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NRRL No. B-50897 hoic chung lién quan c6 cung dic diém nhan dién nhu chung nhay
ban dau ¢ s6 ndp luu 1a NRRL No. B-50897 trir khi chung dung chiu tét hon dang ké véi
thudc diét co, thudc diét ndm, thude trir loai gay hai cu thé, hodc hoa chat bao vé thyc vat
khac. Sang ché ciing dé cap dén hop phan chtra chung sinh vt co s6 nop luu la NRRL No.
B-50897 hodc chung lién quan va thudc diét nam thudc diét co, thudc trir loai gy hai hoa
hoc, hoac hoa chét bao vé thuc vat khac, bao gom vi du, prothioconazol hodc azoxystrobin.
Sang ché dé cap dén hat dugc boc béng ching sinh vat co sb ndp luu 1a NRRL No. B-
50897 hodc chung lién quan. Sang ché ciing dé cap dén phuong phap kiém soat mam bénh
thuc vat bao gém budc dua 1€n cay tréng, hat, hoac vung canh tac lugng hiru hi¢u cta cac
hop phan theo sang ché.
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Linh vye ky thuat duoc dé cap

Sang ché dé cap dén tac nhan va quan thé kiém soat sinh hoc dugc cai bién mang
nhitng dic tinh da cai tién.
Tinh trang k¥ thuét cua sang ché

Céc loai bénh va vat gay hai trén cdy can duoc kiém soat dé dam bao chéit lugng
13n s6 lwong thuc phém cho con ngudi, thirc dn cho suc vat va xo soi dugc san xuét boi
cdy trong trén khip thé giéi. C4c bénh trén cay phan 16n 1a do nam, vi khudn, virut va
giun dAt. CAc vat gdy hai cho cay bao gdm cac con trung nhai, hut va chich tir cac bd
canh vay (Lepdoptera), bo canh cting (Coleoptera), bd canh nira (Hemiptera) va cac bd
khéc. Céc thube diét vat gay hai héa hoc dd duge s dung rong rai trong trdng trot dé
bao vé cay trong khéi nhitng vat gdy hai va bénh trén cay do6. Céc san pham héa hoc nay
khang véi cac vat gay hai cho cdy, bénh trén cy va cd dai, dan toi ting san luong trong
trot. Néu thiéu hoat dong bao vé ciy trdng va kiém soat vat gdy hai thi viéc san Xudt
thuc pham va chit lugng clia thyc pham dugc san xuét ra s& bi giam sut. Tuy nhién, viéc
st dung thudc diét vat gay hai hoéa hoc lai tiém 4n mdi nguy hiém béi nhiéu loai thude
mang céac déc tinh co thé gay hai cho strc khde va méi truong néu khong duge st dung
hop ly.

Mot vAn dé do str dung lién tuc céc loai thube diét vat gay hai, thudc diét co hodc
hoéa chit bao vé cy trong khac 1a sy gia tdng tinh khang véi tac nhan kiém soat. Tinh
khang thudc diét vat gay hai 1a tinh nhay cam da bi suy yéu cta mot quan thé vat gy
hai v4i mdt tdc nhan kiém soat & mot lidu luong da ting tiéu diét gr?m nhu toan bd céc
c4 thé cia loai d6. Do vay, van cin c6 nhitng san phdm méi véi nhitng cach tic dong

khac nhim hd trg quan 1y vin dé khang thubc.

Tir 1au da biét rang cac vi sinh vat bién ddi trong qua trinh phat sinh ching loai
¢6 thé hoat dong nhu vat d6i khang tu nhién cta cac ngudn gy bénh va vat gy hai trén

cay khac nhau. Sy tuong téc gilta cdy chu va vi sinh vat dan t6i hién tuong kiém soat
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sinh hoc bao gdm khéang sinh, canh tranh, cam tng tinh khang cua cay chu va quan hé
vt an thit. Viéc sang loc va thir nghiém cac mau dugc phan 1ap da thu duge nhiéu loai
vi sinh vat c¢6 tiém ning thuong mai hoa. Céc thubc diét vat gdy hai sinh hoc tir vi khuin
12 mot chon loc quan trong trong viéc kiém soat cac bénh va vat gy hai trén thuc vat.
Hién nay van c6 nhu cau st dung céc tdc nhan kiém sodat sinh hoc c¢6 kha nang canh
tranh trong didu kién ngoai troi, ddc biét véi su c6 mit cua thudc diét cd va thude diét
nim dang duoc sir dung rong rai trong canh tic thuong mai va c¢6 hiéu qua khang sinh

trén vi sinh vat.
Ban chit ky thuit cia sang ché

Céc ché pham va phuong phap nhim tang cudng kha nang ciia mot quén thé tac
nhan sinh hoc hodc tdc nhan kiém so4t sinh hoc nham canh tranh va séng sot dugc ngoai
thién nhién d& dugc dua ra. Bing viéc cai tién quan thé tac nhan sinh hoc nay, quan thé
tac nhan da dugc cai bién co thé sinh trudng, canh tranh véi céc chiing vi khudn khac va
nim, ddng thoi bao vé cay khoi cac ngudn gay bénh. Thém vao do, cic tac nhén kiém
soat sinh hoc dugc cai bién s& thiic day su sinh truéng va san luong cla cay trong. Cu
thé 13, cc tac nhan sinh hoc dugc cai bién va cac quan thé dugc cai bién cia nhitng téc
nhan d6, c¢6 kha niang khang hodc dung nhan thudc diét sinh vat, thubc diét co, thube
diét nim, thubc diét vat gay hai hodc hoa chit bao vé cay trdng khac, da dugce chon loc
ho#c tao ra bang k§ thuét gen. Theo cach nay, viéc bao vé mua mang khoi cac tac nhéan

gy bénh hodc vat gy hai s€ dugc tang cuong.

Céc tac nhan sinh hoc dugc cai bién c6 thé sinh truong khi c6 mat it nhat 1a mot
loai thudc diét co, diét nm, diét vat gay hai hodc héa chit bao vé cay trong khac da
duoc st dung trong canh tac thwong mai. Céc tic nhan sinh hoc dugc cai bién nhu vay
¢6 thé sinh truéng va sinh san trong dét trong di c6 thudc diét co, diét nim, diét vat gy
hai hoac hoa chit bao vé ciy tr@)ng khac. Céc tac nhan sinh hoc dugc cai bién nay dem
lai cho dAt dai kha ndng tiéu diét hoic khang céc ngudn gy bénh hodc vat gay hai. Cdc
quéan thé tac nhan sinh hoc dugc cai bién nhu vay co thé dua vao dAt trdng nham ngin
ngura cac ngudn gy bénh do nidm va cac bénh do ching gay ra, hodc chdn ngudn thirc
an cta con tring gy hai hodc giun dAt, thuc day su sinh trudng cua cay trdng va ting
san lugng muia mang. Do vy, ché pham theo sang ché 12 hiru ich trong viéc ting cudng

tinh canh tranh cila céc tac nhan sinh hoc dugc cai bién, dic biét so vdi cac tc nhan tur
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vi khuan khac ma khong c6 kha nang khang thudc diét co, thude diét nim, thude diét
vat gy hai hodc cac hoa chét bao vé cay trong khac. Cac ché phém theo sang ché bao
gém cac tac nhan sinh hoc dugc chon loc hodc tao ra bﬁng ky thuat genva nhiing quén
thé tac nhan kidm soat sinh hoc dugc cai bién. Céc tac nhan sinh hoc dugc cai bién nay
¢6 thé duge st dung nhu mot chit dé ching hodc ché pham phti cho cay trbng va hat.
Chung cling c6 thé dugc dung & dang phun truc tiép lén cac phan ngoai khong khi cta
cay va co thé tron voi thudc diét co hodc hoa chit khac ma chung da duoc cai bién dé
tré nén dung nhan. Nhu da néu, sy c6 mit clia cac tdc nhan sinh hoc dugc cai bién trong
diéu kién tu nhién 1am ting cudng tinh khang cla cay trdng véi cac ngudn giy bénh va
thic ddy su sinh trudng cla cdy trong. C4c tdc nhan sinh hoc dugc céi bién trong sang
ché ¢6 thé duoc dung véi cdc tac nhan khac nhim thuc diy su sinh truéng va san luong

cdy trong.
Céc phuong an cua sang ché bao gobm:

1. Phuong phép céi tién tic nhan kiém soat sinh hoc, phuong phap nay bao gdm
buéc cai bién tic nhan kiém soét sinh hoc dé tic nhan dé c6 kha nang khang it nhit mot
loai thudc diét co, thude diét nim, thudc diét vat giy hai hodc hoa chit bao vé cay tréng
khac.

2. Phuong phép theo phuong 4n 1, trong d6 tdc nhan kiém soat sinh hoc néi trén
duoc cai bién bﬁng cach cho sinh truéng trong diéu kién c6 thudc diét co, thude diét
nim, thudc diét vat gy hai hodc hoa chit bao vé cay trf”)ng khac dé chon loc ra mot
chiing mang tinh khang.

3. Phuong phdp theo phuong 4n 1, trong d6 tac nhan kiém so4t sinh hoc nay dugc
cai bién bing cach bién nap tac nhan kiém soat sinh hoc nay v&i gen dem lai tinh khang
céc loai thudc diét co, thudc diét ndm, thube diét vat gay hai hodc hoa chét bao vé cay
trdng khac.

4. Phuong phép theo phuong an bét ky trong sb cdc phuong én tir 1 dén 3, trong
d6 tac nhan kiém so4t sinh hoc nay 1a tac nhan kiém soat sinh hoc thudc nhém vi khuén.

5. Phuong phap theo phuong an bat ky trong sb cac phuong én tir 1 dén 3, trong
d6 thc nhan kiém soat sinh hoc néi trén dugc chon tir nhom bao gdbm gidng
Pseudomonas, Bacillus, Agrobacterium, Lysobacter, Trichoderma, Paecilomyces,

Gliocladium, Ampelomyces, Pythium, Metschnikowia, Chromobacterium, Penicillium,
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Coniothyrium, Chaetomium, Myrothecium, Aureobasidium, Pantoea, Burkholderia,
Streptomyces, Variovorax, Pasteuria, Lactobacillus, Paenibacillus vaXanthomonas.

6. Phuong phép theo phuong an 5, trong do6 tac nhan kiém soat sinh hoc nay 1a vi
khuan Pseudomonas.

7. Phuong phép theo phuong an 6, trong d6 Pseudomonas nay 1a Pseudomonas
flourescens hodc Pseudomonas chlororaphis.

8. Phuong phap theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong an tir 1 dén 7, trong
d6 cac thude diét ¢d nay duoc chon tir nhém bao gdm thudc diét c6 glyphosat, glufosinat
(chét e ché tbng hop glutamin), sulfonylure va imidazolinon (céc chét e ché tong hop
axit amin mach nhénh).

9. Tac nhan kiém soat sinh hoc dugc cai bién trong d6 tac nhan kiém soat sinh
hoc ndy da dugc chon loc dudi tac dong cua thudc diét ¢, thude diét nam, thubc diét
vat gdy hai hodc héa chit bao vé ciy trong khéc va c6 kha ning khang thudc diét co,
thudc diét ndm, thude diét vat gay hai hodc hoa chét bao vé cay trong khic noi trén.

10. Tac nhan kidm so4t sinh hoc dugc cai bién theo phuong 4n 9, trong do tac
nhan kiém soét sinh hoc duoc cai bién nay 1a tic nhan kiém soat sinh hoc thudc nhom
vi khuan.

11. Tac nhan kidm soat sinh hoc dugc cai bién theo phuong an 9, trong do6 tac
nhan kiém soat sinh hoc nay dugc chon tir nhém bao gdm cac gibng Pseudomonas,
Bacillus, Agrobacterium, Lysobacter, T richoderma, Paecilomyces, Gliocladium,
Ampelomyces, Pythium, Metschnikowia, Chromobacterium, Penicillium, Coniothyrium,
Chaetomium, Myrothecium, Aureobasidium, Pantoea, Burkholderia, Streptomyces,
Variovorax, Pasteuria, vaXanthomonas.

12. Tac nhan kidm soét sinh hoc dugc cai bién theo phuong 4n 10, trong d6 tic
nhén kiém soét sinh hoc thudc nhém vi khuin nay 1a vi khuén Pseudomonas.

13. T4c nhan kidm soat sinh hoc dugc cai bién theo phwong 4n 12, trong do
Pseudomonas 13 Pseudomonas flourescens hodc Pseudomonas chlororaphis.

14. T4c nhan kidm soat sinh hoc duoc cai bién theo phuong 4n bét ky trong sd
cac phuong an tir 9 dén 13, trong d6 cac thube diét co nay duge chon loc tir nhém bao
gdm thubc diét cé glyphosat, glufosinat (chét e ché tdng hop glutamin), sulfonylure va
imidazolinon (c4c chét trc ché tong hop axit amin mach nhénh).

15. T4c nhan kiém soat sinh hoc tai to hop trong d6 tac nhan kiém soét sinh hoc
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ndy da dugc bién nap v6i mot gen c6 kha ning khéng thube diét c6 nhiam dem lai kha
nang khang thubc diét cé cho tac nhan kiém sodt sinh hoc do.

16. Tac nhan kidm soat sinh hoc tai t6 hop theophuong an 15, trong d6 tac nhan
kiém soat sinh hoc duoc cai biénnay ]a tac nhan kiém soat sinh hoc thudc nhom vi khuén.

17. Tac nhan kidm soat sinh hoc tai t6 hop theophuong 4n 16, trong do6 tac nhan
kidm soat sinh hoc thudc nhém vi khudn nay dugce chon tir nhom bao gdm céc giéng
Pseudomonas, Bacillus, Agrobacterium, Lysobacter, Gliocladium,  Pythium,
Chromobacterium, Penicillium, Pantoea, Burkholderia, Streptomyces, Variovorax,
Pasteuria, va Xanthomonas.

18. Tac nhan kiém soat sinh hoc téi t6 hop theo phuong an 17, trong d6 tac nhan
kiém so4t sinh hoc thudc nhom vi khuén 12 vi khudn Pseudomonas.

19. Tac nhén kiém soat sinh hoc tai t6 hop theo phuong an 18, trong do
Pseudomonas ndy 1a Pseudomonas flourescens hodc Pseudomonas chlororaphis.

20. T4c nhan kiém soat sinh hoc tai t6 hop theo phuong an bét ky trong sd cac
phuong an tur 15 dén 19, trong d6 thudc diét ¢é nay dugc chon tir nhém bao gé)m thudc
diét c¢o6 glyphosat, glufosinat (chit e ché tong hop glutamin), sulfonylure va
imidazolinon (c4c chét trc ché tdng hop axit amin mach nhanh).

21. Quan thé céc tac nhan kidm so4t sinh hoc duoc cai bién trong d6 quan thé nay
vé cin ban bao gdm tac nhan kiém soat sinh hoc theo phuong an bét ky trong sb cac
phuong an tir 1 dén 20.

22. Ché phdm kiém soat ngudn giy bénh cho thuc vét, ché phdm nay bao gdm
quén thé céc tac nhan kidm soat sinh hoc duoc cai bién, trong d6 cac tdc nhan kiém soat
sinh hoc nay ¢6 kha ndng khang thudc diét ¢ va vat mang phu hop.

23. Ché phim theo phuong 4n 22, trong d6 quéan thé nay bao gdm cac tac nhan
kiém soat sinh hoc dugc cai bién thudc nhom vi khuén.

24. Ché phdm theo phuong an 22, trong d6 quéan thé nay bao gdm c4c tic nhan

kidm soat sinh hoc tai t6 hop.

25. Ché phdm theo phuong an bat ky trong sé cac phuong an tir 22 dén 24, trong
d6 tac nhan kidm soat sinh hoc nay c¢6 mit véi luong hitu hiéu du dé tang cuong stc
khée, su sinh trudng hodc san luong céy trdng khi da c6 ti 18 thudc diét sinh vat trén

ving trdng cdy nong nghiép.

26. Ché pham theo phwong 4n 25, trong d6 tac nhan kiém soat sinh hoc bao gém
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ching dugc ndp lvu mang ma s6 NRRL No. B-50897 va thudc diét sinh vat 1a glyphosat.

27. Ché phdm theo phuong 4n 25, trong d6 tac nhan kidm soét sinh hoc bao gdm
ching AIP050999 dugce ndp luu mang ma s6 NRRL No. B-50999 va thudc diét sinh vat
la glufosinat.

28. Phuong phép cai thién kha nang canh tranh cta tac nhan kiém soét sinh hoc
trong mdi truong tu nhién, phuong phéap nay bao gdm bude cai bién tac nhan sinh hoc
dén murc tac nhan kidm soét sinh hoc dwoc cai bién nay cé thé sinh trudng trong diéu
kién c6 thudc diét co.

29. Phuong phép thic day sinh trudng cla cly trong, phwong phap nay bao gdm
buéc cép hop phan chira quén thé tac nhéan kiém sodt sinh hoc dugc cai bién vao dat
trdng co6 cdy dang sinh trudng.

30. Phuong phap theo phuong an 29, trong d6 cic tic nhan kiém so4t sinh hoc
nay duoc cai bién dé c6 kha ning khang glyphosat hodc glufosinat.

31. Phuong phap trong cdy bao gbm budcestt dung cho cay trong, hat hodc khu
vuc canh tac hdn hop chira thudc diét sinh vat v6i lugng hitu hiéu va tdc nhan kiém soat
sinh hoc duogc cai bién v6i lugng hitu hiéu trong do

(a) luong hitu hiéu cua thudc diét sinh vat 1a lidu luong dé kiém soat mot cach
chon loc mdt sinh vit mong mudn ma khong gay ton hai dang ké cho cay trong; va,

(b) lugng hitu hiéu cua tc nhan kiém soat sinh hoc duoc cai bién 1a lugng vua
dt dé dan dén sy gia ting dang ké v& mit théng ké dbi véi stre khoe cay trong, san luong
va/hodc sy sinh trudng so véi stc khoe, san luong va/hodc sy sinh trudng cia cdy ghi
nhén dugc khi nbng do tuong ty cla tic nhin kiém soat sinh hoc khong dugc cai bién
duoc st dung trong t6 hop v6i lugng hitu hiéu cua thudc diét sinh vat.

32. Phuong phap theo phuong 4n 31, trong do6 tac nhén kiém soat sinh hoc dugc
cai bién va thudc diét sinh vat dugc dung ddng thoi.

33. Phuong phap theo phuong 4n 32, trong do6 tac nhén kiém soat sinh hoc dugc

cai bién va thuéc diét sinh vét dugc ding lan lugt.

34. Phuong phép theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an tir 31 dén 33,
trong do tac nhan kidm so4t sinh hoc néi trén bao gdm chiing np luu mang ma s6 NRRL
No. B-50897.

35. Phuong phap theophuong an 34, trong d6 thudc diét sinh vat 1a glyphosat, va

trong d6 mot lugng hitu hiéu cua glyphosat 1a luong kiém soét co dai mot cach chon loc
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ma khong gy ton hai dang ké dén cay trong.

36. Phuong phéap theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an tur 31 dén 33,
trong d6 tadc nhan kiém soat sinh hoc 1a chiing AIP050999 dugc ndp luu mang ma s6

NRRL No. B-50999 va thudc diét sinh vat 1a glufosinat.

37. Phuong phap theo phuong 4n 36, trong d6 thudc diét sinh vat 1a glufosinat,
va trong d6 lugng hitu hiu cia glufosinat 1a lugng kiém sodat c6 dai mot cach chon loc

ma khong gy ton hai déng ké dén cay trong.

38. Qun thé tic nhan kiém so4t sinh hoc duoc nudi cy trong d6 quan thé dugc
nudi cdy nay duoc tao ra bang cach cho mdt quin thé cac tac nhan sinh trudng trong
didu kién c6 thubc diét co, thude diét ndm, thubc diét vat gay hai hodc cac hoa chét bao
vé cay tréng khac dé chon loc mot giéng céy thudn chiing cua tac nhan kiém soat sinh
hoc ¢6 kha nang khang thudc diét cd, thube diét nam, thudc diét vat gy hai hodc hoa
chit bao vé cay trong khac.

39. Quén thé tac nhan kidm soét sinh hoc duge nudi cdy theo phwong 4n 38, trong
d6 tac nhan kiém soét sinh hoc nay dugc dung véi luong hitu hiéu du dé tang cudng strc
khde, sinh truéng hodc san luong cay trdng khi da c6 mot ti 18 thudc diét sinh vat trén
ving trong cdy nong nghiép. |

40. Gibng céy tac nhan kidm soét sinh hoc thuln ching vé mit sinh hoc da dugc
phén 14p trong d6 tic nhan kiém soat sinh hoc nay c6 kha ning khang thudc diét sinh
vat dugc chon tir thude diét co, thudc diét nim, thudc diét vat gay hai hodc hoa chét bao
vé cdy trong khac trong d6 gibng cdy nay dugc tao ra bing céach sinh trudng trong didu

kién c6 mat thude diét sinh vat do.

41. Gibng cdy tac nhan kiém soét sinh hoc thuan chiing v& mit sinh hoc phan 14p
dugc theo phuong an 40, trong d6 tac nhén kiém soat sinh hoc nay dugc st dung véi
luong hitu hiéu du dé tang cudng suc khoe, sinh trudéng hodc san lugng cay trong khi da
¢6 mot ti 18 thube diét sinh vat trén ving trong cdy nong nghiép.

42. Phuong phép theo phurong an 38, trong do ché phdm bao gbm vat mang phu
hop.

43. Gibng céy vi khuan phét trién tr ching duoc ndp luu mang ma s6 NRRL No.
B-50897, trong do gibng ciy vi khuén nay c6 hoat tinh khang nim va c6 thé sinh truéng

trong didu kién c6 glyphosat.
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44, Gidng chy vi khudn theo diém 43, trong @6 chiing ndp luu mang ma s6 NRRL
No. B-50897 dugc st dung v6i lugng hitu hiéu da dé tang cuong stc khoe, sinh trudong

hoic san lugng cdy trong khi dd c6 mot ti 1¢ glyphosat trén viing trdng cdy nong nghiép.

45. Gibng céy vi khuén phat trién tir ching ATP050999 dwoc ndp luu mang ma
s6 NRRL No. B-50999, trong d6 giéng céy vi khudn nay c6 hoat tinh khang nim va cé

kha nang sinh trudng trong diéu kién c6 glufosinat.

46. Gibng cly vi khudn theo diém 45, trong d6 chiingAIP050999 ndp luu mang
mi s& NRRL No. B-50999dugc st dung véi lugng hitu hiéu du dé tang cudng strc khoe,
sinh trudng hodc san lugng cay trong khi d c6 mot ti 1& glufosinat trén ving trong cay

ndng nghiép.
MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1: thé hién duong cong sinh trudng cta cac chung khac nhau trong diéu kién
c6 glyphosat.
M3 ta chi tiét sang ché

Séang ché dé cap dén ché phim va phuong phap nhim cai tién tac nhan kiém soét
sinh hoc. Thuat ngit tAc nhan sinh hoc hodc tac nhan kiém soat sinh hoc theo cac muc
dich cta sang ché dugc sir dung d8 mo ta vi sinh vat ding dé kiém soat ngudn gy bénh
hoic vat giy hai ciy trdng. CAc tac nhan kiém soat sinh hoc theo sang ché dugc cai bién
dén mirc chung c6 thé sinh trudng trong diéu kién co it nhat mét loai thudc diét sinh vat.
Thudc diét sinh vat 1a chét héa hoc ¢6 thé mang lai tac dung kiém soat trén sinh vat béng
con duong héa hoc hodc sinh hoc. Thudc diét sinh vat bao gbm thudc diét vat gay hai,
nhu thudc diét nam, thudc diét co, thudc diét con trung hodc céc loai thudc hoa hoc bao
vé& mua mang khac, va céac loai twong tu. Cac ché phim theo séng ché bao gdm mdt hodc
nhiéu tac nhan kiém soat sinh hoc duoc phan 1ap ma da dugc chon loc vé tinh khang véi
thudc diét sinh vat nhu thudc diét co, thube diét nim, thudc diét vat giy hai, hodc céac
hoa chét bao vé céy trong khac; tdc nhan kidm soat sinh hoc téi t6 hop da duoc chuyén
gen dé c6 dugc gen khang thudc diét co, thudc diét nim, thudc diét vét giy hai, hodc cac
hoéa chét bao vé cy trong khac; quén thé tac nhan kiém soét sinh hoc dugc ci bién trong
d6 quan thé ndy ¢6 kha ning khang it nhat mot loai thude diét co, thubc diét ndm, thude
diét vat gy hai, hodc cac hoa chét bao vé cdy tréng khac; va cac ché pham bao gdm cac

quan thé tic nhan kiém soat sinh hoc dugc cai bién nay. Quan thé dugc cai bién co6 the
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bao gém cac vi sinh vat dugc chon loc vé tinh khang véi thubc diét co, thube diét nam,
thudc diét vat gy hai, hodc cac hoa chét bao vé cay trong khéc, hodc da duoc chuyén
vao gen quy dinh tinh khang hodc dung nhan loai thudc diét co, thubc diét nAm, thudc
diét vat gay hai, hodc cac hoa chét bao vé cay trong khéc. Do do, sang ché bao gbm cac
gibng cdy hdu nhu thuin ching, hodc cac gibng cdy thudn ching vé mat sinh hoc, clia
cac tac nhan kiém so4t sinh hoc hoic tac nhin sinh hoc dugc cai bién. Mot “giéng céy
vi khuén thuén ching vé mat sinh hoc” 1a mot gibng cay ctia mot loai vi khudn ma khong
c6 bat ky mot loai vi khu4n nao khéc trong s6 luong duge phat hién boi cac kg thuat vi
khuén hoc thong thudng. N6i mot cach khac, d6 1a gidng cdy ma trong d6 tat ca té bao
vi khudn nhin théy dugc déu thude ching duge chon loc. Tac nhan kiém soat sinh hoc
duoc cai bién gém céc tac nhan kiém soét sinh hoc da c6 duge mdt déc diém do ap luc
chon loc va cac tdc nhan kiém soat sinh hoc tai td hop da duoc bién nap b;‘“mg gen quy
dinh tinh khang hodc dung nhan véi it nhéit mot loai thubc diét co, thudc diét nim, thudc

diét vat gy hai, hodc cic hoa chét bao vé cy trdng khéc.

Séng ché con bao gf‘)m mot tic nhan kiém soét sinh hoc dugc cai bién cu thé. Téac
nhan nay bao gém AIP1620. AIP1620 1a mdt ching Pseudomonas duge chon loc vi kha
ning dung nhén glyphosat. Tadc nhan bd sung 1a AIP050999. ATP050999 la mot chung

Pseudomonas d3 dugce chon loc vi kha ning dung nhan glufosinat.

AIP1620 da duge ndp luu tai Kho Patent ctia Trung tdm Nghién ciu Ung dung
Nong nghiép Qudc gia, B Nong nghiép Hoa Ky, 1815 dudng North University, Peoria,
Tllinois 61604 U.S.A. vao ngay 31 thang 1 ndm 2014 va da dugc dung ma s6 1a NRRL
No. B-50897. AIP050999 dd dugc nop luu tai Kho Patent ctia Trung tam Nghién ctru
Ung dung Nong nghiép Qudc gia, B6 Nong nghiép Hoa Ky, 1815 dwong North
University, Peoria, Illinois 61604 U.S.A. vao ngay 23 thang 1 nam 2015 va da duoc
dung ma sd 13 NRRL No. B-50999. M3i ching ndp Iuu nay s& duge luu gitt theo cac
diéu khoan ctua Hiép uéc Budapest vé sy cong nhan qubc té d61 v6i viéc ndp luu ching
vi sinh nhim tién t6i cc thu tuc patent. Viéc ndp luu nay dugc thuc hién don thuan nhu
mdt su thudn tién cho nhitng ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat nay
va khong phai 12 su thiranhan rangviéc ndp luu duge quy dinh theo Piéu 112 Luat Patent
ctia Hoa Ky (35 U.S.C. §112). '

Cum tir “kha ning dung nhan thudc diét co, thube diét ndm, thude diét vat gay
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hai, hoic hoa chit baové cdy trdng khéc hodc kha nang khang thudc diét co, thude diét
nam, thudc diét vat gdy hai, hodc cac hoa chit bao vé cay tré)ng khac” 1a nhic dén kha
nang cua mot sinh vat (vi du cy tréng, tac nhan kiém soat sinh hoc, tdc nhan kiém soat
sinh hoc thudc nhém vi khun...) c6 thé tdn tai va sinh san sau khi tiép xuc véi mot lidu
lugng thubc diét cd, thube diét nam, thubc diét vat gy hai, hodc cac hoa chét bao vé cay

trdng khac ma thudng gay chét dbi v6i sinh vat kiéu dai.

Céc tac nhén sinh hoc hodc tadc nhan kiém soat sinh hoc theo sang ché bao gém
céc vi sinh vat va ndm c6 thé kiém soét céc ngudn gy bénh cho thuc vat va tang cuong
sttc khoe, sinh trudng va san lugng cay trong. T4c nhan sinh hoc hodc tac nhan kiém
soat sinh hoc bat ky trong sb cac tac nhan sinh hoc hoic tac nhan kiém soat sinh hoc nay
¢6 thd duoc cai bién bang cach chon loc hodc bién nap va tao ra mot tac nhén sinh hoc
ho#c tdc nhan kiém soat sinh hoc dugc cai bién, hoic tac nhan sinh hoc hodc tc nhéan
kidm soat sinh hoc téi t6 hop. Theo céch nay, sang ché bao gdm tac nhan kiém soét sinh
hoc duogc cai bién dd dugc phan 1ap. Céc tc nhan kidm soat sinh hoc dugc cai bién nay
¢6 thé sinh trudng dé tao ra mot quén thé c4c tic nhan kiém soét sinh hoc. Cum tir “quéan
thé tac nhan sinh hoc hoic kiém soat sinh hoc dugc cai bién” duoc du dinh dé chi mot
qun thé c4c tic nhan ma vé co ban bao gdm mot gibng ciy cua tac nhan da dugc chon
loc hodc tac nhan tai t5 hop c6 tinh trang quan tdm nhu tinh khang thudc diét ¢o, thude
diét nam, thudc diét vat gay hai hodc cac hoa chit bao vé cay tr@)ng khac. Cum tur “vé co
ban bao gdm” 14 noi dén quan thé da duoc sinh trudng va tao ra tir tic nhan kiém soat
sinh hoc dugc cai bién hoic tai td hop. Nghia 1a, céc tdc nhén kiém soat sinh hoc duogc
ci bién hoic tai t6 hop nay c6 thé dugc sinh truéng dé tao ra mot gidng ciy thuén chung
v& mit sinh hoc. Céc tac gia sang ché nhén thiy ring cic gidng cly thuln ching vé mit
sinh hoc nhu vy ¢ thé dugc sir dung cing nhau dé tang cudng stc khoe, sinh trudng

hodc san lugng cay trong.

Bét ky tac nhan sinh hoc hay kidm soat sinh hoc nao ciing c6 thé duge sir dung
theo cac phuong phap cia sang ché. Cac vi sinh vat dugc quan tdm cu thé bao gdm cac
chiung vi khuan thudc gidng Pseudomonas, Bacillus, Agrobacterium, Lysobacter,
Gliocladium, Pythium, Chromobacterium, Penicillium, Pantoea, Lactobacillus,
Paenibacillus, Burkholderia, Streptomyces, Variovorax, Pasteuria, Xanthomonas,. ..
Cac loai nidm duoc quan tim bao gdbm Aureobasidium, Ampelomyces, Beauveria,

Metarhizium, Metschnikowia, Myrothecium, Lecanicillium, Chaetomium, Cordyceps,
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Coniothyrium, Dactylella, Gliocladium, Aspergillis, Paecilomyces, Trichoderma,
Pisolithus, Glomus,.... Xem, vi dy, patent MJ s6 5,348,742; 5,496,547; 5,756,087,
5,955,348; 6,060,051; 6,635,425; va cong bao sang ché M¥ s6 20130142759; tt ca tai
liéu nay dugc két hop vao déy bing cach vién dan. Nhidu tac nhan kiém soét sinh hoc
hién c6 ban trén thi truong va tc nhan bét ky trong sé cAc tac nhan nay déu c6 thé dugc
cai bién theo sang ché. Nhitng tdc nhan nhu vay bao gdm: Agrobacterium radiobacter
K84: Trichoderma atroviride; Bacillus subtilis GBO3; Bacillus  firmus 1-1582;
Trichoderma asperellum (ICC 012); T. gamsii (ICC 080); Bacillus pumiluschung QST
2808: Bacillus subtilis ching QST 713; B. subtilischung MBI 600; Paecilomyces
fumosoroseus; Gliocladium catenulatum; Trichoderma harzianum rifai ching KRL-
AG2; Trichoderma harzianum T-22; Trichoderma harzianum T-22; Trichoderma
virensching G-41; Trichoderma harzianum T-22; Bacillus subtilis QST 713; Bacillus
amyloliquefacienschung D747,  Trichoderma (Gliocladium)  virens  GL-21;
Paecilomyces lilacinus, Paecilomyces fumosoroseus; Ampelomyces quisqualis; B.
subtilis DSM 17231; B. licheniformis DSM 17236; Pythium oligandrum DV 74,
Bacillus subtilis GB03; Trichoderma asperellum; T. gamsii; Pseudomonas syringae
ESC-10; Metschnikowia fructicola; Trichoderma harzianum T-22; Pseudomonas
chlororaphis MA 342; B. amyloliquifaciens; Chrombacterium subtsugae strain PRAA4-
1; B. subtilis amyloliquefaciens FZB24; Penicillium bilaii; Paecilomyces fumosoroseus
FE 9901; Streptomyces lydicus WYEC 108; P. syringae A506; Coniothyrium minitans,
Paecilomyces lilacinus strain 251; Streptomyces lydicus WYEC-108; Bacillus
amyloliquifaciens; Trichoderma virens; Trichoderma viride; Ampelomyces quisqualis;
Chaetomium globosum; Pseudomonas flourescens; Bacillus subtilis; Bacillus pumulis;
Myrothecium verrucaria AARC-0255; Streptomyces actinobacteriumchung K61;
Gliocladium catenulatum J1446; Aureobasidium pullulansching DSM 14940; va A.
Pullulans ching DSM 14941. Céc san pham sinh hoc kidm soat bénh hai cdy trong khac
¢6 thé tim thdy trén website tai dia chi: nevegetable.org/table-22-biological-disease-
control-products.

Céc loai ngudn gy bénh bao gdm nim, vi khudn, virut va giun dit. C4c tic nhan
kidm soat sinh hoc clia sang ché 14 nhitng tic nhan nhim t6i bat ky loai ngudn giy bénh
cho thuc vét nao. Cac ngudn gy bénh dich bao g6m nhung khong gidi han téi cac loai

thuoc Alternaria, Botrytis, Fusarium, Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas,
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Cercospora, Colletotrichum, Cladosporium, -Erisyphae spp., Microsphaera syringae,
Peronospora  spp., Plasmopara spp., Phytophthora, — Pythium, Rhizoctonia,
Diplocarpon, Venturia, Mycosphaerella, Phomopsis, Taphrina, Elsinoe, Sclerotinia,
Verticillum, Gnomonia, Fusicladium, Nectria, Phyllosticta, Diplocarpon, Albugo,
Guignardia, Botrytis, Exobasidium, Entomosporium, Exobasidium, Pestalotia, Phoma,
Cristulariella, Phakopsora, Thelaviopsis, Puccinia, Peronospora, Bremia, Pantoea,

Clavibacter.

Tinh khang thudc diét co, thudc diét ndm, thudc diét vat gy hai hodc cac hoa
chit bao vé cdy trong khac 1a kha ning ctia mot sinh vat co thé ton tai va sinh san duoc
trong didu kién tiép xuc véi mot lidu luong thudc diét co, thudc diét nam, thudc diét vat
gdy hai hodc céac hoéa chét bao vé cay trong khac ma thuong giy chét sinh vat kiéu dai
hodc lam giam déng ké su sinh trudng cla sinh vat kiéu dai d6. Tinh khéang c6 thé duogc
dua vao hodc duge phat hién trong qua trinh chon loc hode ¢ thé duoc dua vao thong
qua k¥ thuat gen. Dé phat hién va tao ra mot quin thé c4c tic nhan kiém soat sinh hoc
dugc cai bién thong qua chon lgc, cac tic nhan kiém soat sinh hoc phai dugc sinh trudng
trong diéu kién c6 thube diét co, thubc diét ndm, thudc diét vat gdy hai hodc cac hoa chét
bao vé cay trong khac nhu 4p lyc chon loc. Céc tac nhén nhay cam s€ bi tiéu diét, con
cac tac nhan c6 kha nang khang s€ tdn tai dé sinh san khi khdng con su canh tranh nao.
Khi céac tac nhan kiém soat sinh hoc da sinh trudng trong diéu kién co thudc diét co,
thudc diét ndm, thubc diét vat gay hai hodc cac hoa chit bao vé cay trong khéc, céc tac
nhén kiém soat sinh hoc c6 kha nang khang s& sinh san thanh cong va tr¢ nén uu thé
trong quin thé, tré thanh mot quén thé tdc nhan kiém soat sinh hoc duoc cai bién. Céc
phuong phép chon loc cac chiing ¢6 kha ndng khang da duge biét dén va néu trong patent
M§ $6 4.306.027 va 4.094.097, da dugc vién dan vao ban mo ta nay. Do vdy, sang ché
bao gdbm mot gidng cdy thuan chiing vé& mit sinh hoc ctia mt ching kiém soat sinh hoc
¢6 kha nang khang. Cac ching c6 kha ning khang trong sang ché déu c6 nhitng dic
trung giéng v6i chiing nhay ban d4u ngoai trir viéc chung c¢6 kha ning dung hoa 16n hon
dang ké voi mot loai thubc diét c6, thudc diét nim, thudc diét vat gay hai hodc hoa chét
bao v€ mua mang cu thé. Theo d6, viéc nhan dang chung c6 thé d& dang thuc hién bang

cach so sanh voi nhitng dic trung cua ching nhay da biét.

Céc loai thubc diét co bao gbm glyphosat, chét tc ché ACCaza (Arloxyphenoxy
propionat (FOPS)); chit e ché ALS (Sulfonylure (SU)), Imidazonlinon (IMI),
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Pyrimidin (PM)); chét trc ché vi éng (Dinitroanilin (DNA)); auxin tong hop (Phenoxy
(P)), Axit Benzoic (BA), Axit Cacboxylic (CA)); chét e ché phirc hé quang hop 11
(Triazin (TZ)), Triazinon (TN), Nitril (NT), Benzothiadiazinon (BZ), Ure (US)); chét
trc ché tong hop EPSP (glyxin (GC)); chét e ché téng hop glutamin (Axit Phosphinic
(PA)); chit tc ché tong hop DOXP (Isoxazolidinon (IA)); chét irc ché HPPD (Pyrazol
(PA)), Triketon(TE)); cac chét trc ché PPO (Diphenylete (DE), N-phenylphthalimide
(NP) (Ary triazinon (AT)); céc chit trc ché VLFA (cloroaxetamit (CA)), Oxyaxetamit
(OA)); chét trc ché phirc hé quang hop 1 (Bipyridyliums (BP)); va cac chét trong tu.

Céac thudc diét vat gdy hai bao gdm imidacloprit clothianidin, cdc hop chét
arylpyrazol (W02007103076); photphat hitu co, phenyl pyrazol, pyrethoit
caramoyloxim, pyrazol, amidin, hydrocacbon dugc halogen hoa, cacbamat va cac dan
xuét, terbufos, cloropyrifos, fipronil, cloretoxyfos, telfuthrin, cacbofuran, imidacloprit,

tebupirimfos (5.849.320).

Céc thube diét nAm bao goém thudc diét ndm nito béo (butylamin, xymoxanil,
dodixin, dodin, guazatin, iminoctadin); cac thudc diét nAm amit (benzovindiflupyr,
carpropamit, cloraniformetan, xyflufenamit, dicloxymet, dicloxymet, dimoxystrobin,
fenaminstrobin, fenoxanil, flumetover, furametpyr, isofetamit, isopyrazam,
mandestrobin, mandipropamit, metominostrobin, orysastrobin, penthiopyrat, prochlora,
quinazamit, silthiofam, triforin); cac thubc diét ndm axit axylamino (benalaxyl,
benalaxyl-M, furalaxyl, metalaxyl, metalaxyl-M, pefurazoat, valifenalat); cac thudc diét
ndm anilit (benalaxyl, benalaxyl-M, bixafen, boscalit, cacboxin, fenhexamit,
fluxapyroxat, isotianil, metalaxyl, metalaxyl-M, metsulfovax, ofuraxe, oxadixyl,
oxycacboxin, penflufen, pyracacbolit, sedaxan, thifluzamit, tiadinil, vanguard); cac
thube diét ndm benzanilit (benodanil, flutolanil, mebenil, mepronil, salixylanilit,
tecloftalam); cac thudc  diét nidm furanilit (fenfuram, furalaxyl, furcacbanil,
methfuroxam); cac thudc diét ndm sulfonanilit (flusulfamit); céc thudc diét ndm
benzamit (axit benzohydroxamic, flopicolit, flopyram, tioxymit, triclamit, zarilamit,
zoxamit); cac thudc diét ndm furamit (xyclafuramit, furmexyclox); cac thudc diét ndm
phenylsulfamit (dichlofluanit, tolylfluanit); cac thubc diét nAm sulfonamit (amisulbrom,
xyazofamit); cac thubc diét ndm valinamit (benthiavalicarb, iprovalicarb); cac thudc diét
ndim dang khang sinh (aureofungin, blastixidin-S, xycloheximit, griseofulvin,

kasugamyxin, moroxydin, natamyxin, polyoxin, polyoxorim, streptomyxin,
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validamyxin); cac thudc diét ndm strobilurin (floxastrobin, mandestrobin); cac thude
diét nidm metoxyacrylat strobilurin (azoxystrobin, bifujunzhi, coumoxystrobin,
enoxastrobin, flufenoxystrobin, jiaxiangjunzhi, picoxystrobin, pyraoxystrobin); cdc
thudc diét nidm metoxycacbanilat strobilurin (pyraclostrobin, pyrametostrobin,
triclopyricarb); céc thudc diét nAm metoxyiminoaxetamit strobilurin (dimoxystrobin,
fenaminstrobin, metominostrobin, orysastrobin); cac thudc diét nAm metoxyiminoaxetat
strobilurin (kresoxim-metyl, trifloxystrobin); cac thubc diét nAm aromatic (biphenyl,
clorodinitronaphtalen, cloroneb, clorothalonil, cresol, dicloran, fenjuntong,
hexaclorobenzen, pentaclorophenol, quintozen, natri pentaclorophenoxit, tecnazen,
triclotrinitrobenzen); cac thudc diét nim chira asen (asomat, urbacit); cac thudc diét ndm
aryl phenyl keton (metrafenon, pyriofenon); cac thudc diét nidm benzimidazol
(albendazol, benomyl, cacbendazim, clorfenazol, cypendazol, debacarb, fuberidazol,
mecarbinzit, rabenzazol, thiabendazol); cac thudc diét nidm benzimidazol precursor
(furophanat, thiophanat, thiophanat-metyl); cac thudc diét ndm benzothiazol
(bentaluron, benthiavalicarb, benthiazol, clobenthiazon, probenazol); cac thube diét nAm
tir thue vat (alixin, becberin, cacvacrol, cacvon, osthol, sanguinarin, santonin); cac thude
diet ndm diphenyl dugc tao cdu ndi (bithionol, diclorophen, diphenylamin,
hexaclorophen, parinol); cac thudc diét ndm cacbamat (benthiavalicarb, furophanat,
iodocarb, iprovalicarb, picarbutrazox, propamocarb, pyribencarb, thiophanat,
thiophanat-metyl, tolprocarb); céc thubc  diét nidm benzimidazolylcacbamat
(anbendazol, benomyl, cacbendazim, xypendazol, debacarb, mecarbinzit); cac thudc
diét nAm carbanilat (diethofencarb, pyraclostrobin, pyrametostrobin, triclopyricarb); cac
thudc diét nidm conazol(imidazol) (climbazol, clotrimazol, imazalil, oxpoconazol,
prochlora, triflumizol); cac thudc diét nim conazol (triazol) (azaconazol, bromuconazol,
xyproconazol, diclobutrazol, difenoconazol, diniconazol, diniconazol-M, epoxiconazol,
etaconazol, fenbuconazol, fluquinconazol, flusilazol, flutriafol, furconazol, furconazol-
cis, hexaconazol, imibenconazol, ipconazol, metconazol, myclobutanil, penconazol,
propiconazol, prothioconazol, quinconazol, simeconazol, tebuconazol, tetraconazol,
triadimefon, triadimenol, triticonazol, uniconazol, uniconazol-P); cac thube diét ndm
chira ddng (axypetac-ddng, hdn hop Bordeaux, hon hop Burgundy, hdn hgp Cheshunt,
dong axetat, ddng cacbonat, bazo, ddng hydroxit, ddéng naphtenat, dong oleat, dong

oxyclorua, déng silicat, déng sulfat, déng sulfat, bazo, déng k&m cromat, cufraneb,
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cuprobam, ddng oxit, hop chit chira ddéng va mangan (mancopper), oxin-dong,
saisentong, thiodiazol-ddng); céc thuéc diét ndm xyanoacrylat (benzamacril,
phenamacril); cac thudc diét ndm dicacboximit (famoxadon, floroimit); cac thudc diét
ndm diclorophenyl dicacboximit (clozolinat, diclozolin, iprodion, isovaledion,
myélozolin, proxymidon, vinclozolin); cac thudc diét nAm phtalimit (captafol, captan,
ditalimfos, folpet, thioclorfenphim); cac thudc diét ndm dinitrophenol (binapacryl,
dinobuton, dinocap, dinocap-4, dinocap-6, meptyldinocap, dinocton, dinopenton,
dinosulfon, dinoterbon, DNOC); cac thubc diét ndm dithiocacbamat (amobam, asomat,
azithiram, carbamorph, cufraneb, cuprobam, disulfiram, ferbam, metam, nabam,
tecoram, thiram, urbaxit, ziram); cac thude diét ndm xyclic dithiocacbamat (dazomet,
etem, milneb); cac thudc diét nim polymeric dithiocacbamat (mancopper, mancozeb,
maneb, metiram, polycarbamat, propineb, zinb); cac thudc diét ndm dithiolan
(isoprothiolan, saijunmao); céac thude diét nim fumigant (cacbon disulfit, xyanogen,
dithioete, metyl bromua, metyl iodua, natri tetrathiocacbonat); cac thudc diét ndm
hydrazit (benquinox, saijunmao); cac thudc diét ndm imidazol (xyazofamit, fenamidon,
fenapanil, glyodin, iprodion, isovaledion, pefurazoat, triazoxit); cac thubc diét ndm
conazol (imidazol) (climbazol, clotrimazol, imazalil, oxpoconazol, prochloraz,
triflumizol); cac thudc diét ndm vo co (kali azit, kali thioxyanat, natri azit, luu huynh,
tham khao thém thudc diét ndm chira dong va thudc diét ndm thiy ngan vo co); thudec
diét nAm thiy ngan; thubc diét ndm thiy ngan vo co (thiy ngén (hoa tri IT) clorua, thiy
ngan oxit, thay ngéan (héa tri I) clorua); thubc diét ndm thay ngin hitu co ((3-
etoxypropyl)Hg bromua, etylHg axetat, etylHg bromua, etylHg clorua, etylHg 2,3-
dihydroxypropyl ~mercaptit, etylHg photphat, N-(etylHg)-p-toluensulphonanilit,
hydrargaphen, 2-metoxyetylHg clorua, metylHg benzoat, metylHg dixyandiamit,
metylHg pentaclorophenoxit, 8-phenylmercurioxyquinolin, phenylHg, phenylHg
axetat, phenylHg clorua, din xuét phenylHg cua pyrocatechol, phenylHg nitrat,
phenylHg salixylat, thiomersal, tolylHg axetat); thudc diét nAm morpholin (aldimorph,
benzamorf, cacbamorph, dimethomorph, dodemorph, fenpropimorph, flumorph,
tridemorph); thudc diét nidm photpho hitu co (ampropylfos, ditalimfos, EBP, edifenphos,
fosetyl, hexylthiofos, inezin, iprobenfos, izopamfos, kejunlin, phosdiphen, pyrazophos,
tolclofos-metyl, triamiphos); thudc diét nadm chira thiéc hitu co (decafentin, fentin,

tributyltin oxit); thudc diét ndm oxathiin (cacboxin, oxycacboxin); thudc diét ndm
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oxazol (clozolinat, diclozolin, drazoxolon, famoxadon, hymexazol, metazoxolon,
myclozolin, oxadixyl, oxathiapiprolin, pyrisoxazol, vinclozolin); thudc diét ndm
polysulfit (bari polysulfit, canxi polysulfit, kali polysulfit, natri polysulfit); thude diét
ndm pyrazol (benzovindiflupyr, bixafen, fenpyrazamin, fluxapyroxad, furametpyr,
isopyrazam, oxathiapiprolin, penflufen, penthiopyrad, pyraclostrobin, pyrametostrobin,
pyraoxystrobin, rabenzazol, sedaxan); thudc diét ndm pyridin (boscalit, buthiobat,
dipyrithion, fluazinam, flopicolit, flopyram, parinol, picarbutrazox, pyribencarb,
pyridinitril, pyrifenox, pyrisoxazol, pyroxychlor, pyroxyfur, triclopyricarb); thubc diét
nim pyrimidin (bupirimat, diflumetorim, dimethirimol, ethirimol, fenarimol, ferimzon,
nuarimol, triarimol); thudc diét ndm anilinopyrimidin (xyprodinil, mepanipyrim,
pyrimethanil); thudc diét ndm pyrrol (dimetaclon, fenpiclonil, fludioxonil, floroimit);
thubc diét nam chtra amoni bac bdn (becberin, sanguinarin); thube diét nim quinolin
(etoxyquin, halacrinat, 8-hydroxyquinolin sulfat, quinaxetol, quinoxyfen, tebufloquin);
thudc diét ndm quinon (cloranil, diclon, dithianon); thudc diét nidm quinoxalin
(chinomethionat, clorquinox, thioquinox); thubc diét nidm thiadiazol (etridiazol,
saisentong, thiodiazol-ddng, kémthiazol); thubc diét nAm thiazol (ethaboxam, isotianil,
metsulfovax, octhilinon, oxathiapiprolin, thiabendazol, thifluzamit); thubc diét ndm
thiazolidin (flutianil, thiadiflo); thuéc diét ndm thiocacbamat (methasulfocarb,
prothiocarb); thubc diét ndm thiophen (ethaboxam, isofetamit, silthiofam); thude diét
ndm triazin (anilazin); thudc diét ndmtriazol (amisulbrom, bitertanol, flotrimazol,
triazbutil); thude diét nadmconazol(triazol) (azaconazol, bromuconazol, cyproconazol,
diclobutrazol, difenoconazol, diniconazol, diniconazol-M, epoxiconazol, etaconazol,
fenbuconazol, fluquinconazol, flusilazol, flutriafol, furconazol, furconazol-cis,
hexaconazol, huanjunzuo, imibenconazol, ipconazol, metconazol, myclobutanil,
penconazol, propiconazol, prothioconazol, quinconazol, simeconazol, tebuconazol,
tetraconazol, triadimefon, triadimenol, triticonazol, uniconazol, uniconazol-P); thube
diét nimtriazolopyrimidin(ametoctradin); thubc diét nidm chta ure(bentaluron,
pencycuron, quinazamit); thude diét ndm chira kém (axypetacs-kém, ddng k&m cromat,
cufraneb, mancozeb, metiram, polycacbamat, polyoxorim-k&m, propineb, kém
naphtenat, k&m thiazol, k€ém triclophenoxit, zinb, ziram); thudc diét ndm chua duoc phan
loai (axibenzolar, axypetac, rugu anlylic, benzalkoni clorua, bethoxazin, bromothalonil,

chitosan, cloropicrin, DBCP, axitdehydroaxetic, diclomezin, dietyl pyrocacbonat,

-17-



38816

etylixin, fenaminosulf, fenitropan, fenpropidin, formaldehyt, furfural,
hexaclorobutadien, metyl isothioxyanat, nitrostyren, nitrothal-isopropyl, OCH,
pentaclorophenyl laurat, 2-phenylphenol, phtalit, piperalin, propamidin, proquinazit,
pyroquilon, natri octhophenylphenoxit, spiroxamin, sultropen, thixyofen, trixyclazol)

hodc mefenoxam.

Nhu da néu, cac tac nhan kiém soat sinh hoc tai t6 hop c6 kha ning khang thude
diét co, thudc diét ndm, thubc diét vat gay hai, hodc cac hoa chit bao vé cay tréng khac
6 thé tao ra bang k¥ thuat gen va nhiing tac nhan kidm sodt sinh hoc tai to hop hogdc
dugc cai bién nhan tao nhu vay da phat trién thanh mot quan thé tac nhan kiém soat sinh
hoc dugc cai bién. Mot tac nhan kiém soat sinh hoc tai td hop duogc tao ra béng cach dua
cac chudi nucleotit vao t& bao chii kidm soat sinh hoc bang bién nap. Cac phwong phép
tao ra vi sinh vt chuyén gen da dugc biét dén trong tinh trang k¥ thuat. Xem, tdng quat,
Hanahan, D. (1983) Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids J. Mol.
Biol. 166, 557-77; Seidman, C.E. (1994) trong: Current Protocols in Molecular
Biology, Ausubel, F.M. et al. eds., John Wiley and Sons, NY; Choi et al. (2006) J.
Microbiol. Methods 64:391-397; Wang et al. 2010. J. Chem. Technol. Biotechnol.
85:775-778. Bién nap co6 thé x4y ra bsi sy dung nap tw nhién cia ADN tran thong qua
nhitng té bao kha bién tir moi truong clia chiing trong phong thi nghi¢m. Mot cach khac
14 céc té bao co thé trd nén kha bién bing céc cach nhu phoi nhiém véi ion duong hoa
trj hai trong diéu kién lanh, dung xung dién, cho phoi nhiém véi polyetylen glycol, xur
Iy v6i cac hat nano dang soi, hodc cic phuong phap khac trong tinh trang k¥ thuat da
biét.

Céc gen quy dinh kha néng khang thudc diét c6 duoc st dung trong bién nap mot
tac nhan kiém sodt sinh hoc ti t6 hgp bao gdm, nhung khong bi gi6i han bdi céc gen
giai doc fumonisin (Patent My 6 5.792.931); cac dot bién tdng hop axetolactat (ALS)
dan t6i tinh khang thudc diét co, dic biét thudc diét cd loai sulfonylure, nhu 1a dot bién
S4 va/hogc Hra; cac chét e ché téng hop glutamin nhu photphinothrixin hogc basta (vi
du gen bar); va khang glyphosat (gen EPSPS)); va khang HPPD (WO 96/38576, Patent
M§ s6 6.758.044; 7.250.561; 7.935.869; va 8.124.846), ho#c c4c gen tuong tu trong tinh
trang k¥ thuat da biét. Nhimg noi dung da biét d6 déu dugc vién dén trong ban mo ta
ndy. Gen bar ma hoéa tinh khang thubc diét co basta, gen nptll mé hoa tinh khang céc

chit khang sinh kanamyxin va genetixin, va cac dot bicn gen ALS ma hoa tinhkhang
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thuéc diét cé sulfonylure bao gom clorosulfuron, metsulfuron, sulfometuron,
nicosulfuron, rimsulfuron, flazasulfuron, sulfosulfuron, va triasulfuron, thudc diét co

imadizolinone bao gdm imazethapyr, imazaquin, imazapyr, va imazamethabenz.

Céc quén thé tac nhan kidm soét sinh hoc da cai bién trong sdng ché ¢co thé dugc
hinh thanh & dang bot udt, bui, hat nhd, cac san phém dang l6ng chra nudc hodc dau va
nhitng dang tuong ty. Nhitng ché phdm nhu vy sé& bao gdm cac tdc nhan kiém soat sinh
hoc duge cai bién cong thém céc vat mang va cac tac nhan khac. Nhing ché pham nay
¢6 thé dugc st dung nhu chét ching dé kiém so4t sinh hoc ngoai thién nhién, ché pham
bao ngoai hat, v.v.. Nghia la cac quén thé kidm soat sinh hoc dwoc cai bién c6 thé dugce
stt dung theo bét ky cach nao trong tinh trang k¥ thuét da biét, bao gdbm viéc bao phu
cac hat v6i mot lugng hitu hiéu cia cac tdc nhén dugc cai bién, dua cac qu?m thé kiém
soét sinh hoc da dugc cai bién truc tiép vao d4t trdng trong timg duong cay, dua vao 14,
tron vao mot hdn hop d4t trdng trong chau, va trong viéc kiém soat dich bénh sau thu
hoach. Nhitng phuong phép nay la da biét trong tinh trang k§ thuét va da dwgc mo ta, vi
du, trong patent My b 5.348.742 va trong don dang ky patent tai chau Au s EP0472494
A2 da dugc cong bd, c4 hai tai lidu déu duoc vién dan trong ban md ta nay. Kiém soat
sinh hoc gdm viéc quéan ly cac quan thé sinh vat sin c6 va dua vao céc sinh vat dac trung

nham lam giam bénh trén cay.

Téc nhan kiém soat sinh hoc dugc gidi thiéu trong tai liéu ndy co thé tron véi
thubc diét nim, thubc diét con tring hodc thudc diét co dé tang cuong hoat tinh cta né
hoéc hoat tinh cua chét hoa hoc ma né da duge thém vao. Trong mot s6 truong hop, su
két hop cua tac nhan kiém so4t sinh hoc va chit hoa hoc c6 thé gay ra tac dung hiép
d6ng, nghia 1a sy pha tron hai thir dem lai két qua vuot xa mong doi so véi vige cong

don thuan hoat tinh ctia chung.

Céc tac nhan kidm soat sinh hoc dugc cai bién clia sang ché c6 thé duoc ding dé
lam giam mot cach dang ké bénh trén cdy, thic day sinh truéng va san luong cay trong,
cling nhu lam gidm sy phu thudc vao thudc diét vat gy hai truyén théng. Céc tac nhan
duoc cai bién trong sang ché ¢6 thé duoc dung véi cac thudc diét vat gay hai khac dé c6
mdt chuong trinh quan ly séu bénh tich hop hiéu qua. Theo mot phuong 4n, cac quan

thé kiém soat sinh hoc dugc cai bién c6 thé dugc tron vao ché pham vGi cac thuoc diét
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vét gy hai da biét theo k¥ thuat duge mo ta trong WO 94/10845, da dugc vién din trong
ban mo ta nay.

Cac quén thé kiém soat sinh hoc duoc cai bién dugc st dung v6i mot lugng hiru
hiéu. Mot lugng hitu hiéu clia mot quin thé kiém soat sinh hoc dugc cai bién 12 licu
lwgng di dé kiém soat hodc ngén chin ngudn gy bénh. Theo cac phuong an khac, lugng
hitu hiéu cda tdc nhan kiém soét sinh hoc dugc cai bién 1a mot lidu lugng du dé thuc day
hodc ting cudng strc khoe, sinh trudng hodc san lugng cay trongkhi da c6 mot ti 1& thude
diét sinh vat trén vung trong ciy ndng nghiép. Ti 1€ sir dung tac nhan kiém soét sinh hoc
duoc cai bién va/hoic thudc diét sinh vat c6 thé khéac nhau tuy thudc vao nguén gay
bénh dich, mua vu can bao vé, hiéu luc cua cac quﬁn thé kiém soat sinh hoc duoc cai
bién, tinh nghiém trong ctia dich bénh, diéu kién khi hau va nhing yéu t6 twong tu. Nhin
chung, v&i mot chit dua vao mdi trudong tu nhién, ti 1€ str dung tac nhan kiém so4t sinh
hoc dugc cai bién 1a 1_012 dén 10'6 don vi hinh thanh khuan lac (CFU) trén mot hecta.
(Ti 1€ nay twong Ung v6i khoang 10 g dén 10 kg hoat chét trén mdt hecta néu hoat chat
12 100 ty CFU trén mot gam). Theo cic phwong an khac, voi mot chét dua vao moi
trudng tw nhién, ti 1& st dung tac nhan kidm soat sinh hoc dugc cai bién 1a 3 x 10'° dén
1 x 107 don vi hinh thanh khu4n lac (CFU) trén mot hecta. (Ti 1¢ nay twong tng voi
khoéang 30 kg dén 1000 kg hoat chét trén mot hecta néu hoat chét 14 100 ty CFU trén
mdt gam). Theo cac phuong an khéc, véi mot chit dua vao mdi trudong ty nhién, ti 1€ sir
dung tac nhan kiém soat sinh hoc duoc céi bién 1a 3 x 1015 dén 1 x 10'7 don vi hinh thanh
khuén lac (CFU) trén mdt hecta; khoang 1x10" dén khoang 1x10'3 don vi hinh thanh
khuén lac (CFU) trén mot hecta, khoang 1x10'> dén khoang 1x10'* don vi hinh thanh
khuén lac (CFU) trén mot hecta, khoang 1x10™ dén khoang 1x10' don vi hinh thanh
khuén lac (CFU) trén mot hecta, khoang 1x10" dén khoang 1x10'® don vi hinh thanh
khuan lac (CFU) trén mot hecta hogc khoang 1x10'¢ dén khoang 1x10' don vi hinh
thanh khuan lac (CFU) trén mdt hecta. Theo cac phwong dn khéc, voi mot chét dua vao
méi trudng tu nhién, ti 1€ st dung tdc nhan kiém soat dugc cai bién 12 it nhét khoang
1x1013, khoang 1x10™, 1x10", khoang 1x10'® hoac khoang 1x10'7 don vi hinh thanh
khuén lac (CFU) trén mdt hecta. Theo cac phuong an khéc nita, ti 1€ str dung tdc nhén
kiém soat sinh hoc dugc cai bién 1a 10g dén 50kg, 50kg dén 100kg, 100kg dén 200kg,
200kg dén 300kg, 300kg dén 400kg, 400kg dén 500kg, 500kg dén 600kg, 600kg dén
700kg, 700kg dén 800kg, 800kg dén 900kg, 900kg dén 1000kg hoat chét trén mot hecta
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néu hoat chét 13 100 ty CFU trén mot g. Van theo cac phuong an khac, ti 1¢ sir dung tac
nhéan kiém soét sinh hoc it nhit 1a 10g, 50kg, 100kg, 200kg, 300kg, 400kg, 500kg,
600kg, 700kg, 800kg, 900kg, 1000kg ciia hoat chét trén mot hecta néu hoat chét 1a 100
ty CFU trén mot g. Theo cac phuong ancu thé, tac nhan kiém soét sinh hoc cai bién dugc
stt dung bao gdm ching ndp luu mang ma s6 NRRL No. B-50897 va/hodc chung
AIP050999 nop luu mang ma s6 NRRL No. B-50999.

Bt ky ti 1& st dung hop 1y thudc diét sinh vat nao trong ndng nghiép cling ¢ thé
duogc st dung cho cay trdng, vi du, mot lugng hiru hiéu thudc diét sinh vat dé kiém soat
mot sinh vat nhét dinh (12 loai sinh vat gdy hai quan tdm, nhu nim, con trung, co dai,
bénh trén cdy, v.v.) déu co thé sit dung. Céac phuong phap dé phan tich lugng hitu hiéu
cta tic nhan kiém soat sinh hoc bao gdm, vi duy, bét ky su gia ting dang ké nao vé mit
théng ké ddi vai strc khoe, sén lugng va/hodc sinh trudng cla cy trong sau khi st dung
mot luong hitu hiéu cta tdc nhin kiém so4t sinh hoc va mdt ti 1€ st dung thubc diét sinh
vAt ngoai tu nhién khi so sanh vé1 s6 lieu vé strc khoe, san lugng va/hodc sinh trudng
cta cdy trong khi st dung lidu lugng tuong tu tdc nhan kiém soat sinh hoc khong dugc

cai bién két hop v6i mot lugng hitu hiéu cla thuoc diét sinh vét.

Do d6, phuong an khac theo sang ché dé xuét phuong phap kiém soat hoic trc
ché su sinh truéng cla ngudn gy bénh cho thuc vat bing cach cap quin thé tac nhan
kiém soat sinh hoc dugc cai bién theo séng ché vao moi truong ma ngudn giy bénh cho
thuc vat c6 thé sinh trudng. Viée clp c6 thé trén toan b cdy, cac phan clia cay, céc hat
cua cac cay can dugc bao vé, hodc vao dét trdng c6 cay can dugc bao vé dang hodc s&
sinh truéng. Viéc cp cho cdy hodc cac phén ctia cdy c6 thé vao thoi diém trude hodc

sau khi thu hoach. Viéc st dung cho hat s&€ phai di2n ra trude khi gieo trong céc hat do.

Theo cac phuong an khéc, cay tréng, khu vuc tréng trot, hat va/hodc co dai co
thé duoc xir Iy bing mot td hop lugng hitu hiéu cta tic nhan kiém soat sinh hoc duoc
c4i bién va mot lugng hiru hiéu thudc diét sinh vat. Cum tlr “xur ly bang hdn hop cta”
hodc “str dung hdn hop ctia” tic nhan kiém soat sinh hoc dugc cai bién va mot thube
diét sinh vat véi cay tréng, khu vuc tréng trot duoc hiéu 13 mét hoic nhiéu canh déng,
cay tr(‘Sng, hat hodc/va ¢o6 dai cu thé dugc xur Iy véi mot hodc nhidu tac nhan kiém soat
sinh hoc dugc cai bién va mot hodc nhiéu thudc diét sinh vat dé dat duoc hiéu qua mong

doi. Hon nita, viéc cap mot hodc ca hai loai tdc nhén kiém soat sinh hoc va thudc diét
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sinh vat c¢6 thé xay ra trude khi bt ddu trong cay (vi dy, vao d4t trong, hat hozc ciy).
Ngoai ra, viéc cép tac nhan kiém soat sinh hoc va thube diét sinh vat co thé déng thoi

hotic & cac thoi diém khac nhau (14n luot), mién 1a dat dugc hiéu qua mong doi.

Trong mot phuong an khong gidi han, tac nhan kiém soat sinh hoc dugc cai bién
c6 kha ning khang glyphosat va 1am tang cuong stic khoe, sy sinh truong hodc san lugng
cy trong khi duge stt dung v6i lugng hitu higu, va thudc diét sinh vat bao gdbm glyphosat
hodc mot gde hoat tinh ctia né. Theo nhitng phwong phép nay, hat, cay trong hodc khu
vuc trdng trot duge xi ly bang mot t6 hop gdm mot lwgng hitu hiéu tac nhan kiém soat
sinh hoc dugc cai bién c6 kha ning khang glyphosat va mot lugng hitu hiéu cia
glyphosat, trong d6 lugng hitu hiéu cta glyphosat dé kiém soat co dai mot cach chon
loc ma khong gdy ton hai nghiém trong dén cay trong. Theo cac phuong an nay, luong
hitu hiéu ca tac nhan kiém soat sinh hoc dugc céi bién 12 vira du d& dén dén su gia tang
dang ké vé& mit théng ké ddi véi stc khoe cia cdy trong, san lugng va/hodc sy sinh
trudng khi so sanh voi sttc khde cdy trong, san lugng va/hodc su sinh trudng xdy ra khi
mot néng do twong tu cua tdc nhéan kiém soét sinh hoc khong dugc cai bién duogc sir
dung trong t6 hop v6i lwgng hitu hiéu cua glyphosat hodc dAn xuét ctia né. Theo phuong

an khac, tc nhan kidm so4t sinh hoc bao gdm mét lugng hiru higu ctia AIP1620.

Trong mdt phuong an khong gi6i han khac, tac nhén kiém soat sinh hoc dugc cai
bién c6 kha ning khang glufosinat va do d6 lam ting cudng suc khoe, san luong hodc
su sinh truéng cay trong khi dugc dung mot lugng hitu higu, va thudc diét sinh vat gém
glufosinat hogc dan xuét ctia né. Theo nhitng phuong phap do, hat, cay trong hodc khu
vuc trdng trot dugc Xt ly véi mot t6 hop gdm mdt lugng hitu hiéu tac nhan kiém soat
sinh hoc dugc cai biénco kha nang khéng glufosinat va lugng hiru hiéu cia glufosinat,
trong d6 lugng hitu hi¢u cla glufosinat dé kiém soat co dai mot cach chon loc ma khong
gdy ton hai nghiém trong dén cay trong. Theo cac phuong an d6, lvgng hitu hiéu cua tac
nhan kiém soat sinh hoc dugc cai bién 12 vira du dé din dén mot su tang dang ké vé mit
thdng ké d6i vé6i strc khoe, san luong va/hogc sy sinh truong cia cdy trong khi so sanh
v6i ste khoe, san luong va/hodc sy sinh trudng cua cdy trdngxay ra khi mot ndng do
tuong tu cua tdc nhan kiém so4t sinh hoc khong duoc cai bién duoc st dung trong mot
t6 hop véi luong hitu hiéu cia glufosinat hodc din xuét cta nd. Theo phuong an khac,

tac nhan kiém so4t sinh hoc bao gém mdt lvgng hiru hiéu cia AIP050999.

-2



38816

Nhu d3 duge st dung trong tai liéu nay, thuat ngit “thuc vat” bao gdm cac té bao
thuc vat, té bao thuc vat tran, mo té bao thuc vat nudi céy ma tir d6 céc cay tr?)ng 6 thé
sinh s6i, cdc miu trén cdy, cic khom cay va céac té bao thuc vat con nguyén ven trong
cdy trong hodc cac phén cua cay trong nhu phdi, hat phén, nodn, hat, 14, hoa, canh cay,
qua, hat, tai, 1i, vo hat, than cdy, ré, dau ré, bao phén va nhimg phan twong tu. Hat dugc
hiéu 14 hat truéng thanh duoc tao ra boi nhitng nha tré)ng trot quy mo thwong mai vi muc
dich khong phai dé sinh trudng hay sinh san loai d6. Cdy con, céc bién thé va cac dot
bién cua cac cdy thé hé sau cling dugc tinh trong pham vi cla séng ché, mién 13 nhiing

phin d6 chira chudi nucleotit dugc chuyén vao.

Téac nhan kiém soat sinh hoc dugc cai bién c6 thé dugc st dung voi bét ctr loai cay
trdng nao, bao gdm, nhung khong gi¢i han t6i, cdy mot 14 mam va hai 14 madm. Nhitng vi
du cta céc loai cay dugc quan tdm bao gbm, nhung khdng gidi han téi, cdy ngd (Zea mays),
Brassica sp. (vi du B. napus, B. rapa, B. juncea), dic biét nhing loai Brassica nay rat hitu
ich vi 1a ngudn cung cdp dau thuc vat tir hat, cdy co linh ling (Medicago sativa), la (Oryza
sativa), lta mach den (Secale cereale), cdy cao luong (Sorghum bicolor, Sorghum
vulgare), ciy ké (vi du: ké ngoc trai (Pennisetum glaucum), k& proso (Panicum miliaceum),
ké dudi cao (Setaria italica), k& ngén tay (Eleusine coracana)), cdy hudng duong
(Helianthus annuus), cdy rum (Carthamus tinctorius), loa mi (Triticum aestivum), dau
tuwong (Glycine max), thudc 14 (Nicotiana tabacum), khoai tay (Solanum tuberosum), lac
(Arachis hypogaea), cdy bong (Gossypium barbadense, Gossypium hirsutum), khoai lang
(Ipomoea batatus), sin (Manihot esculenta), ca phé (Coffea spp.), dira (Cocos nucifera),
dua (Ananas comosus), cdy cam chanh (Citrus spp.), cdy ca cao (Theobroma cacao), cay
ché (Camellia sinensis), chudi (Musa spp.), bo (Persea americana), sung My (Ficus
casica), 6i (Psidium guajava), xodi (Mangifera indica), 6 liu (Olea europaea), du du
(Carica papaya), diéu (Anacardium occidentale), mic-ca (Macadamia integrifolia), hanh
nhan (Prunus amygdalus), ci cai dudng (Beta vulgaris), mia (Saccharum spp.), laa mach,

cdy lia mach barley, céc loai rau, cdy canh va céy 1a kim.

Céc loai rau bao gdm ca chua (Lycopersicon esculentum), xa lach (vi du, Lactuca
sativa), ddu xanh (Phaseolus vulgaris), dau ngy (Phaseolus limensis), dau (Lathyrus spp.),
va céc loai cay thudc chi Cucumisnhu dua chudt (C. sativus), dua vang (C. cantalupensis),
va cy dua huong (C. melo). Céc loai cdy canh bao gdm ciy db quyén (Rhododendron

spp.), ti cAu (Macrophylla hydrangea), dam but (Hibiscus rosasanensis), hoa hdong (Rosa
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spp.), tu-lip (Tulipa spp.), thily tién (Narcissus spp.), da yén thao (Petunia hybrida), cAm
chuéng (Dianthus caryophyllus), trang nguyén (Euphorbia pulcherrima), va cac loai hoa

cuc.

Cac céay la kim c6 thé dugc sir dung trong thi nghiém theo sang ché bao gdm, vi du,
céc loai thong nhu thong loblolly (Pinus taeda), thong slash (Pinus elliotii), thong
ponderosa (Pinus ponderosa), thong lodgepole (Pinus conforta), va thong Monterey
(Pinus radiata); Linh sam (Pseudotsuga menziesii); ciy doc can (Tsuga canadensis); Sitka
spruce (Picea glauca); cdy cu ting (Sequoia sempervirens); cac 10ai linh sam nhu linh sam
bac (4bies amabilis) va linh sam balsam (4bies balsamea); va cac cay tuyét ting nhur tuyét
tung d6 (Thuja plicata) va tuyét ting vang Alaska (Chamaecyparis nootkatensis). Theo
cac phuong an cu thé, cac loai cdy clia sing ché 12 céc loai cdy trong ndng nghiép (vi dy,
ngd, ¢ linh lang, hudng duong, Brassica, dau tuong, bong, cdy rum, lac, laa mién, laa mi,

ké, thubc 14,.. .). Theo cac phuong an khéc, cdy ngod hodc dau tuong da duoc st dung.

Nhitng vi du dudi day duogc duara dé minh hoa, nhung khong gi6i han viéc thuc
hién sang ché trong nhitng vi du ndy.
Vi du thye hién sang ché
Vi du 1: Tao ra cac dot bién c6 kha nang khang glyphosat tir AIP0069.
Gio6i thiéu

Céc tac nhan sinh hoc dang dugc st dung trong ndng nghiép dé giam rti ro va
ting san lwong mua mang. Mot dac tinh quan trong cla nhing tac nhan sinh hoc nay la
chung phai twong thich v6i cac chét hoéa hoc ciing c6 thé duge st dung trong trong trot
quy mo thuong mai. Glyphosat 1a mot loai thude diét cé hoa hoc chiém t6i khoang 25%
thi truong thude diét ¢d toan cu va dugc st dung khoang 200 tri¢u pao mdi nam. Loai
thube diét ¢é nay ngin can hoat dong clia enzym tbng hop 5-enolpyruvylshikimat-3-
photphat (EPSPS) xtic téc cho mot budc trong qué trinh sinh tdng hop axit aminaromatic
trong cac cay trong va nhiéu loai vi khuén. Theo cach nay, glyphosat lam gidm kha néng
sbéng s6t clia c4c sinh vat gém bét ky tac nhan kiém soat sinh hoc nao phu thudc vao
EPSPS, va diéu nay da duoc ghi lai dé cai bién quin x4 vi sinh vét trong thuc vat. Béo
c40 ndy md tad viéc dwa thanh cong kha nang dung hoa glyphosat vao chung
Pseudomonas flourescens, mot chung da dugc sir dung trong kiém so4t sinh hoc dbi véi

mdt vai ngudn gy bénh cho thuc vét quan trong tir nim, gdbm Pythium va Rhizoctonia,
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cac tac nhan gay bénh trong t6 hop bénh “chét rap cdy con” rit nghiém trong trong ndng
nghiép. Ngoai viéc ting cuong tinh twong thich vai cac chit hoa hoc ciia tac nhan kiém
soat sinh hoc nay, viéc dua vao dic tinh dung hoa véi glyphosat s€ mang lai thém nhiéu

thuan loi cho viéc san xuat thuong mai.

Bén canh vi du vé glyphosat dugc dua ra & day, cac chit hoa hoc khac st dung
trong ndng nghi€p ¢o thé ngan chin sy sinh trudng cua tac nhan kiém soét sinh hoc
mong doi hodc cua loai vi khuin thuc ddy sinh trudong cay trong. Cac vi du bao gbdm
thube diét co glufosinat (chét trc ché tong hop glutamih), thube diét co sulfonylure va
imidazolinon (cac chét tc ché tong hop axit amin mach nhanh) va cic chét khang sinh

streptomyxin, oxytetraxyclin va kasugamyxin.
Vit liéu, phuong phép va két qua

Chung vi khuin kiém soét sinh hoc Pseudomonas flourescens AIP0069 dugc
danh dAu vao céc dia thach chira glyphosat 0 hodc 5 mM. Moi truong co ban gbm 11,3
g Na;HPO47H20, 3 g KHaPOs, 1 g NH4Cl, 10 g mononatri glutamat, 31 g mat ri dudng,
493 mg MgS047H,0, 50 mg ZnSO+7H,0, 5 mg FeSO+#7H20, va 0,3 g thiamin trong
mot lit nuée khit ion. Khi khong c6 glyphosat, rét nhidu khudn lac ¢6 thé nhin thay dugc
sau khi 0 qua dém & nhiét do 25°C. Khi thém vao glyphosat 5 mM, khong nhin thiy
khuAn lac nao sau qua trinh 0 twong ty, tuy nhién sau khi u thém vai ngay thi cé thé thdy
mdt vai khuan lac xuét hién. Nhitng khuén lac nay dugc phan 14p va sinh truong trong
mdi trudng chit 1ong & cac ndng d6 glyphosat khac nhau. Mot khuén lac phan lap, tén
1a GlyphR1, c6 kha nang khang glyphosat cao hon muoi 1An so v&i ching bd me 14
AIP0069 (Fig. 1). Ching cai tién nay dugc mong dgi 12 s& c6 kha ning canh tranh cao
hon, va do d6 hiéu qua hon nhu mot chét kiém soét sinh hoc, so véi AIP0069 hodc cac
chuing nhay véi glyphosat tuong tu trong cac hé théng nong nghiép ma glyphosat c6
trong dit va cic ciy trong. Tuong tu, glyphosat cling c6 thé duoc sir dung nhu mot tac
nhan chon loc trong qué trinh san xuét, tao ché pham va/hodc luu trit chung nay dé ngan

ngilra qua trinh nhiém céc vi khuén khAc.
Vi du 2: Hoat tinh kiém soat sinh hoc cta cac dot bién khang glyphosat

Céc vi khudn d3 dugc tiém vao 50 ml méi truong nudc thit gbm 11,3 g
Na,HPO47H,0, 3 g KH2PO4, 1 g NH,Cl, 10 g mononatri glutamat, 30 g mat ri dudng,
493 mg MgSO047H,0, 50 mg ZnSO47H,0, va 5 mg FeSO4 7TH>0 trong mot lit nude khie
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ion. Céc giéng cdy dugc sinh trudng trong cac binh c6 vach ngén 250 ml trong mdt may
u lac & 28C, 250 vong/phut trong 2 ngay. Cac té bao dugc thu lai bang may ly tim &
3500 xg trong 10 phut. Nhitng tap chét ndi trén bé mat nudi ciy bi loai bd va céc té bao
duoc cho lo ling trd lai trong nudce khir ion vO trung dén dung tich cua céac gibng cay
ban dau. AIP0323, mot dot bién ctia ATP0069 khong c6 hoat tinh khéng nim, da dugc

dua vao nhu mot tdc nhan kiém soét &m tinh.

Hat lta nhiém Rhizoctonia solani dugc tao ra nhu mo ta trude day (K.A. Holmes
va D.M. Benson, 1994. Evaluation of Phytophthora parasitica var. nicotianae as a
biocontrol for Phytophthora parasitica on Catharanthus roseus. Plant Disease 78:193-
199.) Hat lia nhiém bénh dugc nghién nhé trong mot hdn hop va duge sang loc qua ray
#10 (rdy c6 16 2 mm). Hat da nghién nhé dugce tron vao moi truong ndy mam & ti 18 2g

trén 1 lit nudec.

Céc hat bong nugce dugc trong trong moi trudng nay mam nhiém bénh trong céc
khay c¢6 nut ¢& 402, duge xtr Iy v6i 0,3 ml vi khuin dugc tao huyén phu lai trong mot
nat va sinh trudng trong didu kién nha kinh tiéu chuan. C6 hai mau cho mdi thi nghiém
v6i 20 ndt trong mot mau. Sb luong ciy gidng con khée manh dugc danh gid sau hai
tudn. Dt liéu & bang 1 dudi day biéu thi cac nhém khang glyphosat khac nhau AIP0404
va AIP1620 c6 hoat tinh khang nAm manh, so sanh v6i chung gbc ban dau 1a ATP0069.

Béang 1
Kidu xir Iy % :ﬁy giéng}con khoe man%l
Mau 1l | Mau2 | Trung binh

Déi chimg khong tiém 90 90 90

Dbi chimg c6 tiém 15 20 17,5

C6 tiém + AIP0069 75 80 77,5

C6 tiém + AIP0323 10 15 12,5

C6 tiém + AIP0404 75 80 77,5

C6 tiém + AIP1620 80 75 77,5

Chung kiém soét sinh hoc ¢ thé duoc st dung dé kiém soat bénh dém ngon
Fusarium, bénh ri sit dau nanh (Asian soybean rust), Rhizoctonia, Botrytis, Pythium,

bénh turf, va nhitng bénh twong tu.
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Vidu3

Céac gen mi héa enzym EPSPS c¢6 kha nang dung hoa glyphosat c6 thé thu duoc
tir cac loai vi khuén khac nhau (A. Schulz et al, 1985. Differential sensitivity of bacterial
5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase to the herbicide glyphosate. FEMS
Microbiology Letters, 28:297-301). Dac biét, cic gen EPSPS tir Agrobacterium
tumefaciens CP4 (G.F. Barry et al, 1992. Inhibitors of amino acid biosynthesis:
Strategies for imparting glyphosate tolerance to crop plants. p. 139-145. In B.K. Singh
et al. (¢.) Biosynthesis and molecular regulation of amino acids in plants. Am. Soc. Plant
Physiologists, Rockville, MD), va Arthrobacter globiformis (C.L. Peters et al, 2010,
GRG23 va GRGS51 genes conferring herbicide resistance. US patent 7,674,958), 1a déu

¢6 tinh khang cao.

Mot gen phu hgp duge nhéan 1én bing k¥ thuat PCR hodc tong hop nhan tao dung
cac k¥ thuat trong tinh trang k¥ thuat da biét. Khung doc mé dugce tao dong vao vecto
plasmit pKK223-3 (Pharmacia) giita diém khéi dau tacl va diém két thuc phién ma rrnB.
Piém khéi ddu zacl biéu thi co ban clia céc gen trong gidng Pseudomonas. Céc chudi
ADN thudc bd gen ctia chung AIP0069 dugc gén vao mdi bén cua cat-xet trinh tuy khoi
du — gen — diém két thiic dé ti t hop twong Gng truc tiép vao nhiém sic thé ATP0069.

Plasmit thu dugc duge chuyén tir E. coli vao Pseudomonas flourescens AIP0069
bing cach tiép hop, mot cong nghé dugc biét rd trong tinh trang k¥ thuét, va chon loc
trong moi trudng xéc dinh chira glyphosat 100 mM. Plasmit chira diém khoi dau sao
chép colE1 cta loai vat chi gi6i han va do d6 khong thé sao chép trong Pseudomonas.
Céc khuén lac khang glyphosat s& thu dugc khi cat-xet trinh tu khoi d4u — gen — trinh tur
két thuc duge gan vao nhiém séc thé ciia Pseudomonas bang cach téi t6 hop twong dong.
Céc trao dbi chéo don (trong trudng hgp toan bd plasmit dugce dua vao nhiém séc thé)
dugc phéan biét vdi céc trao ddi chéo kép (trong trudng hop chi c6 cat-xet mong mudn
gbm trinh tu khéi d4u — gen — trinh tu két thiic duoc dua vao) bang k¥ thuat PCR, phuong
phap thim tach Southern, hodc cac k¥ thuat khac da dugc biét dén trong tinh trang k¥

thuat. Mot hién tugng trao d6i chéo kép da duge chon loc dé st dung.
Vidu4

Gidng cdy khoi dong AIP1620 duge tiém tir cac khuén lac trén céc dia thach
Luria va dugc sinh trudng trong mdi truong nudc thit NBY 0,1X (0,8 g bot thit dinh
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dudng Difco va 0,5 g bot chiét xuit nAm men trén mot lit nugc khir ion) va sinh trudng
& 28°C, 250 vong/phut. Gibng cdy dugc sinh trudng trong moi trudng nudc thit chia,
trong mot it nuge khir ion: 11,3 g Na;HPO47TH20, 3,0 g KH2POq4, 1,0 g NH4Cl, 10 g
mononatri glutamat, 3,0 g mat ri duong, 0,49 g MgSO4+7H20, 50 mg ZnSO4+7H,0, 5 mg
FeSO47H0 va axit hydrocloric vira dit dé diéu chinh d pH dén khoang 6,2. Nam muoi
ml nuéc thit duge dua vao binh nudi cdy c6 vach ngdn 250 ml, tiém 0,5 ml gibng cdy
khoi dong va u & 28°C, 250 vong/phut. Gibng cdy duogc tiém vao & nhiéu thoi diém khac
nhau va sau d6 duoc thu hoach ddng thoi véi gibng cdy thu hoach dugc tir cac lan 0 &
15, 24, 33, va 43 gid. Bén muoi ml mdi gibng cdy duoc thu hoach bang ly tAm. Moi
truong nudce thit nuoi ciy timg dugc st dung da bi loai bd va céc té bao duogc cho duogc

tao huyén phu lai trong nude khir ion & ndi hap dén 40 ml thé tich cubi cuing.

Chét ching c6 nim duoc diéu ché bang phuong phép hat lta da dugc Holmes va
Benson md t& (K.A. Holmes and D.M. Benson, 1994. Evaluation of Phytophthora
parasitica var. nicotianae for biocontrol of Phytophthora parasitica on Catharanthus
roseus. Plant Disease, 78:193-199.). Hat lua nhiém bénh dugc nghién nho trong mot hén
hop va dugc sang loc qua rdy #10. Chét chiing nay dugc tron vao hdn hop ndy mam siéu

min Fafard ¢ ti 16 1,0 g trén 1 lit.

Hdn hgp nay mam da tiém duge cho vao 392 khay cam trong nha kinh (Landmark
Plastic Corporation, Akron, OH) va mt hat béng nuge duge trdng vao mdi o. Huyén
phu té bao AIP1620 duoc st dung & ti 1€ 0,3 ml trén mdi té bao. Cac hat duoc cho nay
mam trong diéu kién nha kinh tiéu chudn. C6 3 mAu cua mdi kiéu xt Iy véi 20 t€ bao
trén mot mau. Sau 10 dén 14 ngay, cic thi nghiém duoc tinh diém bang cach dém sb
lugng cac ciy con khée manh trong mdi kiu xu ly. Két qua dugc tom t4t trong bang 2
dudi day.

Béang 2. Bidu hién cua cac té bao AIP1620 trong thi nghiém cho hat nay mam trong

nha kinh
R e ae A S6 cay con song sét (trong so 20 cdy)
Kicu xir ly Thot gian nuox cay Gia tr?trung bir%h Do léch chudn
Ddi chimg khong tiém | khong xac dinh 15,0 0,0
Péi chung cé tiém khéng xac dinh 2,7 1,2
AIP1620 15 gio 6,3 1,2
AIP1620 24 gio 13,3 4,6
AIP1620 33 gio 15,0 0,0
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| AIP1620 | 44 gidy l 14,7 \ 25 |
Vidu 5

Céc thi nghiém trong nha kinh véi té bao AIP1620 duoc thuc hién trong vong 10
thang. V&i mdi thi nghiém, gidng cdy AIP1620 dugc sinh truéng, thu hoach va cho dugce
tao huyén phu lai trong nu6e khit ion & ndi hdp nhu dugc md ta trong vi du 4 trong thoi
gian nudi ciy khoang 24 gio. Cac thi nghiém nay mam trong nha kinh cling dugc thyc
hién theo md ta trong vi du 4, nhung ti 1¢ chét chung R. solani khéc nhau tir 0,25 dén
1,0 g hat Iua duogc nghién nho trén mot lit hdn hop nay mam, tity thudc vao thi nghiém.
Két qua thu dugc tir 17 thi nghiém dugc néu trong bang 3 duoi day va minh hoa su biéu

hién théng nhét ctia AIP1620 trong kidm soat bénh chét rap cay con.

Bang 3. Biéu hién cua cac té bao AIP1620 trong céc thi nghi¢ém cho hat nay mam

trong nha kinh
S& cay con sbng sot (trong s6 20 cay)
Thi nghiém | péi ching khong tiém | Péi ching duge tiém | Pugc tiém va c6 AIP1620

Trung binh SD Trung binh SD Trung binh SD
1 17,0 1,0 1,3 0,6 11,3 2,5
2 17,3 2,5 9,0 1,0 17,3 2,1
3 14,0 0,0 2,0 1,0 16,7 2,3
4 12,3 1,5 1,7 1,5 13,3 3,1
5 18,4 1,1 3,8 1,8 16,8 1,3
6 16,4 1,7 2,6 2,1 13,6 2,5
7 16,6 1,1 2,8 1,3 15,8 1,3
8 19,7 0,6 3,0 1,0 17,3 0,6
9 19,0 1,0 3,7 1,5 15,7 1,2
10 16,3 0,6 1,7 2,1 15,7 0,6
11 18,5 0,7 2,0 0,0 14,5 0,7
12 18,0 1,0 3,0 3,0 16,3 0,6
13 18,8 1,9 3,8 2,1 17,0 0,8
14 17,0 0,0 3,5 0,7 15,5 0,7
15 18,6 1,1 4,8 1,3 14,8 2,8
16 19,5 0,6 3,5 2,5 18,5 1,5
17 18,0 0,0 1,0 1,7 15,3 0,6

Vidu 6

Nam muoi gam hdn hgp nhio cta té bao AIP1620 dugc tron v6i 50 g bot dat sét
atapungit Min-U-Gel 400 hodc Min-U-Gel 200 (Active Minerals International, LLC,

Sparks, MD) dugc lam kho t6i mire hoat tinh ctia nudce thép hon 0,3. Mot ph?m ctia mdi
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ché pham duge gitt & 4°C va phdn khac duge gitt & 22°C. Kha ning song s6t clia nhing
ché phdm nay duoc kiém tra tai nhidu thoi diém khac nhau bing cach 1am loang va ket
qué duge néu trong bang 4 dudi day. Sau 21 ngay cét giir, cac mau tirng dugc gitr ¢ 4°C
dugc kiém tra trong thi nghiém cho hat nay mam trong nha kinh va thdy c6 hoat tinh

khang nim chdng lai Rhizoctonia solani.

Bang 4: Su tdn tai ctia cc té bao AIP1620 trong ché pham khi giit & nhiét do 4°C hogc

22°C
, Céc don vi hinh thanh khuén lac trén 1 gam AIP1620
Ché pham sau khi bao quan trong thoi gian
2 tudn 4 tuan 20 tuan
Min-U-Gel 400 giit & 22°C 5,4 x 107 2,0 x 10° <2,0x10*
Min-U-Gel 400 giit & 4°C 1,3 x 108 3,5x 108 Khong kiém tra
Min-U-Gel 200 giit & 22°C 8,2 x 108 3,7 x 108 72 x 10°
Min-U-Gel 200 giit & 4°C 1,8 x 1010 9,0 x 10° Khéng kiém tra
Vidu7

Mot traim gam hdn hop nhéo cia té bao AIP1620 dugc tron véi 20 g canxi silicat
tbng hop (MicroCel E, Imerys Filtration Minerals, Lompoc, CA) st dung méy ché bién
thyc phdm. Nguyén liéu thu dugc chira 2,7 x 10'° don vi hinh thanh khudn lac trén 1
gam (CFU/g) AIP1620, nhu duoc xdc dinh bang cach pha loang. Nguyén liéu nay dugc
lam khé & 40°C t&i mic hoat tinh ctia nuée thdp hon 0,30 & thoi diém chia 1,4 x 10°
CFU/g AIP1620. Ché phdm dang bt khd duge bao quan trong céc tii nhd c6 hut chén
khong & 22°C. Sau 85 ngay, bdt chira 1,1 x 105 CFU/g ATP1620 va c6 hoat tinh khang
nam véi Rhizoctonia solani nhu duge x4c dinh qua thi nghiém cho hat nay mam trong

nha kinh.
Vidu 8

Mot trim gam hdn hgp nhéo cia té bao AIP1620 dugc tron voi 5g glyxerol va
20 g canxi silicat tdng hop st dung may ché bién thuc pham. Nguyén liéu thu dugc chira
5,7 x 101! CFU/g AIP1620, nhu dugc xac dinh bang cach pha loang. Nguyén liéu nay
da dugc 1am kho & 40°C t6i mure hoat tinh cia nude thép hon 0,30 & thoi diém chura 3,1
x 10° CFU/g AIP1620. Ché phim dang bot khd duge bao quan trong céc tii nho c6 hit
chan khong & 22°C. Sau 61 ngay, bot chira 6,2 x 108 CFU/g AIP1620 va c6 hoat tinh
khang ndm v&i Rhizoctonia solani nhu dugc xéc dinh qua thi nghiém cho hat nay mam

trong nha kinh.
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Vidu9

M6t tram gam hdn hop nhdo cia té bao AIP1620 duoc tron v6i 5 g dudng
trehaloza va 20 g canxi silicat tdng hop str dung mot may ché bién thuc phdm. Nguyén
liéu thu duoc chira 5,7 x 10! CFU/g AIP1620, nhu dugc xac dinh bang cich pha lodng.
Nguyén liéu nay da duoc lam kho & 40°C t&i mirc hoat tinh ciia nuéc thap hon 0,30 &
thosi didm chira 4,0 x 108 CFU/g AIP1620. Ché pham dang bot kho dugc bao quan trong
cac tai nhé c¢6 hit chan khong & 22°C. Sau 54 ngay, bot chira 2,7 x 107 CFU/g AIP1620.

Vidu 10

Bén gam gdm xanthan dugc cho phan tin vao 4 g dau dau nanh. Hon hop thu
duoc két hop v6i 100 g hdn hop nhao cia té bao AIP1620 va cho dic lai trong khoang
5 phut ¢ nhiét do phong. Hon hop dic nay duoc pha trdn vao 20g canxi silicat tdng hop
stt dung méy ché bién thuc pham. Nguyén ligu thu duge chira 9,4 x 10'' CFU/g AIP1620
va dugc chia thanh hai phan 50 g. Mot phan dugce lam kho & 40°C t6i muc hoat tinh cua
nuéce thip hon 0,30 & thoi diém chira 7,0 x 10® CFU/g ATP1620.

Phin con lai duoc 1am khd véi gel silica ¢ nhiét do phong téi mic hoat tinh cia

nuée <0,10 & thoi diém chia 1,18 x 10'° CFU/g AIP1620.
Vidu 11

Nim ché phém khac nhau duogc diéu ché dic biét nhu mo ta trong vi du 4, trén
day, st dung céc ta dugce va ti 1é nhu duoc néu trong bang 5, dudi day. Nhitng ché pham

nay dugc lam kho & 40°C t6i murc hoat tinh ctia nuée nho hon 0,30 va dugc gilt & 4°C.

Chét ching bao gém ndm duoc diéu ché bing phuong phép hat lua da dugc
Holmes va Benson md ta (K.A. Holmes and D.M. Benson, 1994. Evaluation of
Phytophthora parasitica var. nicotianae for biocontrol of Phytophthora parasitica on
Catharanthus roseus. Plant Disease, 78:193-199.). Hat ltia nhiém bénh duogc nghién nho
trong mot hdn hop va dugce sang loc qua ray #10. Chét ching nay duoc trdn vao hén

hop nay mAam siéu min Fafard & ti 1€ 0,25 g trén 1 lit.

Hon hop di tiém dugc phén chia ra va AIP1620 trong ché phdm duoc bd sung
vao & ti 16 5 g trén mot lit. Hat bong nude dugce trdng vao cac hon hgp duge tiém va xtr

ly. Céc hat nay dugc nay mam trong diéu kién nha kinh tiéu chudn. Sau 10 ngay, céc thi

-31-



38816

nghiém duoc tinh di€m bang cach dém sb lugng cac ciy con song sot trong mdi kiéu xtt

ly. Cac két qua dugc tom t4t trong bang 6 dudi day.

Bang 5. Thanh phin ctia cac ché phim

Ché | Hon hop nhdo clia T4 duoc Hoat tinh ctia nude
pham t€ bao AIP1620 j cudi cung
50 g bot dat sét atapungit
A Ve Minugel 400 0,29
50 g bot dat sét atapungit
B 08 Minugel 200 0,28
50g bot dat sét atapungit
¢ 08 Agsorb 325 RVM 0,24
D 100 g 15 g silic oxit 21x2asnuoc Sipernat 0.26
E 100 g 15 g silic oxit Aerosil 200F 0,29
Bang 6. Biéu hién cia AIP1620 trong ché pham trong thi nghiém cho hat nay mam
| trong nha kinh
. 1 e \ \ Cay con song sot (trong 56 20 cay)
Xurly Thoi gian bao quan - Fe o binh | Do léch chuan
Doi chimg khong tiém | khong xéc dinh 19,7 0,6
DPoi ching duge tiém | khong xac dinh 3,0 1,0
Ché pham A 45 ngay 12,7 4,9
Ché pham B 45 ngay 9,0 6,2
Ché pham C 45 ngay 17,3 1,2
Ch¢ pham D 45 ngay 17,3 0,6
Ché pham F 45 ngay 11,7 2,1
Vidy 12

Mot s6 ché phém da duogc didu ché nhu mo ta trong vi du 4 dén 8, trén day, & cac
thoi diém khéc nhau. Thanh phan cta céc ché phdm khac nhau dugc chi ra trong bang
7, dudi diy. Sau khi lam kho dén mtc hoat tinh nudc bang 0,30 hodc thap hon, céc
nguyén liéu ché phim dugc gitt trong tai nho c6 hit chan khong va gitr & nhiét 4o 22°C.

Chét chung bao gbém ndm duoc didu ché bang phuong phéap hat lua di dugc
Holmes va Benson md ta (K.A. Holmes and D.M. Benson, 1994. Evaluation of
Phytophthora parasitica var. nicotianae for biocontrol of Phytophthora parasitica on
Catharanthus roseus. Plant Disease, 78:193-199.). Hat lta nhiém bénh duoc nghién nho
trong mot hdn hop va dugce sang loc qua ray #10. Chét chung nay dugc tron vao hdn

hop nay mam siéu min Fafard ¢ ti1¢ 0,25 g trén 1 lit.
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Hon hop da tiém dugc phén chia ra va AIP1620 trong ché phdm duoc bd sung
vao & ti 1€ 5 g trén mot lit. Vao cling ngdy, mdt miu phu ctia moi ché pham di duoc pha
loding dé xac dinh CFU/g AIP1620. Hat béng nudc dugce trdng vao cac hdn hgp dugce
tiém va xit Iy. Céc hat ndy dugc ndy mim trong diéu kién khi nha kinh tiéu chuén. Sau
10 dén 14 ngay, cac thi nghiém duoc tinh diém bang cach dém s lugng cac cdy con

khée manh trong mdi kiéu xir ly. Céc két qua duoc tém tit trong bang 8 dudi day.

Béang 7. Thanh phin ctia ché phdm

Ché | Hon hop nhédo cua £ . . Phuong phéap
phim | t€ bao AIP1620 Chat phu gia T duge lam kho
F 100 g Khong 20 g canxi silicat Lo 40°C
G 100 g 5 g glyxerol 20 g canxi silicat Lo 40°C
H 100 g Khong 50 g MinuGel 200 Lo 40°C
4 g gdm xanthan Nhi¢t 46
I 100 g 4 g ddu d4u nanh 20 g canxi silicat phopg, gel
silica
4 g gdm xanthan, - < 1m0
J 100 g 4 g dAu dau nanh 20 g canxi silicat Lo 40°C
4 g gdm xanthan, R P
K 100 g 4 g dau 6liu 20 g canxi silicat Lo 40°C
Bang 8. Bidu hién cita AIP1620 trong ché phém trong thi nghiém cho hat nay mam
trong nha kinh
Cay con’séng sot
i ¥ Thoi gian | CFU AIP1620 (trong so 20 cdy)
Y bao quan trén gam Gia tri trung Do 1§ch
binh chuan
Dbi chimg khong khong
dugc tiém xac dinh 18,3 0,6
boi ch_uAng duogc 1thI.1g 23 3.2
ti€m xéc dinh
Ché pham F 12 ngay 5,2x 108 5,7 2,5
Ché pham G 12 ngay 8,3x 10° 10,3 3,2
Ché pham F 18 ngay 8,0 x 10° 16,7 1,5
Ché pham G 18 ngay 3,4x10° 16,7 1,1
Ché pham H 25 ngay 5,7x10° 4,7 0,7
Ché pham I 39 ngdy 7,7x 10° 16,7 1,5
Ché phim J 39 ngay 1,3 x 107 8,0 1,7
Ché pham K 39 ngdy 3,6 x 108 53 1,5

Céc két qua nay cho thdy ring AIP1620 trong ché phdm duy tri kha ning séng

s6t va hoat tinh, tirc 1a kha nang bao vé cay gidng con chdng lai bénh chét rap cay con.
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Vidu 13

Nam muoi gam hdn hop nhéo cia t& bao AIP1620 dugc trdn véi 50 g bot dét sét
atapungit Min-U-Gel 400 hodc Min-U-Gel 200 (Active Minerals International, LLC,
Sparks, MD) dugc 1am kho téi mic hoat tinh nude thip hon 0,2, va gitt & 22°C. Kha
ning séng sét ctia nhitng ché phdm nay duoc kiém tra & nhiéu thoi diém khac nhau bang
cach pha lodng va cac két qua dugc chi ra trong bang 9 dudi ddy. Sau 21 ngay, ca hai
ché phim dugc kiém tra trong thi nghiém cho hat nay mam & nha kinh va thiy c6 hoat

tinh khang nam v&i Rhizoctonia solani.

Bang 9

Don vi hinh thanh khuén lac trén 1 gam
ATP1620 sau khi giit ¢ 22°C trong thoi gian

Ché pham 14 ngay 30 ngay 141 ngay
A: Min-U-Gel 400 1,3 x10° 3,5x 108 <2,0x 104
B: Min-U-Gel 200 1,8 x 108 9,0 x 107 7,2 x 10

Vi dy 14

Céc thi nghiém trong nha kinh dugc thuc hién dé minh hoa hiéu lyc cua AIP1620

trong vi€c kiém soat Botrytis cinerea.

Gidng cdy khéi dong AIP1620 duogc tiém tir céc khuén lac trén céc dia thach
Luria va dugc sinh truéng trong moi trudng nude thit 0,1X NBY (0,8 g bot thit dinh
dudng Difco va 0,5 g bot chiét xut nAm men trén mot lit nugc khir ion) va sinh truéng
& 28°C, 250 vong/phut. Cac gidng céy thu dugc sinh trudng trong moi truong nude thit
chira, trén mot lit nudce khit ion: 11,3 g Na;HPO47H20, 3,0 g KH,POs4, 1,0 g NH4Cl, 10
g mononatri glutamat, 3,0 g mét ri duong, 0,49 g MgS047H20, 50 mg ZnSO47H20, 5
mg FeSO47H,0 va axit hydrocloric vira di d& didu chinh pH dén mirc x4p xi 6,2. Nam
muoi ml moi truong nude thit duge dua vao binh nudi céy c6 vach ngén 250 ml, dugc
tiém vao 0,5 ml gibng cdy khdi dong va i & 28°C, 250 vong/phut. Cac gibng cdy dugc
tiem & céc thoi diém khéac nhau va sau d6 dugc thu hoach ddng thoi véi cac gidng chy
thu hoach & cac thoi diém G 15, 24, 33 va 43 gio. Bén muoi ml gibng cdy dugc thu
hoach bang ly tAm. M6i truong nude thit nudi ciy ting dugc st dung da bi loai bd va
cac té bao duge cho dugce tao huyén pht lai trong nu6e khir ion & ndi hap dén 40 ml thé

tich cudi cung.
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Botrytis cinerea dugce sinh trudng trong moi truedng nude thit c6 duong dextroza
khoai tay trong 1 dén 2 tudn ma khong lic. L6p soi ndm thu duoc bi loai bo ra khoi moi
trudong nudce thit va 1am cho d6ng nhét trong nuéc khir ion & ndi hip dé tao thanh chét

chung dang 16ng.

Dau tay tréng theo phuong phap hitu co duge mua tir chg dia phuong. Nhing
qua sach dugc chon loc va ngdm vao chét chung chira B. cinerea trong 2 dén 3 gidy, sau
d6 dé khé trong 60 phut trudce khi xur ly. Xu Iy AIP1620 dugc ap dung bang cach ngam
qua dugc tiém vao huyén phi té bao trong thoi gian tir 2 dén 3 gidy. Qua sau d6 duge
dwa vao céc thing chira bang nhya v6i khan gidy 4m dé duy tri do 4m va gitt & nhiét do
phong trong 72 dén 84 gid. C6 14 mau (dang qua mong) trong mdi kiéu xir ly. Mdi loai
qua mong dugc udc lugng ti 18 theo thang danh gia mirc do nguy hai nhin thay duoc
gdm 0 = khéng giy hai, 1= 25%, 2 = 50% nguy hai, 3 = 75% nguy hai, va 4 = 100%
(trc 13, d6 bao pht hoan toan cta nam trén qua mong). Cac két qua dugc tom t4t trong

bang 10 dudi day.

Bang 10. Kiém so4t sau thu hoach v6i bénh Réu Xam trén cdy dau tay bang cac té bao

AIP1620
Xu ly Mtrc d6 nguy hai nhin thay dugc
Doi chimg khong ti€ém 3,1
Doi chimg dugc tiém 3,3
Tiém bd sung AIP1620 0,7

Vidu 15

Céc thi nghiém trong nha kinh duoc thuc hién dé minh hoa tinh hiéu qué cua
AIP1620 trong viéc kiém soat bénh chét rap ciy con giy ra boi mot loai ngudn gay bénh

cay 1a mébc nudc Pythium aphanadermatum.

Gibng ciy khoi dong AIP1620 dugc tiém tir cic khuén lac trén cac dia thach
Luria va dugc sinh trudng trong mdi trudng nudce thit 0,1X NBY (0,8 g bot thit dinh
dudng Difco va 0,5 g bot chiét xuit nAm men trén mot lit nugc khir ion) va sinh truéng
& 28°C, 250 vong/phut. Gidng ciy duogc sinh trudng trong mdi trudong nude thit chira,
trong mot lit nude khir ion: 11,3 g NayHPO47H,0, 3,0 g KH2PO4, 1,0 g NH4CL, 10 g
mononatri glutamat, 3,0 g mat ri duong, 0,49 g MgSO47H20, 50 mg ZnSO47H>0, 5 mg
FeSO47H,0 va axit hydrocloric vira du dé didu chinh d6 pH dén khoang 6,2. Nam muoi

ml mdi truong nude thit duge dua vao binh nudi ciy c6 vach ngan 250 ml, tiém 0,5 ml

-35-



38816

gibng cdy khéi dong va i & 28°C, 250 vong/pht. Gibng ciy dugc tiém vao & nhiéu thoi
diém khéac nhau va sau d6 dugce thu hoach déng thoi voi giéng céy thu hoach duoc véi
cac 1an 1 & 15, 24, 33, va 43 gid. Bdn muoi ml mdi gidng cdy duoc thu hoach bang ly
tam. Moi trudng nudce thit timg dugce st dung da bi loai bo va cac té bao duge cho duogc

tao huyén phu lai trong nude khir ion & ndi hip dén 40 ml thé tich cubi ciing.

Chét chung P. aphanadermatum dugc didu ché biang phuong phéap hat loa da
duoc Holmes va Benson md ta (K.A. Holmes and D.M. Benson, 1994. Evaluation of
Phytophthora parasitica var. nicotianae for biocontrol of Phytophthora parasitica on
Catharanthus roseus. Plant Disease, 78:193-199.). Hat lua nhiém bénh duoc nghién nho
trong mot hon hop va duoc sang loc qua ray #10. Chét ching nay dugc tron vao hdn
hop ndy mam siéu min Fafard ¢ ti 16 6,0 g trén 1 lit. (thi nghiém 1 — 4) hodc 7,0 g trén
mot lit (thi nghiém 5).

Hdn hop nay mam da tiém duge cho vao 392 khay cAm trong nha kinh (Landmark
Plastic Corporation, Akron, OH) va mét hat bong nuée duge trdng vao mdi 6. Huyén
phu té bao AIP1620 duoc st dung & ti 1€ 0,3 ml trén mdi té bao. Cac hat dugc cho nay
mam trong diéu kién nha kinh tiéu chun. C6 2 hodc 3 mau ciia mdi kiéu xtt ly véi 20 té
bao trén mdt mAu. Sau 7 dén 17 ngay, cac thi nghiém dugc tinh diém bang cach dém sb
lugng céac cdy con khde manh trong mai kidu xtr ly. Két qua dugc tom tit trong bang11
dudi day.

Bang 11. Kiém soét bénh chét rap cay con Pythium bing céc té bao ATP1620 trong thi

nghiém cho hat nay mam trong nha kinh.

Céc gia tri c6 do 1éch chun +/- trung binh.

Cay con song sot (trong s6 20 cay)
Kiéu xir ly Thi nghiém 1 | Thi nghiém 2 | Thi nghiém 3 | Thi nghiém 4 | Thi nghiém 5
Doi chimg | o0y 14 |185+07 | 175407 16,5+ 0,7 17,3+ 0,0
khong tiém
boi - chimg| 5000 |105507 |90+ 14 8,5+ 0,7 10,7+ 0,7
duogc tiém
Tiém b6 sung

- + 4 -

AIP1620 17,0+ 1,4 15,5+ 2,1 13,5+ 2,1 12,5+ 0,7 16,3+ 0,7

Vi du 16. Kiém soat bénh ri sit bing AIP1620

Céc té bao AIP1620 duoc tao ra nhu mo ta trong céac vi du truée. Phakopsora
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pachyrhizi duge sinh trudng trén céc cdy dau nanh d& bi tén thwong va bao t ri dugce
thu hoach br:ing cach hut chin khong tlr cac 14 bi nhiém bénh ma cac ndt myn méi nha
lén 13 rang (Twizeyimana, M., and Hartman, G. L. 2010. Culturing Phakopsora
pachyrhizi on detached leaves and urediniospore survival at different temperatures and

relative humidities. Plant Disease 94:1453-1460).

Céc cdy d4u nanh Williams 82 duoc sinh truong trong céc khoang sinh trudng
thuc vat stt dung cac k¥ thuat da biét trong tinh trang k§ thuat. Khi cac cdy ¢ giai doanV3,
ba 14 chét dau tién mo rong hoan toan duge phun cac té bao AIP1620 dang huyén phu,
thudc diét nAm hoa hoc chuin, hoic nuéc khtr ion (déi chirng dugc tiém). Mot ngay sau
céc 14 duoc tiém véi huyén phi bao tir ri P.pachyrhizi (1 x 10° /ml). Ca chat dé chung
va chfmg/thuéc diét ndm déu dugce st dung nhd may phun gén v6i may nén khi. Céc cly
duoc duy tri trong khoang sinh truéng & do Am tuong dbi 95% voi chu ky hang ngay
odm 12 gidr séng va 12 gios ti twong g ¢ 21°C va 23°C. Sau hai tuan, méc do nghiém
trong cua bénh dugc danh gia bang cach dém sd lugng bao tir hinh thanh trong pham vi
vong c¢6 dudng kinh 1 cm duoc chon loc ngau nhién trén cac 1a dugc tiém. C6 3 mau
(ciy) cho mdi kiéu xir Iy va 3 bao tir dugc dém trong mdi miu. Céc két qua duoc héu
trong bang 12, duéi ddy va chimg minh rang viéc cip AIP1620 da kiém soat mdt cach

hiéu qué bénh ri sit gy ra bdi Phakopsora pachyrhizi.

Béang 12
Kiéu xur ly Bao tir dang hinh thanh trong vong c6 dudng kinh 1em
Doi ching dugc tiém 22,1
Hoba chat chuan 0,0
AIP1620 1,8

Vidu 17. AIP1620 tuong thich véi thudc diét ndm thuong mai

Kha ning sbng sot ctia AIP1620 dugce danh gia sau khi tron voi thudc diét nAm
thuong mai chung 3, mdi chiing chita mot thanh phan hoat tinh khéc nhau (bang 13).
Nong do thudc diét ndm da duoc chon loc dé tai tao nhitng chiing nay trong hdn hop
dién hinh cho ng dung ngoai tu nhién.

AIP1620 duoc sinh trudng trong 3 mL moi truong LB trong 6ng 10 mL trong
vong 24 git & 28°C, 250 vong/phut. Cac khéi té bao duoc thu hoach bang cach ly tim
va cho lo lang trong 3 mL dH>O. Chin trdm microlit huyén phu té bao duoc tron voi

100 microlit 10X thudc diét ndm va u & 28°C trong 5 phit hodc 120 phut.
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Bang 13. Thudc diét ndm hoéa hoc trong ché phdm

Nhan hi€u Thanh phan hoat tinh Nong d6 san phdm trén 100 mL)
Quadris Azoxystrobin 936 uL
Spectator Ultra 1,3 Propiconazol 1,87 mL
Subdue Maxx Mefenoxam 78,1 pL.

Sau khi @ v6i thudc diét ndm, céc té bao duoc thu hoach bang ly tim nhu dugc
mo ta trén day, cho dugc tao huyén pht lai trong nudc khir ion. Cac phan méu dai dién
dugc pha loing ra timg ky trong nudc khir ion, dat vao thach LB va u ¢ 28°C trong 2
ngay dung cac k¥ thuat da biét trong tinh trang k§ thuat. Khuén lac duoc dém va sb
lugng don vi hinh thanh khuén lac trén ml (CFU/ml) trong cac dung dich ban dau da
dém dugc. Dit liéu duoc chi ra trong bang 14 dudi ddy va minh hoa rang kha nang song
s6t cia AIP1620 khong bi 4nh hudng nghiém trong tir viéc tron v6i nhiing loai thube

diét nam ché pham nay.

Bang 14. Do sdng s6t clia cac té bao AIP1620 sau khi G v6i cac ché phdm thude nidm

trong hon hgp mo hinh
Thudc diét ndAm | CFU/mL sau thoi gian U
5 phut 120 phut
Nude (ddi chimg) | 3,70 x 10° | 8,67 x 10
Quadris 4,50 x 10° | 4,87 x10°
Spectator 233x10° [2,17x10°
Subdue 4,67x 10° |3,63x10°

Vi du 18. Danh gia hoat tinh bao vé cua hdn hop AIP1620 va thubc diét ndm chéng lai
bénh ri sit gdy ra béi Phakopsora pachyrhizi.

Vi khuén duoc tiém vao 50 ml moi truong nude thit chira 11,3 g Na;HPO47H20,
3 g KH,PO4, 1 g NH4Cl, 10 g mononatri glutamat, 30 g mat ri duong, 493 mg
MgS04+7H20, 50 mg ZnSO47H,0, and 5 mg FeSO#7H,O trén mot lit nudc khir ion.
Céc gibng cdy dugc sinh trudng trong cac binh c6 vach ngan 250 ml trong may u lic &
28°C, 250 vong/phut trong 2 ngay. Cac té bao thu dugc biang ly tim & 3500 xg trong 10
phut. Nhing chét ndi trén mit bi loai bd va céc té bao duoc cho dugc tao huyén phu lai
trong nudce khir ion vO trung dén thé tich cua céc gidng cdy ban diu. AIP0323, dot bién

cia AIP0069 khong co6 hoat tinh khang nam, duoc dua vao lam ddi chimg am.

Bao t ri ctia Phakopsora pachyrhizi duge thu hoach bang cach hut chan khong

tir cac 14 nhidm nam c6 cac ddm mun méi nh 1én rd rang. Cac bao tir duge tao huyén
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phu lai trong nudc ¢ ndng d6 10°/mL va tiém vao cac 14 dau nanh da dugc tach roi nhu
sol khi st dung binh phun son dung cac phuwong phap da biét trong tinh trang k¥ thuat
(Twizeyimana, M., and Hartman, G. L. 2010. Culturing Phakopsora pachyrhizi on
detached leaves and urediniospore survival at different temperatures and relative

humidities. Plant Disease 94:1453-1460).

Céc hdn hgp clia céc té bao AIP1620 da dugc tao huyén phi lai trong nude va
cac thanh phén hoat tinh khéng nam duoc didu ché véi cac ti 1€ khac nhau gém 106, 107,
108, 10° hodic 1010 AIP1620 té bao/mL, dwgc tron v6i thanh phan hoat tinh khang nim
& ti 18 st dung ngoai tw nhién binh thuong1/10X, 1/3X, 1/2X, hodc 1X, dugc tinh toan
bing cach chuyén dbi ti 1& ngoai tu nhién tr nhan dugc cong bd thanh g/mL, dua vao

gia dinh v& ndng d6 xit trén mdt hecta hodic mau Anh.

Céc 14 dau nanh da tiém dugc xu ly tdc nhan kidm so4t sinh hoc & cac dd chuan
trén day, va véi thudc diét nAm & céc ti 1€ trén day, cling nhu v6i cac hdn hop cua tac
nhén kiém soét sinh hoc va thube diét nidm trong cac hdn hop khac nhau & cac do chuén
va ti 1& dic trung trén day. Thém vao d6, mot s6 14 dugc tach roi dugc tiém vao da khong
dugc xur 1y, hodc xtr Iy vi AIP0323 nhu cac dbi chimng. It nhét 3 14 nguyén ven (hodc
manh 14) dd dugc st dung cho mdi kiéu xi Iy tdc nhan kiém so4t sinh hoc, héa hoc, hoac
c& hai. Céc 14 tach roi dugc U trong d6 4m cao & cac khoang sinh trudng trong chu ky
12 gid sang, 21°C/12 gio tdi, 23°C. Sau thoi gian tir 10 dén 14 ngay, cac 1a dugc quan

sat va tinh diém theo sb luong bao tir quan sit duge trén 1 cm?.

Phuong trinh Colby dugc st dung dé x4c dinh cac hiéu qua khang ndm mong doi
tir cac hdén hop. (Xem Colby, S. R., Calculation of the synergistic and antagonistic
response of hebicides combinations. Weeds 1967, 15, 20-22, toan bd ndi dung da dugc
vién dan).

Phuong trinh dudi ddy duoc sur dung 8 tinh toan hoat tinh mong doi ctia cac hdn
hop chura céc thanh phan hoat tinh, A va B:

Hoat tinh mong dgi=A4+B—(4 xB/100)

A= hiéu luc quan sat dugc cta thanh phan hoat tinh A & cung ndng do khi duge

st dungtrong hdn hop;
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B= hiéu luc quan sat dugc cta thanh phén hoat tinh A & cung ndng @ khi duoc

st dung trong hdn hop.

Céc tuong tac hiép ddng dai dién, bao gdm céc ti 1 4p dung dugce sit dung va dan
t6i viéc kiém soat bénh duge quan sat va ghi lai nhu sau:

% DC=Phan trim kiém soat bénh

% DC Obs=Phan trim kiém so4t bénh quan sat dugc

% DC Exp=Phan trim kiém soat bénh mong doi

Heé sb hiép ddng=% DC Obs/% DC Exp
Vi du 19. Chon lgc quén thé chung kiém soat sinh hoc Pseudomonas flourescens
ATIP000069 c6 tinh khang glufosinat diét co.

50 microlit giéng ciy AIP000069, dugc sinh truong trong 0,5X LB trong 24 git
& 28°C, duoc trai trén cac dia chra moi truong M63 Bb sung véi 0 hodc 100 mM
glufosinat. Moi truong M63 bd sung chira 13,6 g KHoPOs, 9,92g CsHi2Os, 2g
(NH4)2804, 5,5 mg CaCly, 0,278mg FeSO47H20, va 10,16 mg MgCly6H,0 trén mot lit
nude khir ion. Khi khong c6 glufosinat nhiéu khuin lac quan sat duge sau khi u cic dia
trong 2 ngay & 28°C. Khi c6 glufosinat 100 mM khong co khuén lac ndo quan sat dugc
sau khi dugc U twong tu, tuy nhién, sau khi G thém vai ngay thi mot khuén lac don da
phét trién. Khuén lac nay danh d4u dé phan 1ap vao dia thach M63 chira glufosinat 100
mM. Khuén lac dugce phan 1ap duge dit tén 1a ATP050999. Sinh truong cua AIP050999
dugc so sanh v6i chung b me, AIP000069, va phién ban khang glyphosat ciia ching
AIP001620. Cac két qua dugc tom tit trong bang 15 dudi day.

Bang 15. Sinh trudng cta cac chiing trong moi truong thach M63 B6 sung véi sy ¢6

mit hodc khong cta glufosinat

Chiing Glufosinat 0 mM | Glufosinat 100 mM
ATP000069 +++ -
ATP001620 +++ -
AIP050999 +++ +++

T4t ca céc tai liéu cong bd va don xin cép patent dugc @& cap dén trong ban md
t4 nay duoc trinh bay ¢ mic do ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét
lién quan t6i sang ché co thé hiéu dugc. Tt ca cac cong b6 don va don xin cip patent
duoc két hop vao ban mo ta ndy bing cach vién dan ¢ pham vi gidng nhu mdi tai liéu
hodc don xin cAp patent doc 14p duoc chi ra mot cach cu thé va riéng 18 dé vién dan.

Maic du sang ché d& cap & trén da duge mo ta & mot mirc do cu thé nhét dinh bang
cac minh hoa va vi du nham muc dich 1am rd sy hiéu biét, r rang 1a nhiing thay ddiva

cai bién chic chén c6 thé dugc thuc hanh trong pham vi yéu cau bao hd kém theo.
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YEU CAU BAO HQ
1. Hop phin chira lugng hitu hiu cua (a) tdc nhan kiém soat sinh hoc bao gdbm chiing
sinh vat ¢6 s6 nop luu 1a NRRL No. B-50897, (b) chét diét nim; trong d6 hop phan nay

kiém soat nguén gdy bénh cho thuc vat.

2. Hop phén theo diém 1, chra lugng hitu hiéu cua (a) tac nhén kiém soét sinh hoc bao
gdm chiing sinh vat ¢ s6 nop luu 1a NRRL No. B-50897 va (b) prothioconazol,
azoxystrobin, fluopicolit, clorothalonil, hodc fosetyl; trong d6 hop phin nay kiém soat
ngudn gay bénh cho thyc vat.

3. Hop phén theo diém 1 hodc 2, trong d6 ngudn gy bénh 1a ngudn gay bénh ri st &
dau nanh.

4. Hop phan theo diém 1 hoic 2, trong d6 ngudn ndm gy bénh cho thyc vét bao gdm
n&m Rhizoctonia, ndm Pythium, nim Botrytis hodc nm Phakopsora.

5. Hop phan theo diém 1, bao gdm tic nhan kiém soat sinh hoc chita NRRL No. B-
50897 va (b) fenhexamit, flutriafol, difenoconazol, tebuconazol, tetraconazol,
pyraclostrobin, trifloxystrobin, propiconazol, fluoxastrobin, flutolanil, metconazol,
hodc metrafenon; trong do hop phén nay kidm soat ngudn gy bénh cho thuc vt.

6. Ché phdm chira tac nhan kiém soat sinh hoc NRRL No. B-50897, trong do6 ché pham
duoc didu ché dudi dang bdt ut, bui, hat, dich 16ng chira nuéc, hogc dich 1ong gbe dau,
va thc nhan kidm soat sinh hoc nay kiém soat ngudn giy bénh cho thyc vét.

7. Hat dugc phu chira hat va 16p phu trén hat, trong d6 16p pht chira tac nhén kiém soét
sinh hoc NRRL No. B-50897.

8. Hat dugc phu theo diém 7, trong d6 16p phu ndy cling chua it nhit mot thude trix sau,

thubc diét co, thudc diét nam, hodc thudc trir sdu.

9. Hat dugc phu theo didm 7, trong d6 16p phu ciing chtra prothioconazol, azoxystrobin,

fluopicolit, clorothalonil, hodc fosetyl.

10. Hat dugc phu theo didm 7, trong d6 16p phu ciing chira fenhexamid, flutriafol,
difenoconazol, tebuconazol, tetraconazol, pyraclostrobin, trifloxystrobin, propiconazol,

fluoxastrobin, flutolanil, metconazol, hodc metrafenon.
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11. Hat duoc phi theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 7 dén 10, trong d6 hat dugc phu
12 mot 14 mam hodc hai 14 mam.

12. Phuong phap trong cy bao gbm viéc trdng trong khu vuc trdng trot hat dugc phu
theo didm bét ky trong s6 cac diém tir 7 dén 11.

13. Phuong phap trong cdy bao gbm viée ap dung cho cay, khu vuc trong trot, hodc hat
v6i lugng hitu hi€u cta tdc nhan kiém soat sinh hoc chira NRRL No. B-50897, trong d6
lugng hitu hi€u kiém soat nAm thuc vat.

14. Phuong phép theo diém 12 hoidc 13, trong d6 thuc vat nay 1a mot 14 mam hoic hai
14 mam.

15. Phuong phép theo diém 13, trong d6 phwong phép cling bao gdm viéc ap dung lugng
hitu hiéu thudc trir sau, thudc diét co, thudc diét nam, hodc thudc trir sau.

16. Phuong phap theo diém 15, trong d6 tac nhan kiém soét sinh hoc va thudc trir sau,
thudc diét cé, thubc diét nam, hodc thudc trir sdu duoc ap dung déng thoi.

17. Phuong phép theo diém 15, trong d6 tac nhan kiém soat sinh hoc va thudc trir sau,
thubc diét co, thude diét nam, hodc thudc trir sdu dugc 4p dung lién tuc.

18. Phuong phép theo diém 15, trong d6 thudc diét ndm bao gébm prothioconazol,

azoxystrobin, fluopicolit, clorothalonil, hogc fosetyl.

19. Phuong phap theo diém 15, trong d6 thude diét nim bao gdm fenhexamid, flutriafol,
difenoconazol, tebuconazol, tetraconazol, pyraclostrobin, trifloxystrobin, propiconazol,

fluoxastrobin, flutolanil, metconazol, hodc metrafenon.
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