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Linh vie ky thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén ché pham diét co c6 chira chit diét c6 méi dugc phan lap tir

Setosphaeria monoceras, hitu ich trong kiém soat sinh hoc tiém ning déi véi cay luc binh.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Cay luc binh (Eichhornia sp.) thude chi cé doc hai séng dudi nude. Chi nay bao
g?)m loai Eichhorniaazurea, Eichhorniacrassipes, Eichhorniadiversifolia,
Eichhorniapaniculata. O An Do, hon 200.000 ha bé& mit nuée bi nhidm béi thuc vat tir
chi ndy. N6 dit ra van dé nghiém trong vé& kinh t&, xa hoi va méi trudmg & An D6 va nhidu
nude & ving nhiét déi va can nhiét déi. N6 thé hién kha nang sinh san cua thuc vat, kha
ning dap tmg, yéu cau vé dinh dudng va khang lai méi trudng bat loi lam cho khéng c6
kha nang diét trir nd va kho kiém soat. Van dé vé su lay lan cta cdy luc binh theo séng hd
va kénh rach, didu nay lam lang phi nuéc do ting téc do thoat hoi nudce va canh tranh
manh véi cé va sinh vét phu du va do do6 thay ddi chat lwong tu nhién cua nude nhu két
qua cua su phan hiy thuc vat va su ti€u thu oxy hoa tan va cudc séng duédi nude. No la
thuc vat 16n trdi ndi trong nude, hinh thire sinh san 13 cé sinh san sinh dudng bang miu

than dugc tao ra tir chdi nach trén than bo, va ca sinh san hitu tinh bang hat.

Nhiéu phuong phap khac nhau duoc thir d& kim ham su sinh trudng cta co. Thude
diét cé duoc stir dung thuong xuyén nhét, vi ching tao ra hoat tinh ngay 18p tirc, méc du,
chiing t6n kém va c6 thé ¢6 tac dung doc hai néu khong duoc st dung theo ding hudng
dan cua nha san xuét. Hién tai dang co nhiéu lo ngai vé viée st dung thudc trir co héa hoc
téng hop, vi du, glyphosat, @ kiém soat c6 dai. Do d6, viéc sit dung thudc trir ¢6 hoa hoc
téng hop da bi cAm hodc han ché & nhidu ving trén thé giéi.

Vi kha niing sinh san va su sinh truéng nhanh cta cdy luc binh, cin thiét sir dung bo
chit kiém so4t sinh hoc dé ting ap luc sinh hoc dé giam su hdi sinh cta quén thé. Trong
s6 ké thii ctia cdy luc binh, yéu t6 giy bénh thuc vat va chit chuyén héa cta né c6 thé hiru
ich vi, ching thuong dic hiéu vat chi (khong cé nguy co cho cdy trong, thuc vat hoic
dong vat dia phuong), d& nhan giéng va phén tan va tu duy tr, do d6 giam nhu cu sir

dung 13p lai. Tuy nhién, nhu 13 trudng hop d6i véi thude trir sau sinh khac, thube diét co
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clia vi sinh vat bi bat hoat trong moi trudng tiép xtc v6i nhiét do, d6 4m birc xa cuc tim
va thip. Trong thuc té, van @ chinh ctia thudc trir sau sinh 14 san xudt quy mé 16n cua ho
trong mdt cong thirc c6 thé cho phép mot ing dung thanh cong trong linh vuc ndy. Trong
sb céc tac nhan gdy bénh, nim 14 nhitng tac nhin giy bénh thuc vét tu nhién quan trong
nhét. Nhiéu tdc nhan gy bénh ndm dugc ké dén trong tai liéu 1am chét kiém soat sinh hoc
tiém nang ddi vdi cdy luc binh. Trong sé ching 1a Cercosporapiaropi (=C. rodmanii),
Acremoniumzonatum, Alternariaeichhorniae, Myrotheciumroridum, Rhizoctoniasolani va
Uredo eichhorniae. A. eichhorniae va C. piaropi, da duge nghién ctru vé sinh hoc, kha
nang kiém soét sinh hoc, ché phém dic hiéu vat chi va dugce kiém tra trong diéu kién thi
nghiém.

Tuy nhién, hién khong cé thudc diét co sinh hoc thuong mai nao d6i véi cay luc
binh. Kiém soat sinh hoc 1am giam stic séng c6 dai, két hop véi diéu kién méi truong,
hién tuong hoc cta thuc vat va st dung tich hgp cac phuong an quan ly khac. Do d6 viéc
st dung cac thudc diét c6 sinh hoc 1am chat kiém soat sinh hoc dang thu hut su cht y
dang k&. Thude diét co sinh hoc thudng dic hitu va duge sir dung ngp dé kiém soat tham
thuc vat khong mong mubn. Cu thé, thudc diét co nim 1a thude diét co sinh hoc ¢6 nguén
gbc tir yéu t6 gdy bénh & thuc vat 1a ndm. Muc tiéu chinh trong viéc d6i phé véi c6 dai 13
dé giam sy canh tranh tur co dai dé cho phép thuc vat mong mubn phat trién mot cach tu
do. Theo d6, kiém so4t sinh hoc ¢6 dai nhim dén méi quan tdm vé tac dong cuia hoa chét
1én su toan ven mdi trudng va stc khoe con nguoi.

Bén chit ky thuit ciia sing ché
Muc dich cta sang ché

Theo khia canh thir nhét, sang ché d& xut ché phim diét co thich hop dé kiém soét
cy luc binh, ché phdm chira chét diét co tir Setosphaeriasp, cu thé 13, ching AGWH#11.
Chuing nay duoc luu trong céc sang ché cia IMTECH theo céac didu khoan cua Hiép udc
Budapest va dugc chi dinh sé ndp luu 1a MTCC 5974. N6 ciing duge luu & NCIM duéi s
ndp luu 1370. Setosphaeria monoceras AGWH#11 duoc chi dinh s6 nop luu cla

IMTECH 12 MTCC 5974 va sb ndp luu cia NCIM 1a 1370 s& khéng thé thu hoi va khong

c6 han ché hoic diéu kién dugc cong bd cong khai khi duge cap bang sang che. Theo khia
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canh khéc, sang ché d& xuit phuong phap kiém soat s sinh trudng cua cdy luc binh, bao

gom budc cho cdy luc binh ti€p xuc véi cheé pham diét cé theo sang che.

Khia canh khéc nita ciia sang ché dé cap dén viée str dung chung Setosphaeria ding
dé san xuét chét diét co c6 hiéu qua dé kiém soat su sinh truong cua cdy luc binh. Ching
duoc str dung tot hon 13 ching ¢6 dic diém dic trung ctia chung Setosphaeria AGWH#11
duoc ndp luu tai IMTECH dudi sb ndp luu MTCC 5974.

Muc dich khic nita ctia sang ché 1a d& xuét phép phén tich trinh tur 18s rARN d3 thé
hién su tuong ddng nucleotit 96% ctia nim v&i Setosphaeria monoceras. (AGBIO chi ra
1a AGWH#11/NCIM1370/MTCC 5974) ma con chi ra sy khac nhau vé nucleotit cia ndm
nay véi cac chi khac di biét cua Bipolaris, Pleosporaceae, Cochiliobolus, Alternaria bao
gdm thudc diét co thay thé khac kha dung cho méi trudng cho thude diét ¢6 hoa hoc tong
hop dé kiém soat co dai, nhu cdy luc binh.

Muc dich khéc ctia sang ché 1a dé xuit ché phdm diét co dé kiém soét cdy luc binh.
Muc dich khac nita clia séng ché 13 dé xuat phwong phap kiém soét cdy luc binh.

Theo khia canh tht nhét, sing ché dé xuit ché phim thich hop dé kiém soét cdy luc
binh, ché phdm nay chira chit diét co tir Sefosphaeria monoceras. Setosphaeria
monoceras t6t hon 1a ching c6 dic diém dic trung ctia Setosphaeria monoceras (MTCC
5974).

Theo mat khia canh khac, sang ché @& cap phuong phap kiém soét su sinh truong
clia cay luc binh, bao gdm budc cho mét luong c6 hiéu qua ché pham diét c6 theo sang
ché tiép xtic véi ving kiém soat cdy luc binh.

Theo khia canh khéc nita, sang ché dé cép dén viéc st dung Setosphaeria monoceras
dé kiém soét su sinh truong cua cdy luc binh. Ching duoc str dung t6t hon 13 ching c6
dic diém dac trung cua Setosphaeria monoceras AGWH#11 duge ndp luu tai IMTECH
va nhan sé nép luu 1a MTCC 5974 va cudi cing duoc chi ra 12 Setosphaeria monoceras.

Khia canh khéc nita cta sang ché dé cép dén viéc nghién ctru toan bd hé gen va

nghién ctru phan tir Setosphaeria monoceras.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Fig. 1 minh hoa mdi quan hé phat sinh loai ctia ndm véi loai dugc chon tir céc chi
khéc cin cr vao gen 16S ARN theo sang ché;

Fig. 2 minh hoa HPLC thudng, di liéu giai phap cot pha nguge C18 cua chét diét ¢o
(phytotoxin) theo sang ché;

Fig. 3 minh hoa dac diém vi mo cia chung theo sang ché;

Fig. 4 minh hoa dac diém vi mé cua chung theo sang ché;

Fig. 5 va Fig. 6 minh hoa su phan b diém chuin co ban, dau trai (R1) va phai (R2)
cua doan doc két d6i ctia mau theo sang ché;

Fig. 7 va Fig. 8 minh hoa sy phan bb ché phdm co ban ctia du trai va phai cta trinh
tu doan doc két d6i ciia mau ndm theo sang ché;

Fig. 9 va Fig. 10 minh hoa sy phan b GC cta ddu trai va phai cua trinh t doan doc
két d61 ciia mAu ndm theo séng ché;

Fig. 11 minh hoa su phan b gia tri BLASTX E ctia mau ndm theo séang ché;

Fig. 12 minh hoa két qua duoc cha giai ciia 15 sinh vat hang dau dugc phat hién
trong BLASTX ctia m4u nim theo sang ché;

Fig. 13 minh hoa 13 déi trong hang dau trong hang muc chtrc ning sinh hoc duoc
x4c dinh bang cach st dung chi giai ban thé hoc gen ctia mAu theo sang ché;

Fig. 14 minh hoa 13 d6i twong hang dau trong chirc nang phén tir duoc xac dinh
bang st dung chi giai ban thé hoc gen ctia mau theo sang ché;

Fig. 15 minh hoa 13 dbi trong hang dau trong chirc ning té bao duoc xé4c dinh bing
str dung chu giai ban thé hoc gen ctia mau theo sang ché;

Bang 1: Hiéu qua cia AGWH#11 [én cay luc binh;

Bang 2: Sy giam sinh khéi cta cay luc binh;

Bang 3: Hiéu qua cia AGWH#11 [én 14 dugc tach ra cia cay luc binh;

Bang 4: Phan (mg cta thir nghiém cay tréng, ho tuong tu va cdy gia vi ddi véi tinh nhay
cam;

Bang 5: Nam thu duoc tir cdy luc binh;

Bang 6: Mam bénh nim thu duge tir cdy luc binh (thir nghiém dugc 4p dung cho 14
tach ra clia cay luc binh);

Bang 7: Vong sang loc thir hai cia chung phan 14p duoc;
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Bang 8. Thuc vat dugc st dung trong thir nghiém phéan 1ap AGWH#11 dac hiéu vat
chuy;

Bang 9: Su so sanh gifta trinh tu ADN duoc tién hanh giira cac loai AGWH#11 sp.
phén 1ép;

Bang 10: Su phét trién cta cac tridu chimg trén cdy luc binh do nhiém AGWH#11
sudt 20 ngay;

Bang 11: Phan tich sinh hoc hop chét duoc chiét bai dung méi tir AGWH#11;

Bang 12: Thir nghi€m tuong thich cta cac cong thirc khac nhau cia AGWH#11 boi
phan tich sinh hoc téng thé & thuc vat.
M5 ta chi tiét sang ché

Muc dich chinh cta séang ché 1a dé xuét thube diét c6 méi c6 hiéu qua chdng lai cy
luc binh. Muc dich khéac cta sang ché 1a d& xut thude diét cé chira dich loc nudi céy
khéng chira t& bao cua S. monoceras MTCC 5974 véi chit phu gia hodc chit mang. Moi
quan hé phat sinh cta loai dugc chon tr cac chi Sefosphaeria monoceras, can ctt vao gen
16S ARN, di dugc xé&c dinh. Trong khao sat ¢ Village AdaviRamanpalam,
PenuballiMandal, Khammam District, Andhra Pradesh, loai nim méi Setosphaeria
monoceras dugce phan 14p tir cdy luc binh bi bénh. Phan thuong tdn cit ra duogc khur trung
bé mit bing cach ngdm trong etanol 70% trong 30 gidy va rira phan thuong ton cit ra
trong nudce vo trung, dit trong dia petri chira thach dextroza khoai tdy (Potato Dextrose
Agar - PDA), va 0 20 cm dudi 4nh sang huynh quang (12 gio mdi ngdy) trong 3 ngdy.
Céac khuén lac cta Setosphaeria monoceras dugce chuyén vao khay PDA tuoi va sau d6
duge chuyén vao méi trudng thach PDA nghiéng dé luu trit. Ching phén lap dugc sinh
trudng trén moi trudng thach dextroza khoai tay va dich nudi ciy cua ching dugc duy tri
trong phong thi nghiém va danh s6 AGWH#11 va di dang ky trong NCIM, Pune, India va
¢6 s6 ndp luu NCIM 1370 va dudi hiép udc Budapest IMTECH, Chandigarh, India, véi
s6 nop luu MTCC 5974.

Séng ché dé cap dén Setosphaeria monoceras méi duge phan l1ap ma thé hién tinh
ddc hiéu vat chil v6i ¢ luc binh. Cac khuén lac trén thach dextroza khoai tiy ban dau c6
mau tring dén mau ndu x4m va thanh mau xanh oliu dén mau den véi dudng vién x4m

tang 1€n khi né trudong thanh. Nguoc lai cling c6 sac to sam va mau tir oliu dén den. Cac
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khuén lac truéng thanh trong vong 5 ngdy. Soi van sdm dén gidng toc. Soi ndm c6 vach
ngin va mau nau. Cubng bao tir dinh (chidu rong 4,5-6 pm) mau niu, don gian hodc phin
nhanh, cong gap va gbc ghép, cong tai diém ma timg bao tir dinh phat sinh tir d6. Dic tinh
nay lam tao ra hinh chit chi cta cuéng bao tr. Bao tir dinh, con dugc goi 1a bao tir dinh
x6p, 6 tir 3 dén 6-t& bao, c6 dang tir hinh que dén hinh try, cdc mau nau tir nhat dén dédm
va ¢6 phan sinh truong gde ghép cong gép. Bao tir dinh x&p (30-35 pm x 11-13,5 um) cé
véach ngin méo va c¢6 rén hat phdng 1én, mau t6i. Vét seo co s& ndy chi ra diém gin cudng
bao tir dinh. Tir t& bao két thic ctia bao tir dinh, dng mam c6 thé phat trién va kéo dai theo
hudng truc theo chidu dai ctia bao tir dinh. Phép phan tich trinh tu 18s rARN thé hién do
tuong dong 96% vé trinh tu nucleotit ctia ndm véi loai Setosphaeria nhung ciing chi ra su
khéc nhau vé trinh tu nucleotit ciia ndm nay véi chi khéac da biét (Fig. 1). Kha ning giy
bénh cua Setosphaeria monoceras, duéi dang thudc diét c6 duoc thir nghiém. Chung duoc
thtr nghiém dé x4c dinh pham vi vat cht v6i chit diét ¢6 sinh hoc. Thuc vat 4 tuin tudi va
duogc xtr Iy bang ché phdm phat trién 1%.

Theo d6, sang ché d& xuét ché phim diét c6 dung dé kiém soéat cay luc binh, ché
phdm nay bao gdm chat diét c6 tir Setosphaeria monoceras. Setosphaeria monoceras tt
hon 13 ching c6 dic diém dic trung cla Setosphaeria monoceras AGWH#11. Pic diém
dac trung ctia chung nay la trinh ty 18s rARN cua né. Phéan tich trinh tu thé hién do tuong
dong v& nucleotit cia AGWH#11 véi Setosphaeria monoceras 1a 96% nhung ciing chi ra
su sai khac vé nucleotit ctia cht nay véi céc loai khac da biét cua chi Setospheria. Ngoai
ra, AGWH#11 c6 dic diém ngac nhién vé hoat tinh diét co, cu thé 13 chéng lai cay luc
binh. Chung Sefosphaeria monoceras c¢6 dic diém dic trung cla Setosphaeria monoceras
AGWH#11 tdt nhét 1a Setosphaeria monoceras AGWH#11 dugc ndp luu 148 MTCC 5974
hodc NCIM1370.

Theo mét phuong 4n cua sang ché, chit diét co c6 thé 1a sgi ndm hodc chét cdy
truyén bao tir, nhu chit cdy truyén bao tir dinh. Thuat ngit chit cdy truyén dé chi chit
chra sinh khdi ndm. Chét cdy truyén c6 thé séng hodc khéng song. Chat ciy truyén khong
sdng c6 thé thu duoc bang cach xtr Iy bt hoat chét ciy truyén séng nhu di biét trong linh
vue nay. Xt 1y nhiét c6 thé thich hop duoc st dung dé bét hoat chét cdy truyén. Chét ciy

truyén soi nim va/hodc bao tir (bao tir dinh) dugc c6 thé thu duoc tir qué trinh 1én men ran
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hodc léng. Chét cdy truyén soi ndm c6 thé duge chon dudi dang dich huyén phu sgi nam.
Tuwong tu, chit cdy truyén bao tir (bdo tir dinh) c6 thé duoc chon tir dich huyén phi bao
tur.

Theo phuong 4n cua sang ché, chit diét co c6 thé 13 canh trudng nudi ciy (canh
trudong 1én men). Trong sang ché, thudt ngit canh trudng nudi cdy dé chi chét long ma
nim sinh truong trong d6. Canh trudng nudi cdy c6 thé dugce sir dung dudi dang san pham
1én men léng va c6 thé chira sinh khdi nAm nhu sinh khéi soi ndm va/hodc bao tir (bao tir
dinh). Theo phuong an duoc wu tién ciia sing ché, canh trudng nuéi cdy duogc tinh ché it
nhat mot ph?m. Thuat nglt “duoc tinh ché it nhét mot phﬁn” bao gém duge tinh ché mot
phén. Canh trudng nudi cdy duge tinh ché mot phan 13 san pham tir viée tién hanh mot sé
budc tinh ché 1am ting ham luong cc hop chit nhit dinh cia canh trudng nudi ciy (trong
khi loai bd cac thanh phin khéac). Canh trudng nudi cdy duoc tinh ché mét phan giit lai
hdn hop céc hop chét. Vi du, nude canh thit nudi cdy duge tinh ché mét phan co thé 1a
dich loc nudi ciy khong chira t& bao (CFCF), vi du, thu duge bang cach loc bo sinh khéi
nidm bing phuong tién da biét bat ky nhu vi mang loc. Canh trudong nudi cdy duge tinh
ché mot phén c6 thé con thu duge tir chiét xudt dung méi (hitu co) ctia céc hop chét nhét
dinh tir canh trudng nudi cdy hodc tir CFCF thu duge tir d6. Theo cac phuong an nhét
dinh, dung moi dugc chon tir hexan, etyl axetat, cloroform, metanol hoac hdén hop cua
ching. Dung méi duge chon tdt hon 14 bao gdm cloroform va tét nhét 1a cloroform. Khi
st dung cloroform lam dung moi, chét diét cd c6 hiéu luc thu duge con duge mo ta chi
tiét trong cac vi du. Do do, sang ché ébn dé cap dén chét diét co c6 thé thu dugc béng
chiét xuét dung méi hitu co, cu thé 13, chiét xuét cloroform, cia CFCF cua Setosphaeria
monoceras duge st dung. Chiét xuit dung méi cloroform c6 thé c6 dir liéu giai hap duoc
thé hién trong Fig. 2 trong dit liéu HPLC C 18. Chét diét c6 theo sang ché s& bao gébm mot
s6 chat chuyén hoéa thtr cap. “Mot s6” trong pham vi sang ché nén hiéu c6 nghia 12 mot
hodc nhiéu, nhu sb nhidu, vi dy, tir 2 &én 10 nhu 13, 3-9, 4-8, 5-7, hodc 6. Chét chuyén
hoa thir cAp trong chét diét c6 co thé con duge tinh ché. Theo cic phuong an nhét dinh
ctia séng ché, chét chuyén hoa thtr cdp duogc tinh ché téi > 80% do tinh khiét, nhu 13
>85%, >90%, >95%, >99% 1én dén 99,9 % db tinh khiét.
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Ché phém va phuong phap cua sang ché bao gdm dé xuét viée str dung dich loc nudi
chy khong chtra té bao va chit chuyén hoéa cta chung dé san xudt chat diét co mdi. Ché
phim thube diét co ¢6 thé duge didu ché dudi dang ché phim long bang cach tao huyén
phil canh trudmg, canh trudng duoc tinh ché moét phan, nhu, canh truong khong chia té
bao, chét chuyén héa thé hodc dugc tinh ché trong chit mang ding trong néng nghiép dé
ap dung cho cé hodc vi tri ¢6 sinh truong. DSi v6i ché phim cia sang ché, chit mang
dung trong nong nghiép bat ky c6 thé duge stir dung du né 13 chit 1ong hodc ran mién 1a c6
thé str dung duqc trong ché phidm néng nghiép hodc 1am vudn va tét hon 13 né tro vé mit
sinh hoc. Chit mang 16ng ding trong ndng nghiép dién hinh bao gdm, nhung khéng bi
giéi han ¢, nude, chét hoat dong bé mit, diu thuc vat, va dau khoang. Theo phuong an
duge uu tién, chit mang dung trong néng nghiép cho ché phdm léng 13 nuée, va chat diét
c6 bao gdm canh trudng khong chira té bao.

Ché phém diét c6 con c6 thé duoc dicu ché dudi dang ché phém hat, ché phém chay
duoc, hodc ché phdm bot thAm w6t bang cach tron v6i chat mang dung trong néng nghiép,
sau d6 &p dung 1én co.

Chat mang ran dung trong ndng nghiép thich hop bao gdm bdt khoang, ching han
nhu dat sét, d4 tan, bentonit, canxi cacbonat, diatomit va cacbon tréng; bot thuc vat nhu

bdt ddu nanh va tinh bdt, va mot vai polyme nhu rugu polyvinyl va polyalkylen glycol.

Theo phuong an dugc uu tién, trong ché phém, chit hoat dong bé mat nhu Tween
80, Triton X, dau parafin va Tween 20 dugc két hop véi chét khang sinh. Nhu duoc thé
hién trong phan thi nghiém, ché phadm 1am ting hoat tinh cta viéc kiém soét cdy luc binh.
Theo phuong 4n duoc uu tién khac, trong ché phdm, dau khoang, nhu dau parafin duoc
két hop véi khang sinh (khang vi sinh vat). Nhu duoc thé hién trong phan thi nghiém nhu
ché phdm 1am tang bt ngd hoat tinh kiém soat cdy luc binh. Cac khang sinh c6 thé dugc
chon tir nhém bao gdm Streptomyxin, Ampilox, Azithromyxin. Trong chét tao ché pham
chung ¢co thé duoc bd sung v6i lugng 0,2-0,9% (trong lwong/trong lugng), nhu 0,3-0,8%,
0,4-0,7%, 0,4-0,6%, nhu khoang 0,5% (trong Iugng/trong lugng) vao chét diét co. Chét
khang sinh c6 thé duoc bd sung véi lugng 0,05-0,5% (trong luong/trong lwong) nhur 0,06-
0,4%, 0,07-0,3%, 0,08-0,3%, 0,09-0,3%, 0,1-0,3% nhu khoang 0,2% (trong lugng/trong

lwong) vao chat diét co.
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Ngoai ra, theo phuong an khéc ctia sang ché, ché phdm con bao gbm ngudn dudng
chét dbi véi chung Setosphaeria monoceras. Dudng chit c6 thé dugc chon tir nhém bt
thuc vat nhu bot ddu nanh va tinh bdt va duge bd sung véi lugng 0,5% vao moi truong
nudi ciy.

Khia canh khac cta sang ché dé cap dén phuong phéap kiém soét co dai, cu thé 1a cay
luc binh va loai lién quan. Phuong phép bao gém budc cho cdy luc binh tiép xtic véi ché
pham theo sang ché, chtra chét diét co. Ché pham theo sang ché c6 thé dwoc 4p dung 1én
c6 luc binh @ tiép xtc duge bang cach phun ché pham long 1én co. Lugng dwgc phun tdt
hon 14 vira di dé chu yéu bao phui 14 ctia co. Mot 1an str dung c6 thé thich hop dé giam su
sinh trudng hién thoi; tuy nhién, 1dp lai viéc st dung co thé can thiét néu xuét hién su sinh
trudng lai cua thuc vat tir viée khang lai hodc dudi cdu triic bé mit. Ngoai ra phuong phap
clia sang ché c6 thé duoc sir dung bd sung vao hodc két hop vé6i cac bién phap kiém soat
khac.

Phuong phép nay 1a dé diét trir hodc ngin ngira sy sinh truéng cla cdy luc binh va
phuong phap bao gdm buéce cho cdy luc binh tiép xtic v6i ché pham ciia sang ché. Chi tiét
vé dac diém k¥ thudt cua ché phém cua sang ché dugc thao lun & trén. Nguoi ¢ hiéu
biét trung binh trong linh vuc s& hiéu ché phdm cua sang ché s& dugc gy truyén nhiém
v6i lugng thich hop dé tao ra hiéu qua, cu thé 13, hiéu qua kiém so4t (giam hoac uc ché)
su sinh trudéng cta cdy luc binh. Viéc xac dinh lugng c6 hi¢u qua nam trong pham vi kién
thirc va k¥ ning cia ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Theo mdt phuong
an, luong c6 hidu qua c6 thé & trong pham vi 10 ml canh truong khéng chira té bao duogc
tao ra duge bd sung vao 1 lit nudc dé sir dung. Khoang 1,0 dén 1,5 lit trén mdi miu Anh
duge st dung bang phwong phap phun va cac phuong phap twong tu. Thube diét co theo
sang ché ¢6 thé dugc diéu ché béng cach tao huyén phu bao tir trong nude, thu dugc béng
cach nudi cdy sinh khéi, nhung phwong phép diéu ché khong bi gi6i han & d6. Trong
phuong phép nay, ndng do bao tir x4p xi 2x108 bao tir/ml nhung khéng giéi han & pham
vi nay. Trong huyén phi bao tir trong nude, t& duoc nhu, chit hoat dong bé mit va chat
khuéch tén c6 thé dugc bd sung. Ching Setosphaeria monoceras 13 thanh phan chinh c6
thé 1a chung tuoi ngay sau khi 1én men. Theo cach khéc, chung duoc luu trit ¢6 thé duoc

sir dung sau khi hoi phuc lai dic tinh bang nuéce hodc twong tu. Phuong phép luu trit,
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phuong phap da biét nhidu dé luu trir ching nhu luu trit ¢ nhiét do cuc thap (-10 d6 C),
déng lanh chan khéng hodc phuong phép twong tur ¢ thé duoc sir dung.

Theo phuong 4n bat ky cua sang ché, viée cdy truyén dugc tién hanh & giai doan sau
khi nhu 18n cta c6 luc binh. Theo mét sé phuong an ciia phuong phép cia sang ché, sinh
khéi cay luc binh c6 thé giam, vi du v6i phuong tién may méc, nhu loai bo sinh khéi cay
luc binh bang méy méc.

Khia canh khac cua sang ché d& cip dén viéc s dung ching Setosphaeria
monoceras, tt hon 13 ching c6 dic diém dic trung ctia ching Setosphaeria monoceras
AGWH#11 dé san xuét chat diét co c¢6 hiéu qua kiém soat su sinh truong cia cay luc
binh. Pic diém k¥ thuét cua chét diét c6 da duge thao lun & trén lién quan dén thao luan
vé& ché phim cua sang ché. Twong tu véi nhimng gi dugc thao luan vé ché pham cua sang
ché, chét diét co c6 thé duge chon tir nhém chat cy truyén soi ndm, chét cdy truyén bao
ttr, t6t hon 12 chét ciy truyén bao tir dinh, canh truong nuéi cdy, tot hon 13 canh trudong
nudi cdy tinh ché it nhit mot phan, chit chuyén hoéa thir cip.

Khia canh khac nfta ctia sang ché @ cap dén chét diét co c6 thé thu dugc béng
phuong phap bao gdm buéc chiét dich loc nuéi cdy khong chira té bao (CFCF) cla
Setosphaeria monoceras biang cloroform. Theo phuong phap CFCF, tét hon 14 bang cach
nudi cdy chung dwoc chon trong dich nudi cdy 16ng va san xuét ra CFCF tir canh truong
nudi cdy. Sau d6, tién hanh chiét cloroform trén CFCF. Hoan thanh buéc chiét chét
chuyén héa. Mot lit méi trudng canh trudng duge cdy truyén nhidém va duoc xép xi 14
ngdy & 28°C. Cloroform véi thé tich gidng nhau duoc bd sung vao chét long huyén phu.
Thu hdi lai chét chuyén héa thd bing cach rét bd cin than 16p nude. Viée chiét chat long
huyén pht nudi cdy bang cloroform thu dugc 9,5 g chét chuyén hoéa thd. Setosphaeria
monoceras tét hon 13 ching c6 dic diém dic trung cua Setosphaeria monoceras

AGWH#11.
Vi du thwe hién sing ché

Céc vi du sau nham minh hoa sang ché va do d6 khong nén hiéu 14 d€ han ché pham
vi séng che.
Vidul

Khao sat, phan 14p va phéﬁ loai nm:
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Khao sat nhiéu noi & Andhra Pradesh dé thu thép cac phan nhidm bénh cua cay luc
binh (cudng 14 va 13). Cac mau dugc dua dén phong thi nghiém trong tii nhya déo sach va
bao quan & 4°C cho dén khi xét nghiém. Lam sach cc phan cia thuc vat dugc bao quan
bang céach rira bing nude dé loai béd manh vun bé mit, cét ra thanh cc manh nhé (xdp xi
1 x 1 cm), va khir tring bé mit bing cach ngam 1an luot vao etanol 96% trong 30 gidy,
hypoclorit 14% trong 30 gidy va rira bing nudc v6 triang trong 1 phit. Cac phan dugc khir
trung bé& mat tir cuéng la va 1a duogc dat vao khay chira dextroza khoai tdy duogc bd sung
0,5mg streptomyxin. U khay trong 7 ngay & nhiét d6 25°C. Thu duoc gibng nudi cdy
dugc phan 14p va tinh khiét. Viée xac dinh chi ndm khac nhau cin ¢t vao dic diém hinh
théi cia tung khuén lac vi khudn sinh truong. Nim c6 dic diém khéc biét cua thuc vat
hoai sinh (t&c 1a, sinh truéng nhanh va sy hinh thanh bao ti trén dia PDA va phén 14p
thanh chi Penicillium, Aspergillus, va Trichoderma dugc loai khoi sy xem xét sau lan
phén 14p ddu tién cta chiing. Mau phan 14p ndm loai tir gitt lai dwoc xac dinh. MAu phén
14p nim duoc bao quan trong phong thi nghiém. Céc triéu chimg xuét hién dau tién 12
d6m hoai tir va phat trién 14 hoai ttr, lan rong khip bé mat 14 va cudng 14. Ndm nhiém (46
mau phan 14p cta nim sg1) dugc xac dinh thude v& 7 chi da biét (bang 7) can ctr vao dac
diém hinh thai ctia né va su sip xép va ciu tric cua bao tir dinh cta nd. Dich loc khong
chira t& bao ctia nAm AGWH#11 10 ngay nudi cdy dugc phat hién c6 hoat tinh bing véi
dich huyén pht1 bao tir cia né trong kich thich hoat tir mé cdy luc binh. Pidu nay da chi ra
rang nim tao ra chit chuyén hoa doc hai trong canh trudng nudi cdy ma thudong gy ra hoi
chtng nay lam pha huy cac thanh phan té bao va gdy v& thanh té bao cua ciy luc binh.
DPoc td thue vat duoc chiét ra tir dich loc nudi céy khong chtra té bao cia AGWH#11, sinh
trudng trong méi trudng long. Dich loc khéng chira té bao duoc chiét thanh céng bang
dung méi hexan, etyl axetat, cloroform va metanol (Fig. 1). Hop chit doc t5 thuc vat thé

hién nhiéu tinh doc trong phan doan cloroform.
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Bang 1: Nam thu duoc tir ciy luc binh
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Yéu té gay bénh

Triéu ching

S4 ndp luu

Setosphaeria
monoceras

Tbéng =07

Pom 14

AGWHO04
AGWHO5
AGWHI1
AGWH20
AGWHS56
AGWH 58
AGWHS61

Alternaria sp.

Toéng = 10

Dbom 14

AGWHO1
AGWHI16
AGWH 59
AGWH60
AGWH69
AGWH70
AGWH 75
AGWH76
AGWH77
AGWHT79

Fusarium sp.

Tbéng =09

Dom 14

AGWHO07
AGWHO08
AGWHIO
AGWHI14
AGWH62
AGWH65
AGWHG66
AGWH67
AGWH68

Phoma sp.
Téng = 05

Dom la

AGWHO02
AGWHO3
AGWHO06
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AGWHG63
AGWHG64
Curvularia sp. Pém 14 AGWHI2
Téng = 03 AGWHI15
AGWH18
Pestalotia sp. Pbm 14 AGWHI11
Téng = 04 AGWH13
AGWHI19
AGWH21=04
Colletotrichum sp. |Dbm 14 AGWHO09
Tbng =06 AGWH71
AGWH72
AGWHT73
AGWH74
AGWH78
Vidu?2
Thtr nghiém gay bénh:

Trong subt thi nghiém, chét cdy truyén bao tir dinh dau tién dugc ldy khoi méi
truong nudi cdy PDA trén dia petri, bao quan & 4°C khéng qua 6 thang, va sau dé nuodi
cdy thay thé & 25°C trong méi trudng nudi cdy trude khi sir dung. Thu thap cdy luc binh
khoe khong bi pha hoai tw nhién va bao ton trong nha kinh ctia phong thi nghiém. Trong
vong sang loc so bd, tdc nhan giy bénh ndm dugc kiém tra vé tac dong ctia nd lén cac
manh 14 duge cét ra tir cdy luc binh khée manh. Mi manh dugc dit 1én bé mit dia petri
chira gidy thAm vé6i nude. Dich huyén phii bao tir (20 ml) duge didu ché tir ndm phén lap
(2 x 10 ml bao t&r v&i Tween 20), va phun bing tay 1én cic manh l4. Sau khi cdy truyén,
bit kin ngay lap ttrc dia petri bing parafin d& ngan mét nude va u & 25°C chu ky chiéu
sang 16h trong 4 tuan.

Tinh ty 1€ triéu chimg bénh & thuc vat. Lap lai thi nghiém ba lan. Cac manh 14 va
thuc vét dwoc tinh ty 18 v& hoi ching bénh 13n lugt bao gdm dém 14, vét 14, va 14 chét. Tac

dong cua yéu t6 gdy bénh dugc xac dinh bing cach x4c dinh loai thuong tén (d6 nghiém
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trong cia bénh - disease severity-DS). DS dugc x4c dinh cho tung 14 theo thang 0= khong
c6 tac dong; 1= 1én dén 20% dién tich 14 bi hoai tir; 2= 1én dén 40% dién tich 14 bi hoai tir;
3= 1én dén 60% dién tich 14 bi hoai tir; 4= 1én dén 80% dién tich 14 bi hoai tir; 5= 1én dén
100% dién tich 14 bi hoali tt.

Trong sang loc so b, tit ca 44 mau nim phan 1ap duoc kiém tra trén cic manh 14
cta cdy luc binh. T4t ca nidm phén l4p c¢6 kha ning nhidm vao thuc vét 14 tao ra mot sb
triéu chimg bénh (bang 2). Bénh bét dau 1a dém hoai tir nhé va phat trién thanh lui 14 ma
¢6 xu hudng la ra khip 14, tuy nhién chi chin yéu t6 gdy bénh tao ra triéu chimg trén hon
50% tdng dién tich 14 & cudi clia giai doan 0 4 tudn. Chung 13: AGWH#11 (Setosphaeria
monoceras), AGWH20 (Setosphaeria  monoceras), AGWHO06 (Phoma sp.),
AGWHI15(Curvulariasp), AGWH21 (Pestalotia sp.), AGWH 16 (Alternaria sp.),
AGWHS (Fusarium sp.), AGWHI10 (Fusariumsp), va AGWH9 (Colletotrichum sp.). Gia
tri mre d6 nghiém trong ctia bénh duoc tinh subt 4 tudn & tit ca 46 miu phan lap (bang
3). Gi4 tri DS & cudi thi nghiém d6i véi 4 yéu t6 gay bénh gay thiét hai ning nhat 1a: 80-
100% tuwong Gng dbi v6i mau phan 1ap Setosphaeria monoceras AGWHI11 va AGWH 20,
60% dén 79% dbi véi mAu phan lap Alternaria sp. AGWH16, AGWHO08, AGWH10 déi
v6i mau phén 18p Fusarium sp., AGWHO06 dbi v6i mau phan 1ap Phoma sp. AGWHO09 dbi
v6i Collectotrichum, AGWHL5 dbi v6i Curvularia AGWH21 dbi vé6i Pestalotia.

Bang 2: Yéu t6 gdy bénh nim thu dugc tir cdy luc binh (cac thir nghiém sir dung 14 duoc
tach ra tir cdy luc binh)

Yéu td gdy bénh | Triéu ching Sé ndp luu Phén tich sinh hoe 14 dwge
tach ra
Setosphaeria Pém la AGWHO04 2
monoceras AGWHO05 2
Tong =07 AGWHI1 5
AGWH20 4
AGWHS56 2
AGWH 58 2
AGWH61 2
Alternaria sp.  |Dom 14 AGWHO1 |
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AGWHI6
AGWH 59
AGWHG60
AGWH69
AGWH70
AGWH 75
AGWHT76
AGWHT77
AGWHT79

Fusarium sp.

Téng =09

Pom la

AGWHO07
AGWHO08
AGWHI0
AGWHI14
AGWH62
AGWHG65
AGWHO66
AGWH67
AGWH68=09

NN NN NN AW NN NN NN NN W

Phoma sp.
Tbng =05

Dom la

AGWHO02
AGWHO3
AGWHO06
AGWH63
AGWH64=05

N N W =

Curvularia sp.

Téng =03

Pom la

AGWHI12
AGWHI15
AGWH]18=03

e N )

Pestalotia sp.
Tbng = 04

Pom la

AGWHI1
AGWHI13
AGWHI19
AGWH21=04

N

[am—y

Colletotrichum

sp.

bom 14

AGWHO09
AGWHT71

N W W
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Tbng = 06 AGWH72 2
AGWH73 2
AGWH74 2
AGWH?78 2

Chit viét tit chinh cho ty 18 14 duoc tach ra 0= khong c6 tac dong; 1= 1én dén 20%
dién tich 14 bi hoai tir; 2= 1én dén 40% dién tich 14 bi hoai tir; 3= Ién dén 60% dién tich 14
bi hoai tir; 4= 1én dén 80% dién tich 14 bi hoai tir; 5= 1én dén 100% dién tich 14 bi hoai tt.
Chung AGWH 06, 08, 09, 10, 11, 15, 16, 20& 21 géy ra hon 50% LAD, dugc chon tir
vong sang loc thir hai.

Vidu3

Vong sang loc thir hai cua chung:

Vong sang loc thir dugce tién hanh bang cach sir dung chin mau phan 1ap nam boc 19
hoat tinh diét cd cao nhét in vitro. Trong sd ching, chi miu phan lap AGWH#11
(Setosphaeria monoceras) thé hién 1a DS it nhat 100% sau 96 h G (bang 3). DS & trong
pham vi 40% dén 47% dbi v6i mau phéan lap Alternaria sp. AGWH16, AGWHOS,
AGWHI10 déi v6i mAu phén lap Fusarium sp., AGWHO06 i véi Phoma sp. AGWH09
dbi véi Colletotrichum, AGWHL15 d6i v6i Curvularia AGWH21.

Bang 3: Vong sang loc thtr hai cia chiung phan lap

Mau phén 14p % DJ nghiém trong ctia bénh

SN nam 24 gidy 48 gioy 72 gioy 96 gid
1 AGWHO06 1 2 2 2
2 AGWH 08 1 1 1 1
3 AGWH 09 1 2 2 2
4 AGWH 10 1 2 3 3
5 AGWH 11 1 3 5 5
6 AGWHI15 1 2 2 2
7 AGWH16 1 2 2 3
8 AGWH20 1 2 2 2
9 AGWH21 1 2 3 3
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Chir viét tit chinh cho ty 18 14 duoc tach ra 0= khong c6 tac dong; 1= 1én dén 20%
dién tich 14 bi hoai ttr; 2= 1é€n dén 40% dién tich 14 bi hoai tir; 3= 1én dén 60% dién tich 14
bi hoai tir; 4= 1én dén 80% dién tich 14 bi hoai tir; 5= 1én dén 100% dién tich 14 bj hoai .

Két qua ndi bat AGWH#11 1a thudc diét co sinh hoc tiém ning dé sir dung trong
phong trir cdy luc binh.
Vidu4

Thir nghiém dac hiéu vat chu

Su dic hiéu vat chi cua ndm duge éhon cling dugc thir nghi€ém trong nha kinh. Thuc
vét khong sbng & nu6e duoc nudi sinh truéng trong cac chiu d6 ddy dat vo khuin ban
trén thi trudong, khong chira nAm. Thir nghiém duoc 13p lai ba lan. S cdy truyén loai sinh
thai cdy luc binh va cy trdng duoc thuc hién bing cach phun dich huyén phu chira 2 x
106 bao ti/ml. Céc thue vat duge theo di tridu chimg bénh. Tir didu nay c6 thé kiém tra
duge pham vi cia AGWH#11 phén 14p. Bang 4 va Fig.1 thé hién két qua thu duoc khi
ching dugc phan tén t6i cdy trong va co. Bdn tuan sau khi str dung ching phan lap, ciy
luc binh thé hién cac tén thuong trén 14 clia ching, trong khi d6 khong c6 thuc vét nao
khac thé hién d4u hidu nhifm bénh. Cin cir vao két qua nay, mau phén 14p ndm s& khong
duoc ky vong anh hudng dén céc thuc vat quan trong vé kinh té va do d6 nén xem 1a yéu
td tiém nang dé kiém soét viéc nhiém bénh & cay luc binh. ‘

Bang 4: Thuc vat sir dung ¢ thir nghi€ém déc hiéu vat chu cua mau phén lap

AGWH#11 (+ ¢6 nghia 13 thé hién viéc nhiém bénh)

Thuc vat thir nghiém Doc td thuc vat
Ot -

Cachua -

Catim -
Cay luc binh +
Co -

Vidu5
Pic diém hinh thai hoc:
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Trong phép phén tich hinh théi, ching dia phuong AGWH#11(NCIM 1370) dugc
phén 1ap tir cdy luc binh bi nhiém 1én 14 1a Setosphaeria monoceras. AGWH#11 (phén
loai An Do Drechslerasp) dugc phan loai 1a Setosphaeria monoceras & Nhat Ban va
Australia.

Pic diém vi mo

Céc chung Setosphaeria monoceras. sinh trudng nhanh, dat duong kinh tir 3 dén 9
cm sau khi 0 & 25°C trong 7 ngay trén mdi truong thach dextroza khoai tdy. Chung
truong thanh trong vong 5 ngay. Két cAu tir min dén xi. B& mat cua khudn lac ban dau cé
mau tring dén mau niu xam va tré thinh mau xanh oliu dén mau den véi vién ngoai hoi
x4m ting 1én khi no trudng thanh. Nguoc lai 14 dugc nhuém ddm va mau tir 6liu dén den.

Pic diém vi mb

Soi ndm c6 vach ngan va mau nau. Cuéng bao tir dinh mau niu, don hodc phan
nhanh, cong gip va gbc ghép, cong & cac diém ma mdi bao tir dinh nhu 1én tir d6. Pac
tinh nay lam cudng bao tir ¢6 hinh chit chi. Bao tir dinh, ma con dugc goi 13 bao tir dinh
xbp, c6 3 dén 6 té bao, hop lai thanh hinh try, mau nau nhat d&én ndu dém va c6 mau sinh
trudng gbe ghép cong gap.

Vidu6

Phén tich phan tir

Nghién ctu hién tai dugce thiét két dé cung cép vi tri phan loai cua mau phan 14p
AGWH#11 & mtre d6 loai, st dung so sanh trinh tuw ADN.

Céc ky tu phién ma ndi tai 1 va 2 [ITS-1 va 2] va ving 5.8 S ctia don vi phién ma
ADN ribosom nhan [rADN] dugc thuc hién gitta mAu phén 14p AGWH#11 va loai gan
nhét hodc mau phén 14p ma cé trinh tu. So sénh gen rADN ITS da thé hién rang mau phan
1ap AGWH#11 tuong dong 99% véi hai mau phén 18p khac (Bang 5). Lién quan dén
nghién ctru, miu phéan 14p AGWH#11 thé hién 96% do twong dong véi Setosphaeria
monoceras. Tuong tu voi gen ITSrADN, trinh tu gen 18S rADN cua mau phan 1ap
AGWH#11 thé hién hon 91% do twong ddng véi bdn Alternaria sp khac nhau. Tuong tu
vGi gen ITSrADN, trinh tu gen 18S rADN cua mau phan 15p AGWH#11 thé hién hon
93% db tuong ddng véi Cochlioboluslunatus va Cochliobolus sp khac thé hién 94% do

tuong ddng. Tuong tu, né thé hién 95% do twong ddng v6i Bipolariselecusines.
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Bang 6: So sanh trinh tu ADN duogc thuc hién gitta cac mau phan lap AGWH#11 sp.

Sinh vat Sb ding ky trong ngan hang gen % tuong dong (bp)
Setosphaeria monoceras DQ337380 96
Bipolariseleusines DQ337382 95
Pleosporaceae sp EF060604 99
Pleosporaceae sp EF060407 99
Cochlioboluslunatus DQ337381 93
Pleosporaceae sp EF060433 99
Cochliobolus sp. FJ235087 94
Alternariamultirostrata AM237287 91
Alternariacichorii AM?237286 91
Alternariajesenskae AM?237084 91
Alternariapassiflorae AM?237288 91

Su so sanh trinh tu ADN va md ta hinh thai hoc da cung cdp diy du bang ching 13
mAu phan 1ap Setosphaeria monoceras. AGWH#11 thudc vé chi Setosphaeria va du khic
biét v6i loai Setosphaeria monoceras d3 biét. MAu nuéi cdy dugc ndp luu tai NCIM véi
s6 nop luu 1370 va MTCC 5974 nop luu tai IMTECH.

Vidu7

Phan tich sinh hoc cta dich loc nuéi cdy khong chira té bao AGWH#11:

Theo nghién cttu cta sang ché, chi AGWH#11 duogc phat hién kich dong manh trong
phat sinh bénh & cay. Dich loc nudi ciy khéng chira té bao cia AGWH#11 c6 kha ning
kich thich héi ching gidng véi huyén phil bao tir cia né. Chét hoat tinh ctia CFCF duoc
nghién ctru bang HPLC. Chét hoat tinh tich ra thé hién 1am hoai tir 4. Chat nay xuét hién
dé giit vai trién vong vé chit kiém soat sinh hoc kha thi dbi véi cay luc binh.

Phuong phép bao gdm budc ciy truyén Setosphaeria monoceras, 1am thudc diét co
sinh hoc. Sefosphaeria sinh truéng trong mdi truong canh truong sucroza khoai tdy
(Potato sucrose broth-PSB) cai bién & 28°C+1°C trong binh thét c¢d mét lit chira 250 ml
mdi trudng cai bién. Dich nudi cdy duogc thu lai béng cach cho di lién tuc qua giéy loc
Whatman No.1. Dich loc ¢6 thé duoc két hop vé6i chit mang 16ng, nhur dau parafin va chét
hoat dong bé mat khéng c6 doc t6 thuc vat nhu glyxerol 2%. Soi ndm va/hodc bao tir dinh
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tr dich nudi céy cua Setosphaeria monoceras dugc ti€u diét béng XU ly nhi€t va trén voi
natri benzoat 0,2% dudi dang vi sinh vét vao canh truong nudi cy. Ty 16 4p dung 1én cay
luc binh nén & pham vi khoang 10 ml san phim trén vao 1 lit nuée. Sy tin cong cua thude
diét co sinh hoc 1én cdy luc binh dwoc ching té bang su xuit hién cta thuong t6n mau
niu hodc vung hoai tr, sau d6 14 héo va chét cay. Két qua cua thir nghiém nay duogc thé
hién & bang 10.

Bang 7: Su phat trién cta cac triéu chimg trén cdy luc binh

do nhiém AGWH#11 trong sut 20 ngay

Ngay sau khi gdy | Mo ta triéu chirng

nhiém

2 Khéng c6 triéu ching xuat hién

5 Pém mau vang lan rong

7 DP6ém mau vang dam lan rong v4i mép c6 mau ndu

10 Céc ving chiu tac dong chuyén thanh hoai tir va xuét hién vét ddm trén
bé mat hogc 14 bi rui.

12 Hbi ching lan rong dén cudng 14 va hodc than bo clia cdy, mot sb phan
kho lai; 14 rung mdt phan trong khi cac 14 khéc tré nén kho.

20 C6 bién mét va cac thanh phan clia hiu hét cac chiu thanh chat léng
ban hodc mau niu dam.

Vidu 8

Phan tich sinh hoc 14 duoc tach ra:

L4 cay luc binh dugc tach ra dugce st dung cho thir nghiém hoat tinh sinh hoc ctua
dich loc khéng chtra té bao, dich loc thd va chét doc tinh ché m6t phan. Pat 1a duge tach
ra 18n gidy loc 4m trong dia petri c6 dudng kinh 9cm. Viée cdy truyén dich loc thé, dich
loc khong chira bao tir va té bao, va doc tb thuce vat duoc tinh ché mot phén duoc ap dung
1én 14 bang 6ng hut vi thé. Mudi 14 duge sir dung cho timg quy trinh xtr ly. L4 ddi ching
nhan nude vo tring. Bit kin cic dia bang parafin va U & nhiét d6 trong phong véi diéu
kién sang 12 gio. Bdc t6 thuc vat tac dong lén 14 cat bo duge xtr ly dugc danh gia b%mg
mét thudng vé d6 hu hai trong 5 ngay. Két qua cia thir nghiém nay dugc thé hién trong

bang 3.
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Bang 8: Tac dong cuia AGWH#11 1én 1a dugc tach ra cua cdy luc binh

Doc tb thuc vat Nong do (ul/ml) Tinh doc thuc vat
Dich loc khong chira té bao 100 +
Dich loc tho 10 +
HPLC tinh ché 0,2 +
Dbi chimg 100 -

Hu hai do ddc té thuc vat duge danh gia bang mét thudong trong 5 ngay. - = khong bi
anh huong boi ddc td thuc vat, + = chiu tac dong boi doc td thuc vat.
Vidu9

Phén tich sinh hoc ctia chit chuyén hoéa thé chiét xuat bing dung méi:

Céc 14 cay duoc tach ra cua cdy luc binh bang chét chuyén hoéa chiét xuét bang dung
moi duogc kiém tra. Hop chat doc td thuc vat dugc phat hién trong phan doan hexan va
etyl axetat (Bang 11). Phan doan cloroform thé hién ddc tinh 100%.

Bang 9: Phan tich sinh hoc ctia hgp chét chiét bang dung méi tir AGWH#1 1

Tinh doc thuc vat
Chidt Chidt
Chiét bang biang Chiét bing | bang Etyl
Mau Péi chimg | Metanol Hexan Cloroform | axetat
L4 duoc tach ra 0 + ++ ++++ ++

Chi sb hoat tinh doc t6 thuc vat theo thang

0= 0 dugc xur ly béng nudc, khong ton thuong; + = 5% diam; ++ = 25%; +++ = 75%
++++=100%,

Nhiéu loai ndm gy bénh & thuc vat 1am hoai tir thudc vé 16p Dothideomycetes san
xuét chét chuyén héa gy doc thuc vat va peptit ma thuong can thiét cho viéc gy ra bénh.
DPoc t6 thuc vat va tac dong trén pham vi rong cac loai thuc vt duoc biét dén la doc t6
khong dac hiéu vat chu (non-host-specific toxins - non-HSTs), trong khi HST chi anh
huéng dén loai thyuc vét cu thé nhit dinh hodc thudng xuyén hon 13 anh hudng dén kiéu
gen cua loai d6. D&i véi mim bénh san xudt HST, yéu t6 gdy bénh va vét chi dic higu
duoc xac dinh rong rai béng kha nang san xuét doc td, trong khi tinh nhay cuta thuc vat

khong phu thudc vao su cé mét cua dich doc t6. Doc t6 khong dic hiu vat chi khong
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phai 12 yéu t& quyét dinh chinh cta yéu t6 gdy bénh nhung déng gép doc luc cta yéu tb
gy bénh sinh ra. Dothideomycetes dang chi ¥ dé san xudt chat doc, cu thé 1a HST, vi
chiing 13 loai ndm duy nhit da biét dé san xuét ra doc t6 nay.

Vidu 10

Viéc san xuét va tinh ché doc t6 thuc vat va séc ky long hi¢u ndng cao:

Setosphaeria monoceras sinh truéng & 28°C+1°C trong binh mot lit chira 250ml moi
trrong PSB cai bién. Mbi truong vo tring duge cdy 1 mol dich huyén phi bao tir nam, lic
nhe, va U duéi dang nudi cdy ding trong 14 ngay. Dich loc nudi cdy duge thu lai bing
céch cho di lién tuc qua gidy loc Whatman No.1, va mang loc Sartorius (0,20 um). Dich
loc nudi ciy dugc cho di qua mang loc Sartorius. Dich loc nubi cdy khong chia té bao
duge chiét béng cloroform dé thu duoc chiét xuét béng dung moéi. Dich lgc v6 trung dugce
chiét bang cloroform dugc bao quan & 4°C phu thudc vao thir nghiém hodc phan doan.
Sac ky long hiéu ning cao (High Performance Liquid Chromatography - HPLC) dugc tién
hanh s dung metanol: nudc (gradien 0-100% trong 30 phut) [am hé dung moéi & cot ddo
pha C18. Trong HPLC théng thuong, dit lidu giai hap cia cot dao pha C18 cta doc t6
duoc tinh ché mot phan thé hién ¢ (Fig. 1).

Viée tach cac dinh khéc nhau cta chit chuyén héa AGWH#11 va mo ta dic tinh héa
hoc cua né duge md ta bing nghién ciru NMR va GC MS va n6 s& duge bd sung vao két
qua.

Vidull

Nghién ctru ché pham:

Ché phdm @& cép dén quy trinh tron chét chuyén hoa thi cip hodc vi khudn véi chat
mang tro dé thay ddi dic tinh vét 1y ctia chiing dé ting cuong chinh tudi tho va ning suat.
Ché phém bao gdm viée sir dung ché phdm ma chtra: ta dugc, chét hoat dong bé mat, chat
lam u6t, chat khuéch tan va chét bao quan. Viée sir dung ché pham dé kiém soat sinh hoc
1a viée sir dung twong dbi méi ma da biét trong céng nghiép thudce diét co hoéa hoc. T4
dugc ting hiéu qua cta thudc diét ca sau khi xut hién bang cach ting tinh 4m ciia bé mit
dich vi ching gidm do cang bé mit. T4 dugc cling da biét 1a ting cudng sy tham nhap. Dé
kiém tra tinh twong thich cta doc t& thuc vat dugc san xuit bing ndm thir nghiém, nhiéu

cong thirc khac nhau dugce kiém tra. Do d6, muc dich cta nghién ctru 1a danh gia tinh

-23-



29420

twong thich cta cdc cdng thirc khac nhau khi dung riéng r€ va khi két hop dé chéng lai co
dai muc tiéu.

Pé kiém tra tinh tuong thich cia doc t6 duoc téng hop bing bay chét tao ché phim
gdy bénh, cu thé 1a, Tween-20, Tween -80, diu d4u nanh Ek Bond, dAu mu tac, dau cay
than ci moc dudi dat, glyxerol dugc str dung. Chét tao ché ché phém duge bod sung véi
lugng 0,5% vao CFCF chira doc t6 thuc vat véi chit khang sinh véi lugng 0,2% va tinh
twong thich dugce x4c dinh bﬁng phéan tich sinh hoc toan bd thuc vat.

Pé danh gia tinh twong thich cia doc t6 thuc vat duge san xuét tir cac cong thirc
khéc nhau cua nim thir nghiém ma dugc kiém tra. Dt liéu c6 trong bang 12, cic nghién
ctru vé thiét hai do ddc té thuc vat thé hién rd rang rang c6ng thirc tuong thich nhit 1a ddu
parafin sau d6 bao quan bang dau dira, Ek bond, Tween-80, Tween-20 va glyxerol. Cin
ol vao cac két qua thu duoc & trén, co thé két luan rang chit chuyén héa thir cdp cia
AGWH#11 ¢6 tiém nang diét c6 cao v6i dau parafin va c6 thé dugc phat trién 1am thudc
diét co tiém ning dé kiém soét cay luc binh.

Bang 10: Thtr nghi€m tinh tuong thich cta cac ché phim khéc nhau cia AGWH#11 bing
phén tich sinh hoc toan bg cay

Ty 18 bénh do doc td thuc vat & cay luc binh

SN Ta duogc 3 ngay 5 ngay 10 ngay
1 | Pbiching a 0 0 0
2 | Dbi chimg b 0 0
3 | Daudia 2 2 2
4 | Tween 20 + khang sinh 3 3 4
5 | Déu parafin + khang sinh 4 5 5
6 | Dau dau nanh+ khang sinh 2 2 2
7 | Glyxerol + khang sinh 2 2 2
8 | Dau mu tac + khang sinh 2 2 2
9 | EK bond + khéng sinh 2 2 3
10 | Chi CFCF + khang sinh 2 2 2

Déi chimg a - méi trudng sinh truong khéng chuyén hoa
Déi chimg b - Nude v6 tring;

Luong CFCF chira dgc t thuc vat dugc sir dung 1a = 10 ml/cay
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Ty 1€ bénh & thuc vat (PLANT DISEASE RATING - PDR)

0-1 = xoan nhe & héo; 1-2 = Ga 14 nhe; 2-3 = Ga 14 tao dém, hoai t& nhe; 3-4 = hoai
tr cao va ua l4 tao dém; 4-5 = hoai tir cép tinh va Ga 14 tao ddm; 5 =a l4 cép tinh va hoai
tir cap tinh 1am chét cdy gidng.

Vidu 12

Nghién ctru viée giam sinh khéi:

Thir nghiém giy bénh & toan bd thuc vat sat dudng trong nha kinh dé kiém tra thudc
diét c6 sinh hoc phat trién. Muyc dich 1a dé danh gi4 tinh hiéu qua ciia ndng do 1% cta S.
monocerason 1én cay luc binh sau khi 4p dung. Dich loc nudi cdy khong chira té bao cua
S. monoceras dugc tao ché phim véi natri benzoat 0,2%. Ty 1& 4p dung nén & trong pham
vi tir khoang 10 ml hén hop san phim tao ché phdm vao 1 lit nuée 1én cy luc binh. Su
tdn cong clia san phadm 1én cy luc binh duoc biéu hién bang sy xuit hién thuong tén mau
nau hodc vung hoai tr, sau d6 héo va chét. Cac két qua thé hién su giam Ién vé trong
lugng sinh khdi khé véi hon 80% khong Kké nc“mg d6 1% ¢ thyc vat trong giai doan 14 1-3
va 5-7. Ty 1€ dat dugc hoan toan trong vao 7 ngay. Két qua thu dugc minh hoa réng viéc
ap dung san phdm & ham lugng 10 ml/1 lit nude dé xir Iy toan bo lam giam lwong 16n sinh
khéi va tai tao ra tac dong bét loi 1én thuc vat. Két qué cua thir nghiém nay dugc thé hién
trong bang 11.

Bang 11: Su giam sinh khi cua cdy lyc binh

Sinh khoi
trude khi
ap dung (g) Sinh khéi sau khi ap dung (g)
SN Ngay 0 Ngay 1 | Ngay 2 | Ngay 3 | Ngay 4 | Ngay 5 | Ngay 6 | Ngay 7

cl?l’réxig 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5
Col 60,5 51,5 42,5 41,5 29,5 22,5 19,5 18,0
Co2 75,0 66,0 56,0 55,0 36,0 29,0 23,0 20,0
Co3 60,0 50,0 49,0 47,0 33,0 26,0 21,0 17,0
Co4 40,0 31,0 23,0 21,0 13,0 9,0 7,0 5,0
Coé5 100,0 90,0 87,0 82,0 60,0 42,0 40,0 31,0
Coé6 32,0 22,0 13,0 11,0 7,0 5,0 4,0 4,0
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Nghién ctru hé gen

ADN ctia Setosphaeria monoceras dugc chiét bang quy trinh phat trién Scigenom va
thu vién trinh tu duoc chudn bi sir dung kit ché phém mau ADN c¢6 dau duoc cap doi
Illumina. Viéc giai trinh tur dugc tién hanh str dung may phan tich hé gen Illumina. Poan
doc ngin duoc lip rap de novo sir dung velvet va cai thién chat luong 1ip rap bing dng
bao gdm hai bd lép rap thay thé Edena va Minimus.

Chung Setosphaeria monoceras AGWH#11 (NCIM 1370) duoc giai trinh tu bang
sting bét gen toan bo hé gen sir dung may phén tich hé gen Illumina. Kiém tra chét luong,
rap De novo dé nghién ctru hé gen, du doan gen, chd giai ORF va tién hanh tra ctru
Blastx.

Kiém tra chit lwong Fastq loc két qua duogc thé hién trong bang 12

Bang 12: Tém tit doan doc tho

Mau AGWH 11
S6 luong doan doc két doi 25.892.527
S6 luong bazo (Gb) 517

% GC 52,83

Ty 1& phan tram cua dit liéu>=Q30 80

Kiém tra chat lugng Fastq bao gdm kiém tra chét lvong céc théng sb vé trinh ty thu
duge tir may doc trinh tw. Su phan bd diém chét lvong bazo, ham lugng bazo trung binh
trén doan doc va sy phan bd GC trong cac doan doc dugc thuc hién dbi véi tép fastq dau
vao. Su phan bd diém chat lwong bazo, chit lwong ctia dau trai (R1) va phai (R2) cla
doan doc két d6i dbi véi mau dugc thé hién trong cac hinh Fig. 5 va Fig. 6. Truc x thé
hién chu ky giai trinh tur va tryc y thé hién diém chit lvong phred clia bazo. Quan sét thiy
rang chét lugng bazo trung binh 13 trén Q30 (x4c xuét sai s6 >= 0,001) déi véi trén 80%
bazo.

Su phan b6 thanh phén bazo cta dau trai va phai cua trinh ty doan doc két d6i duogc
thé hién trong cac hinh Fig. 7 va Fig. 8. Truc x thé hién chu ky giai trinh tur va truc y thé

hién ty 1 phan trim nucleotit. Quan sat d6 ddc trong thanh phan bazo hudng téi diém
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khoi dau ctia doan doc. P dbc trong thanh phan trinh tu thuong duge quan sat theo cac
thi nghiém NGS.

Sy phan bd GC cua ddu trai va phai cta trinh tr doan doc két dbi dwoc tién hanh
(c4c hinh Fig. 9 va Fig. 10). Truc x thé hién thanh phan GC trung binh trong trinh tw va
truc y thé hién téng phan trim cta cac doan doc. Thanh phan GC trung binh ctia cac doan
doc trong mAu tudn theo phan phéi chuén.

Tép fastq dugc cit tia trude khi tién hanh rap Denovo contig. Cac nha khoa hoc &
Scigenom d3 cét tia ba bazo tir diém khoi ddu va hai bazo tir diém két thic ciia doan doc.
Tém tit doan doc da cat tia dugc thé hién trong bang 13.

Bang 13: Tém t4t doan doc d3 cét tia cia mdu AGWH#11

Mau AGWH#11
S6 lugng doan doc két dbi 25.892.527
S6 luong bazo (Gb) 4,92

Chidu dai doan doc 2x 95bp

Ngoai ra, cac doan doc di loc ra dugc cé trong adapto illumina. Kmer Genie duoc
st dung dé du doan gia tri k t8i wu va kich thuéde Iép rap. Két qua KmerGenie duogc ghi
nhan & bang 14.

Bang 14: Két qua KmerGenie

Mau AGWH#11
K tbt nhat dugc du doan 63
Kich thuéc lap rap dugc du doan 35.117.793

Céc contig doc 1ap dugc 18p rap khac nhau duoc st dung dé tich hop cac contig. Ddi
v6i AGWH#11, viée 14p rap sau cing c¢6 150 contig v contig dai nhét c¢6 chiéu dai

1261505 bp. Théng ké vé viéc 1ap rap duge thé hién trong Bang 15.
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Bang 15: Théng ké vé viéc lp rap dbi v6i contig

Tong | Tong chidu dai
Chuong trinh | Nho Lép s6 clia tat ca cac
lap rap nhét nhét Trung binh N50 contig contig

AS 198 | 1119830 | 23715,43 319829 1486 35241127
Edena 142 | 394286 45948,5 94664 746 34277582
SOAPdenovo | 66 284116 3610,24 59318 9833 35499493
Velvet 125 191558 6111,9 42794 5745 35112848
MaSuRCa 300 | 227951 15356,7 5446 2295 35243629
CISA 3140 | 1261505 | 236557,7 510532 150 35483656

Déi véi viee du doan gen va chu gidi, ORF dugc dy doan tir cdc contig cua mAu nidm
AGWH 11 st dung phuong phap Augustus. So sanh v6i du doan gen cia AGWHI11, dit
liéu dao tao tur Aspergillus nidulans va Neurospora crassa dugc st dung dé du doan ORF
doc 1ap. Pa phat hién ra 13.950 ORF don nhat trong mau AGWH#11 tir cac du doan nay.
ORF d3 du doan dugc chu giai st dung éng din ndi bd Scigenom (CANoPIContig
Annotator) dé 18p rap de novo. Cac bude chi giai ORF duoc so sanh véi dit liéu NCBI str
dung chuong trinh BLASTX, chu giai sinh vat, cha giai gen va protein cho ORF phu hop,
chu giai vé ban thé hoc gen va chu giai v& quy trinh. |

ORF da du doan dugc so sanh véi co s¢ dir li€u protein can thiét trong NCBI st
dung chuong trinh BLASTX. Su phti hop véi gié tri E <=1e-5 va diém tuong ddng>=40%
duoc gitr lai dé chu giai tiép. Tong két BLASTX duoc thé hién trong bang 16. Dbi véi
toan bd mau AGWH#11, da phat hién 13.602(97,38%) cia ORF duogc du doéan cé it nhét
mot két qua trong co sé dit liéu NCBL.

Bang 16: Tong két BLASTX va UniProt

Hang muc AGWHI11
S6 lugng ORF 13.967
S lugng ORF véi su phit hop BLASTX déng ké 13.400
S6 luong ORF véi chii giai UniProt 13.380
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Su phén bd gié tri E ctia nghién ctru BLASTX duoc thé hién trong Fig. 11. Khoang
91% ORF duogc phét hién bang cach st dung BLASTX dbi v6i mau ¢6 mire do tin cdy it
nhét 12 1e-50, ma d3 chi ra su bao tdn protein cao. 91% ORF du doan dugc phat hién
bing cach str dung BLASTX c6 d6 twong ddng vé protein hon 60% véi protein ton tai
trong co s& dit liéu NCBI trong mau AGWH#11.

DPéi véi cha giai sinh vat, sy c6 mét trong hang dau BLASTX cta mdi ORF dugc
nghién ctru va loc ra tén sinh vét. 15 sinh vét hang ddu duoc phat hién trong chii giai cia
méau dugc thé hién trong Fig. 12.

Phan 16n su c6 mat trong hang dau BLASTX thudc vé Setosphaeria turica d6i véi
mau nay.

D61 véi cha giai gen va protein, protein duge du doan tir BLASTX duge chi giai
dira vao NCBI, quy trinh UniProt va cac co s& dit liéu khac. Trong s d6, 13.380 ORF &
két qua BLASTX déang ké hang dau dugc cht giai st dung co s& dit 1iéu UniProt. Déi véi
su chu giai protein dugce dy doan trong két qua BLASTX con lai dya vao NCBI. Sy chu
giai da hoan thién dugc chia thanh ba hang muc sau (bang 17).

Bang 17: Tinh trang chu giai

Mau AGWHI1
S6 lugng ORF ma khong c6 két qua BLASTX dang ké 365
S6 lugng ORF v&i két qua BLASTX dang ké ma khong c6 thong 20

tin UniProt

Sb lugng ORF véi két qua BLASTX dang ké va c6 thong tin 13.380
UniProt

Céc dbi tugng ban thé hoc gen ding cho ORF duogc xuét ra bat cir khi nao ¢ thé. T
s6 cac dbi tuong khac nhau cia GO da chi ra trong qué trinh sinh hoc, chirc nang phan tir
va loai thanh phan té bao dugc thé hién trong bang 18.

Bang 18: Cac dbi twrong ban thé hoc gen di xac dinh trong timg hang muc

Hang muc S6 lugng ddi tuong
Qua trinh sinh hoc 643
Chtrc nang phén tir 849
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Thanh phan 6 bao 234

13 dbi tuong hang dau trong timg hang muc dugce d& cdp dén trong céc hinh tir Fig.
13 dén Fig. 15 vé6i ba ddi twong khac nhau vé qua trinh sinh hoc, chitc ning phén tir va
thanh phan té bao. Sinh vat AGWH #11 c¢6 tong sd ban thé hoc gen dugc nghién ciru
trong cac hang muc khac nhau tuong ung, da thé hién 643 qué trinh sinh hoc, 849 chuc
ning phan tir va 234 thanh phén té bao.

Mic du nhitng mo ta trén cua sang ché dugc thé hién va duge mo ta & ddy véi su
tham chiéu dén cac phuong an cu thé va viéc ung dung chung, nén ¢6 muc dich minh hoa
va mb ta ma khong ¢6 muc dich thé hién ddy du hodc han ché sang ché & cac phuong 4n
cu thé va tmg dung cta n6. S& rd rang dbi voi ngudi c6 hiéu biét trong linh vuc nay rang
mot sb thay dbi, cai bién, bién thé, hoic thay thé sang ché nhu dugc mé ta & ddy co thé
duoc tao ra, vé mat lidu luong, su pha lodng, tmg dung va cac dang khac vé su dung, ma
khéng 18ch khoi ban chit hodc pham vi ciia sang ché. Cac phwong 4n cu thé va ting dung
duoc lya chon va m ta & diy dé tao ra sy minh hoa t6t nhét vé& nguyén tic cua sang ché
va viée Gmg dung thuc té ctia né, do d6 ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc nay
c6 thé sir dung séng ché vi nhiéu phuong 4n va cai bién thich hop véi viée tng dung cu
thé dugc du tinh. Do d6, tit ca nhitng thay dbi, cai bién, bién thé, va thay thé nén hiéu la
nim trong pham vi ctia sang ché nhu duge xac dinh bai cac yéu cau bao ho di kém duge

din giai theo nghia rong ma céng bang, hop phap, binh déing.
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YEU CAUBAO HO

. Ché phim diét co bao gom:

chét diét co6 thu duoc tir Setosphaeria monoceras AGWH#11 dugc ndp luu tai
NCIM va IMTECH véi s6 nop luu l4n luot 13 NCIM 1370, MTCC 5974;

mot trong s6 chét hoat dong bé mit va dau khoang; va

chét khéang sinh.
. Ché phém diét co theo diém 1, trong do chét diét co6 duoc chon tir nhém gE‘)m c6 chét
cly truyén soi ndm, chat cdy truyén bao tir, chét cdy truyén bao tir dinh, canh trudng
nudi cdy, va canh trudng nudi cdy tinh ché it nhit mot phan.
. Ché pham diét co6 theo diém 1, trong d6 chét diét c6 con bao gdbm canh trrdng nudi cay
khéng chira té bao cta Setosphaeria monoceras AGWH#11.
. Ché pham diét c¢6 theo diém 1, trong d6 chit diét c6 con bao gdm mbi truong nudi chy
cho Setosphaeria monoceras.
. Ché phdm diét c6 theo didm 1, trong d6 chét diét c6 con bao gom ngudn dudng chit

cho Setosphaeria monoceras.
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i Gen 18sARN cua Sefosphaeria monoceras. ndi tai

ey SXUF_AWGH_S8_GO1.abl

Gen 18sARN cua Pleosporaceae sp. LM275

Gen 18sARN cua Pleosporaceae sp. LMS1

Gen 18sARN cua Pleosporaceae sp. LM18

Fig. 1
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