu hut dinh dudng la diéu thiét
yéu dé dam bao viéc trién khai cac chién lugc
quan ly strc khde cay trong mét cach phu hop
[8-10]. Sw phan biét ding dan khong chi gép
phan cdi thién sirc khde va nang suat cla cay
tréng ma con gilup ngan ngtra sy 1ang phi nguén
lwe va tdi wu hda hiéu quad kinh té tai cac vung
canh tac cay cé mui tap trung.

3. MOT SO PHUONG PHAP PHAT HIEN CUA
BENH HUANGLONGBING TREN CAY cO MUI

Phat hién bénh Huanglongbing trong cac
vuon canh tac tap trung cay cd mui dac biét kho
khdn khi cic cd thé ciy thudng khéng sinh
trwdng va phat trién twong ddéng nhau. Mot
ddu hiéu quan trong dé nhan biét bénh
Huanglongbing la sy xuat hién cta nhitrng viing
trén |4 ¢ mau sac thay déi khéng dong déu [3,

4]. Thoi diém thuan lgi nhat dé nhan dién bénh
Huanglongbing la tir thang 9 dén thang 5 ndm
sau, kéo dai t&r mua thu, déng va xuan; trong
khi thoi gian con lai vao mua he, bat dau tir
thang 6 dén thang 8, thudrng 13 giai doan 14 cay
phat trién manh, khié€n diu hiéu bénh khéng rd
rang. Vi du, cdc nghién ctru d3a ghi nhan su bién
thién theo mua cla mat dod cda vi khuan
Candidatus Liberibacter asiaticus trong cay cé
mui bi nhiém bénh va vector truyén bénh (ray
chéng canh chau A) tai khu vire trong & Pakistan
[32]. Cu thé, vi khudn Candidatus Liberibacter
asiaticus dwoc phat hién & nhirng cay trong &
nhitng khu vyc cé nhiét d6 téi da 1én tdi gan
50°C (nhiét do trung binh dat 42°C), tuy nhién
vi khuan nay hién dién & murc rat thap trong co
thé cla ray chéng cdnh chau A vao mua he
(thdng 6 dén thang 8) va mua thu (thdng 9 dén
thang 11) [32]. Diéu nay cho thay nhiét d6 mua
hé néng birc & Pakistan c6 thé kim ham sy nhan
|én cta Candidatus Liberibacter asiaticus trong
vector truyén bénh, nén cay it nhiém bénh
Huanglongbing vao thoi diém nay [32, 33].

Buwdc dau tién va cuc ky quan trong trong
qua trinh x(r ly, kiém soat bénh Huanglongbing
|a phai cit bd nhitng canh cay va qua bi bénh,
dong thoi danh gia mirc d6 nhiém bénh cla cay
mot cdch chinh xdc théng qua viéc kiém tra kj
lwdng cac phan khac cda cay [13]. Cac nghién
clru d3 chi ra rang triéu chitng ctia bénh vang 13
gan xanh xuat hién trén nhiéu bd phan cla céy,
bao gbm 13, qua, canh non va nhanh [13]. Tuy
nhién, viéc nhan dién va phan biét bénh nay
khong hé don gian do sy da dang va thay déi
lién tuc cua cac triéu chirng [8-10], dac biét khi
ching cé thé trung |3p v&i cac bénh khac hodc
tinh trang thiéu hut dinh du®ng & cay cé mui
[6, 23-26].

Phuwong phdp kiém tra bang vé vong tron
(pen test) duoc coi la cach ti€p can phé bién va
hiéu qua nhat dé phan biét gilra triéu chirng
bénh Huanglongbing va tinh trang thi€éu chat
dinh dudng & cay [8-10]. Day la mot ky thuat
chan doan tryc quan, giip xac dinh mot céch
chinh xac cdc mau déng nhat trén ca hai mat
cla |4 dya trén viéc quan sat mau vét dém trén
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l& dé xac dinh tinh d&i xirng cha cac triéu
chirng. Cu thé, sir dung but dé danh dau hai
vong tron trén cac nira déi dién cha 1a doc theo
gan chinh. Sau d6, cac diu hiéu va triéu chirng
trong hai vong tron nay dugc so sanh dé xem
ching c¢6 gidng nhau hay khdng. Néu céc triéu
chirng giéng nhau va cé tinh d6i xirng qua gan
chinh cta 14, didu nay thuong chi ra rang
nguyén nhan la do thiéu hut dinh duwdng [6, 23-
26]. Nguoc lai, néu cac triéu chirng khéng déi
xtrng va khéng giéng nhau, diéu nay co thé gay
ra bdi bénh Huanglongbing [8-10]. Phuong
phadp nay hitu ich trong viéc gitp ngudi trong
cay nhanh chéng xac dinh nguyén nhan cda van
dé ma khéng can dén cac phuong phéap phirc tap
hon nhu xét nghiém phong thi nghiém, tr d6 cé
thé dp dung cac bién phap quan ly phlu hop.

Phat hién sém bénh Huanglongbing & giai
doan s&m la hét sirc can thiét dé ngén chan va
quan ly bénh hiéu qua trong vuon canh tac tap
trung cay cé mui [9, 13, 32, 34]. Viéc phat hién
s&m khong chi gitip han ché sy 1y lan cda bénh
trong vwon canh tac tap trung, ma con cho
phép ap dung cac bién phap kiém soat kip thoi,
tlr d6 giam thiéu chi phi dau tu cho viéc quan
ly bénh. Tuy nhién, mét diém gay kho khan
trong viéc chan dodn bénh Huanglongbing &
giai doan sdm 13 tai lwong vi khuan Candidatus
Liberibacter spp. thap va phan bd khéng déng
déu trong cac co quan/bd phan chinh trén cay
cé mui [35, 36]. Vi vay, nhiéu cach tiép can d3
duogc ap dung dé phat hién sy hién dién cla cac
tadc nhan giy bénh & cip do6 té bao hodc phan
tlr [3, 37], c6 thé ké dén nhu ky thuat sir dung
kinh hién vi dién t& truyén qua (transmission
electron microscopy) [37, 38], phan &ng chudi
polymerase (PCR, polymerase chain reaction)
[34, 39, 40], PCR dinh lvgng (quantitative PCR)
[39] va khuéch dai DNA ddng nhiét théng qua
vong (LAMP, loop-mediated isothermal
amplification) [15, 33, 41].

S& dung kinh hién vi trong viéc phét hién
bénh trén cdy cé mui, dac biét la bénh
Huanglongbing cling cé thé |a modt phuong
phap hitu hiéu dé nghién clru su hién dién cla
cac tadc nhan gy bénh & cip do6 té bao hoac

phan tl [3, 37]. Theo d4, kinh hién vi dién t&
truyén qua (transmission electron microscopy)
duogc sir dung dé kiém tra céc I&p mdng thu
thap tir mau I3, cudng 14, than, va mé ré cla cay
c6 mui nghi ngd nhiém bénh Huanglongbing
[37]. Mau md dugc c¢d dinh bing dung dich
glutaraldehyde (CsHgO;) 3% trong 4 gio & nhiét
do phong, sau dé bao quan qua dém trong
dung dich dém potassium phosphate (KH2PO4
va K2HPO4) 0,1 mol/L (pH 7,2) trong ta lanh [3].
Mau ti€p tuc dugc rira trong dung dich dém va
xt ly bang dung dich osmium tetroxide (OsOa)
2% trong 4 gio & nhiét do phong, sau dé duoc
khlr nuéc bang acetone (C3Hg0), cat thanh cac
doan cé kich thudc 90 - 100 nm va nhudém bang
uranyl acetate (CsHeOsU) 2%. Cuéi cung, cac
mau duwoc nhudm sau bang lead citrate
(C12H10014Pb3) va kiém tra bang hé théng kinh
hién vi dién tlr truyén qua Morgagni 268 [3, 17].
Tuy nhién, phwong phédp st dung kinh hién vi
dé chan dodn bénh Huanglongbing cé mét s6
nhugc diém dang ké. Trudc hét, phuong phap
nay doi héi kj nang chuyén mon cao tir nguoi
thuce hién, yéu cau kién thirc sdu réng veé vi sinh
hoc va ky thuat kinh hién vi, diéu ma nhiéu
néng dan cé thé khéng cd. Qua trinh chuan bi
mau va quan sat dudi kinh hién vi ciing rat tén
thoi gian va cong strc, doi hdi su ti mi va kién
nhan. Chi phi dau tuv cho kinh hién vi va cac
thiét bi lién quan thuwdng rat cao, va viéc duy
tri, bao dudng thiét bi cling tén kém. Mét han
ché& I&n khac 1a kinh hién vi thudng khdng phat
hién sdm bénh, chi quan sat duoc khi bénh d3
phat trién dén giai doan mudn. Thém vao dé,
phuwong phdp nay yéu cau mdi trudng phong
thi nghiém vdi diéu kién anh sang va khéng gian
lam viéc thich hop, khéng thuan tién cho viéc
kiém tra tai chd trong cac vuon trong.

PEé chan dodn chinh xdc bénh
Huanglongbing, cac ky thuat sinh hoc phan tt,
phd bién nhat 13 PCR, qPCR va LAMP d3 duwoc
ap dung. Cu thé, cac bd mdi dac hiéu theo trinh
tw 16S-rRNA 0I1/012c va 0OA1/0I2c lan luot
dugc sir dung dé phat hién Candidatus
Liberibacter asiaticus va Candidatus
Liberibacter africanus bang ky thuat PCR [39].
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Mot locus gene quan trong khac dwoc st dung
dé chan doan bénh Huanglongbing |a operon
rplKAJL-rpoBC [40]. Pay la mo6t operon dac
trung & vi khuan, m3 hda céc protein K, A, J va
L cda tiéu don vi ribosome I&n, protein B va C
cla tiéu don vi B cia enzyme RNA polymerase
[40]. B&6 mdi f-rplA2/r-rpll5 d&c hiéu cho
operon rplKAJL-rpoBC dugc sty dung dé khuéch
dai vung trinh ty cé kich thudc 703 bp cho
Candidatus Liberibacter asiaticus va 669 bp
tuwong ng cho Candidatus Liberibacter
africanus, trong khi Candidatus Liberibacter
americanus dugc phat hién bdi mét bd méi f-
GB1/r-GB3 (dac hiéu cho vung 16S rRNA) [34].
Tiép theo, qPCR cling dwoc st dung dé phan
tich s cé mat cua Candidatus Liberibacter spp.
trong mau cay cé mui, dic biét 13 & giai doan
sém [35]. Vi du, dya vao trinh ty genome cua
Candidatus Liberibacter asiaticus (ma s6
GenBank t&r NZ_ABQWO01000001 dén
NZ_ABQWO01000034) [42], 30 cip mdi dic hiéu
cho cac gene ma héa t-RNA methyltransferase,
elongation factor protein, outer membrane
protein, RNA polymerase b-subunit, DNA
polymerase, rDNA, 23S va 16S rRNA da duoc
thiét ké dé nhan dién tdc nhan giy bénh [34].
Phan t&rng gPCR sau d6 da dwoc chudn hda vdi
mau do Tagman.

Viéc phat hién bénh ngay tai hién trudong
doéng vai tro hét strc quan trong trong quan ly
strc khoe cay trong [16, 43-45], dac biét 13 trong
viéc kiém soat ciac bénh nghiém trong nhu
Huanglongbing trén cay cé mui [43]. Phuvong
phap nay cho phép ngucdi néng dan va cac
chuyén gia néng nghiép nhan dién va x{r ly cac
van dé sirc khoe clia cdy mét cadch nhanh chéng
va hiéu qua, ngay tai noi xuat hién bénh, khong
can phai chd doi cac két qua phan tich tir phong
thi nghiém [45]. Piéu nay khéng chi tiét kiém
thoi gian va ngudn lyc, ma con giup giam thiéu
sy lay lan cla bénh trong thoi gian cho doi, tur
dé han ché duoc sy ton that vé mat ndng suat
va kinh té. Bén canh do, phuwong phap phat
hién bénh tai hién truong con tang cuong kha
nang gidm sat dich bénh lién tuc, gép phan vao
viéc 1ap k& hoach va thyc hién cac bién phap

quan ly bén virng cho cac vudn cdy trong. Theo
do, ky thuat LAMP da duoc ap dung thanh cong
trong viéc xac dinh sy cé mat cia mot gene (ma
s6 GenBank: ACT57606.1), ma hoda protein
LIBASIA_05175 dac trung & Candidatus
Liberibacter asiaticus [33]. Diéu kién cho phan
rng LAMP la ngudng 65°C trong 60 phut, vdi
cac két qua khdng cé sy nhan 1én cda déi chirng
am hodc hién tuwgng duwong tinh gia [33]. DE téi
wvu hon cho quy trinh phat hién bénh
Huanglongbing tai An Do, trinh ty 165 rDNA
cla ba ching Candidatus Liberibacter asiaticus,
bao gobm ‘MH B-L3P4 Mo’ (m3 s6 GenBank:
JQ900235) thu thap tai vung trung tam An Do,
‘KhM-ii” (m3 s6 GenBank: JQ692187) thu thap
tai ving Dong Bac cla An D6 va ‘CHE-R’ (m3 sd
GenBank: KC411976) thu thap tai phia Nam cua
An D6, duoc lua chon dé thiét k& cac cap moi
LAMP [46]. Theo dd, cdp mdi ngoai (outer
primer), bao goém F3n1 (5'
AATGGGGGCAACCCTGAT 3') va B3uw1 (5
CTTAATCGCCCGCCTACG 3’), va cap moi trong
(internal primer), bao gbébm FIPa1 (5
ACGGTCATTATCTTTTCCGGCGTTTTCAT
GCCGCTTGATTGAAG 3') wva BIPu1 (5
AGCAGCCGCGGCTAACTTCGTTTTTC
GCCCAGGTATTCCGCACAA 3'), va cap mbi tao
vong (loop primer), bao gdm méi tao vong xubi
FLu1 (5'AAGAGCTTACATCCCTAAGGCC 3') va
moéi tao  vong  nguoc  Blw (5
AGCCGCGGTATACGAAGGGG 3') duoc thiét ké
dé sir dung trong phan rng LAMP vd&i nhiét do
gan moi 65°C trong 60 phut [46]. CS thé thay
rang, ki thuat LAMP c6 d6 nhay va dic hiéu
cao, giup phat hién s&m bénh ngay ca khi lwong
DNA hodc RNA trong mau rat thap, véi thoi gian
thyc hién nhanh chéng (chi trong khoang 30 -
60 phut). LAMP hoat dong & nhiét do dang
nhiét (khodng 60 - 65°C), khéng can thiét bi
nhiét dé thay d6i phirc tap, diéu nay lam cho
qua trinh khuéch dai dé thyc hién va tién loi.
K&t qua clia LAMP c6 thé duoc quan sat bang
mat thuong thong qua sy thay d6i mau sac
hodc d6 duc, khdng can thiét bi phan tich phirc
tap. Tuy nhién, thiét k& moi cho LAMP phirc tap
va ton thoi gian vi yéu cau nhiéu doan moi khac
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nhau, déng th&i do LAMP c6 dd nhay cao, nguy
co nhiém chéo va phat hién két qua gia duong
cling cao hon. Mac du ¢ moét s6 han ché, LAMP
van 1a mot cong cu manh mé va tién loi trong
chan doan bénh Huanglongbing.
4. DE XUAT MOT SO GIAI PHAP TRONG PHAT
HIEN BENH HUANGLONGBING TREN CAY cO
MUI TAI HIEN TRUONG

X ly anh dang ngay cang duwgc chirng minh
la cong cu hitu hiéu trong viéc phat hién sém
va chinh xac bénh Huanglongbing trén cay co
mui [8, 47]. Cong nghé nay cho phép ty dong
héa qua trinh phat hién cac triéu chirng bénh
nhu sy xuat hién khéng déi xirng ctia cac dém
vang va bién d6i mau sac trén 1a [3, 8-10], nho
vao sy ho trg cla cac thuat todn hoc may va tri
tué nhan tao, cai thién dé chinh xac va giam chi
phi so véi cac phuong phap truyén théng [3, 34,
37-40]. Viéc ap dung xt ly anh cé kha nang phuc
vu cho viéc giam sat dién rong thdng qua thiét
bi bay khong ngudi ldi (unmanned aerial
vehicle) hodc hé théng mat dat khong ngudi lai
(unmanned ground vehicle), mang lai kha ndng
guét va phan tich nhanh cac khu vyc Ién, cung
cap dit liéu lién tuc dé theo ddi tién trinh va
murc do lay lan cda bénh Huanglongbing. Bong
thoi, theo ddi tinh trang ciy bang cdng nghé loT
két hop vadi cadc cam bién mdi trwdng gidp giam
sat theo thoi gian thye cac yéu td nhw nhiét do,
dd 4m, anh sang, va tinh trang dinh dudng cla
cay trong. Dt liéu thu thap duoc tir cdc cam
bién nay co thé dugc truyén vé trung tam xdr ly,
noi cac thuat toan phan tich dit liéu cho phép
phat hién sdm cac diu hiéu bat thudng hodc
nhitng thay d6i mdi trwdng cé thé lam tang
nguy co lay lan bénh. Viéc nay khoéng chi gilp
ndng dan cé thé phan &ng kip thoi bang cach
diéu chinh cac bién phap cham séc, ma con téi
uwu hoda viéc st dung tai nguyén nhu nuwdc va
phan bén, tir d6 cé thé quan ly vudn cdy mot
cach chinh xac, hiéu qua va bén vitng hon trong
viéc phong chéng va kiém soat bénh
Huanglongbing.

Ky thudt LAMP cling dem lai tiém nang to
I&n trong viéc phat hién s&m bénh
Huanglongbing tai hién trwong, dac biét &

nhitng khu vyc thi€u hut co s& ha tang dién.
Phuong phap nay khéng chi néi bat vé d6 don
gian va téc dod, ma con veé chi phi hiéu qua, giup
néng dan va cac nha quan ly dich bénh ndm bat
tinh hinh mo6t cach nhanh chéng va chinh xac
mui [33, 43, 45, 46]. Ky thuat LAMP cé thé duwoc
tién hanh ngay tai hién trudng, ma khéng can
dén céc trang thiét bi phirc tap hay st dung
dién nang [48]. DO dac hiéu cao trong phat hién
mam bénh cung v&i kha nang tich hop vdi cac
cong nghé di dong hién dai cho phép thu thap
va phén tich dit liéu mét cach linh hoat, cai
thién dang ké kha ndng quan ly dich bénh trong
cac cong déng ndng nghiép. Nho d6, LAMP m&
ra hudng ti€p can madi trong viéc bdo vé va
nang cao nang sudt cdy tréng trudc nhitng
thach thic do bénh Huanglongbing gay ra.
Trudc hét, LAMP cé thé duoc trién khai tai cac
tram kiém tra nhanh trong vu&n hodc cac trung
tam nong nghiép dia phwong, noi ndng dan cé
thé dé dang ti€p can va st dung dé phat hién
sdm bénh trén cay trong. Piéu nay gilp giam
thoi gian cho doi két qua so véi cac phuong
phép truyén théng va cho phép néng dan thyc
hién céc bién phap can thiép kip thoi. Viéc cai
ti€n va t6i wu hda ki thudt LAMP cling can duoc
chu trong, bao gdm viéc phat trién cdc bé moi
dac hiéu va nhay cdm hon déi véi céc bién thé
md&i chia tac nhan gay bénh.

Gan day, ky thuat khuéch dai nucleic acid
(bao gdm DNA va RNA) muc tiéu dua vao hoat
tinh cla enzyme recombinase va polymerase
(recombinase polymerase amplification) mang
lai nhiéu lgi thé vuot tréi trong viéc phat hién
bénh Huanglongbing ngay tai hién trudgng, lam
thay d6i cach thirc gidm sat va quan ly bénh
trén cdy cé mui [49, 50]. Kha nang khuéch dai
nucleic acid duwoc thyc hién théng qua sy
tuwong tac cu thé cla cdc enzyme va protein,
nhu recombinase, protein bam sgi don (single-
stranded DNA binding protein) va DNA
polymerase thay thé soi. Nhitng yéu td nay
gilp moi gan chinh xac vao gene muc tiéu va
kh&i dau qud trinh tdng hop soi DNA méi. Ky
thuat nay co thé dién ra trong khoang nhiét do
tlr 24 - 45°C, do vay con goi 1a khuéch dai
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nucleic acid d%ng nhiét. V&i kha nang hoat
doéng hiéu qua & nhiét dd thap va hoan thanh
qué trinh trong vong chua day 20 phut, ki thuat
khuéch dai nucleic acid dang nhiét khong chi
tang cwong téc dd phan (rng ma con ddm bao
d6 chinh xac cao, nho vao d6 nhay va do dac
hiéu cao trong viéc nhan dién cac chuing
Candidatus. Pac biét, ki thuit khuéch dai
nucleic acid don gian trong thao tac va khong
doi hdi trang thiét bj phire tap, 1am cho né tré
thanh céng cu ly twdng cho cac khu vire cé diéu
kién han ché vé co s& ha tdng. Méi day, trinh
twy genome <cha 9 chang Candidatus
Liberibacter asiaticus, bao gébm ‘A4’ (m3 s6

GenBank: NZ_CP010804.2), ‘gxpsy’ (ma sob
GenBank: NC_020549.1), ‘Ishi-1” (m3 sob
GenBank: NZ_AP014595.1), ‘JIXGC' (m3 so
GenBank: NZ_CP019958.1), ‘psy62’ (m3 so
GenBank: NC_012985.3), ‘ReuSP1’ (m3 sob

Ox

GenBank: NZ_CP061535.1), JRPAMB1’ (ma s
GenBank: NZ_CP040636.1), ‘COFLP’ (m3 s
GenBank: NZ_CP054558.1) va ‘TaiYZ2’ (m3 sb
GenBank: NZ_CP041385.1), chang Candidatus
Liberibacter africanus ‘PTSAPSY’ (m3 s6
GenBank: NZ_CP004021.1) va ching
Candidatus Liberibacter americanus ‘Sao
Paulo’(m3& s6 GenBank: NC_022793.1) d3 dugc
thu thap dé thiét k& méi (cé kich thwdce 30 - 36
nucleotide) va mau do (cé kich thuéc 46 - 52
nucleotide) ddc hiéu cho gene fusA (m3 sé
GenBank tir 0Q507405 dén 0Q507466) [50].
Vé&i qua trinh U & 45°C trong 30 phat, ki thuat
khué&ch dai nucleic acid dang nhiét dya trén
moi va mau do dic hiéu cho gene fusA da cho
phép phat hién 11 ching Candidatus spp. & ham
luwgng rat thap (~ 10 ban copy/ul) [50]. Pay duoc
xem la mét trong nhitng hudng di tiém nang
trong viéc phat hién su cé mat cta Candidatus
spp. trong cay c6 mui ngay tai hién truong.
5. KET LUAN

Bai téng quan nay d3 lam sang to vé cac triéu
chitng va phuong phap phat hién bénh
Huanglongbing trén cay cé mui, cung cap théng
tin quan trong cho viéc chan dodn va quan ly
bénh. Triéu chirng cha bénh Huanglongbing
trén cdy cé mui bao gdm sy xuat hién cla cac

Ox

dém vang khéng d6i xirng trén 13, cac bién d6i
mau sac cla qua tir cudng, va sy suy yéu cla
toan than cay ké ca hé ré. Cac triéu chirng nay
thuong khong dong déu va cé thé dé dang bi
nham 1an vé&i céc tinh trang thi€u hut dinh
duwdong. Theo do, viéc phan biét gilra bénh
Huanglongbing va thiéu hut dinh dudng khdng
chi gitp tranh cac bién phap quan ly khéng phu
hop ma con dam bao sir dung hiéu qua cac
nguodn luc cho viéc bao vé va cai thién sirc khde
cdy tréng. Phat hién va chan dodn s&m bénh
Huanglongbing tai hién trudng la yéu té quan
trong, giup han ché sy lay lan va anh huéng
tiéu cuwc cha bénh dén vuon cay cé mui. Cac
phwong phap nhu LAMP va khuéch dai nucleid
acid ddng nhiét mang lai hiéu qua cao trong
viéc xac dinh sy hién dién cta bénh, thdm chi &
céc giai doan rat sém, gop phan vao viéc kiém
soat bénh moét cach chinh xac va kip thoi. Ngoai
ra, cac ky thuat hién dai nhw x&r ly anh tich hop
trén cac thiét bi theo ddi déng rudng trong qua
trinh giam sat strc khoe cdy cling dem lai nhirng
ti€n bd dang ké trong viéc theo ddi va phan rng
nhanh chéng va&i tinh hinh bénh. Tém lai, bai
téng quan nay da déng gbp vao viéc xay dung
chién luvgc toan dién va hiéu qua hon trong
quan ly va phong nglra bénh Huanglongbing,
qua d6 bao vé cac vung canh tac cdy cé mui tap
trung va nang cao sy bén virng trong canh tac
nong nghiép tai cac dia phuwong.
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