
 

 

 

BỘ GIÁO DỤC VÀ ĐÀO TẠO 

TRƯỜNG ĐẠI HỌC CẦN THƠ 

 

 

ĐOÀN THỊ KIỀU TIÊN 

 

 

 

NGHIÊN CỨU SỬ DỤNG THỰC KHUẨN THỂ 

TRONG PHÒNG TRỊ BỆNH THỐI HẠT TRÊN LÚA  

DO VI KHUẨN Burkholderia glumae 
 

 

 

LUẬN ÁN TIẾN SĨ 

CHUYÊN NGÀNH BẢO VỆ THỰC VẬT 

MÃ SỐ 62 62 01 12 

 

 

 

 

 

 

 2022  



 

 

BỘ GIÁO DỤC VÀ ĐÀO TẠO 

TRƯỜNG ĐẠI HỌC CẦN THƠ 

 

 

ĐOÀN THỊ KIỀU TIÊN 

MÃ SỐ NCS: P0315002 

 

 

 

NGHIÊN CỨU SỬ DỤNG THỰC KHUẨN THỂ 

TRONG PHÒNG TRỊ BỆNH THỐI HẠT TRÊN LÚA  

DO VI KHUẨN Burkholderia glumae 
 

LUẬN ÁN TIẾN SĨ 

CHUYÊN NGÀNH BẢO VỆ THỰC VẬT 

MÃ SỐ 62 62 01 12 

 

CÁN BỘ HƯỚNG DẪN 

 

PGS.TS. NGUYỄN THỊ THU NGA 

PGS.TS. TRẦN THỊ THU THỦY 

 

 

 

2022 



xv 

 

LỜI CẢM TẠ 

 

Để hoàn thành luận án Tiến Sĩ, ngoài sự nỗ lực của bản thân trong quá trình học 

tập, tôi còn nhận được sự hỗ trợ và giúp đỡ tận tình của quý Thầy, Cô và đồng nghiệp.  

Xin chân thành, đặc biệt bày tỏ lòng biết ơn sâu sắc đến: 

PGS.TS. Nguyễn Thị Thu Nga, người đã hướng dẫn, định hướng, hỗ trợ, tạo 

điều kiện và giúp đỡ tôi trong suốt quá trình nghiên cứu. Cô đã dành cho tôi nhiều thời 

gian, tâm sức, cho nhiều ý kiến, nhận xét quý báu để tôi hoàn thành luận án.  

PGS.TS. Trần Thị Thu Thủy, người đã tận tình hướng dẫn, chỉ dạy, góp ý và 

luôn quan tâm, động viên, nhắc nhở kịp thời để tôi có thể hoàn thiện luận án. 

Xin gửi lời cảm ơn chân thành đến: 

PGS. TS. Lê Văn Vàng, PGS.TS. Lê Việt Dũng và GS. Kaeko Kamei đã tạo 

điều kiện để tôi được tham gia vào dự án JICA, tạo điều kiện cho tôi sang Nhật để học 

tập nâng cao kiến thực chuyên môn, phục vụ cho nghiên cứu luận án; 

Chân thành gửi lời cảm ơn sâu sắc đến Ban Giám Hiệu trường Đại học Cần 

Thơ, Khoa sau Đại học, Khoa Nông nghiệp, phòng Đào tạo và các phòng ban chức 

năng khác của nhà trường đã tạo điều kiện thuận lợi cho tôi trong quá trình học tập và 

nghiên cứu. 

Xin cảm ơn quý Thầy, Cô và các anh, chị đồng nghiệp trong Bộ môn Bảo vệ 

Thực vật, những người đã giảng dạy và giúp đỡ cho tôi trong suốt quá trình học tập, 

hướng dẫn các chuyên đề trong chương trình nghiên cứu sinh; 

Cảm ơn các em sinh viên, những người đã không ngại khó khăn cùng với tôi đi 

thu mẫu, thực hiện nghiên cứu để hoàn thành luận án; 

Cuối cùng, xin thành kính biết ơn Ba, Mẹ người đã sinh thành, nuôi dưỡng, dạy 

dỗ tôi nên người. Cảm ơn chồng và 2 con trai luôn ở bên cạnh, động viên, chia sẻ, giúp 

tôi có thêm động lực để phấn đấu, vượt qua những khó khăn trong suốt quá trình 

nghiên cứu luận án.  

 

 Đoàn Thị Kiều Tiên 

 



xvi 

 

CAM ĐOAN KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 
 

Tôi xin cam kết quyển luận án là do bản thân nghiên cứu sinh thực hiện, không do 

người khác làm thay, các tài liệu tham khảo được nghiên cứu sinh xem xét, chọn lọc 

kỹ lưỡng và trích dẫn đầy đủ, kết quả nêu ra trong luận án được hoàn thành dựa trên 01 

kết quả nghiên cứu học viên và 06 sinh viên, các kết quả của nghiên cứu này chưa 

được dùng cho bất cứ luận án cùng cấp nào khác. 

 

CÁN BỘ HƯỚNG DẪN 1      CÁN BỘ HƯỚNG DẪN 2       TÁC GIẢ LUẬN ÁN 

 

 

  

  

NGUYỄN THỊ THU NGA     TRẦN THỊ THU THỦY     ĐOÀN THỊ KIỀU TIÊN 



xvii 

 

TÓM TẮT 

Luận án được thực hiện trong điều kiện phòng thí nghiệm Bệnh cây và nhà lưới 

thuộc Bộ môn Bảo vệ thực vật, Khoa Nông nghiệp, Trường Đại học Cần Thơ, vùng 

trồng lúa tại tỉnh Vĩnh Long và Viện Kỹ Thuật Kyoto Nhật Bản từ 2015 đến 2019. 

Luận án “Nghiên cứu sử dụng thực khuẩn thể trong phòng trị bệnh thối hạt trên lúa do 

vi khuẩn Burkholderia glumae” nhằm tuyển chọn những dòng thực khuẩn thể triển 

vọng có hiệu quả trong phòng trị bệnh thối hạt lúa do vi khuẩn B. glumae ở điều kiện 

ngoài đồng, từ đó khẳng định hiệu quả của biện pháp sinh học sử dụng thực khuẩn thể 

trong quản lý bệnh thối hạt lúa, góp phần giảm lượng thuốc hóa học trong môi trường. 

Luận án được hoàn thành với các nội dung chính như sau: 

Nội dung một là phân lập, tuyển chọn thực khuẩn thể và vi khuẩn gây bệnh thối 

hạt lúa. Phân lập được 112 dòng thực khuẩn thể và 60 dòng vi khuẩn gây bệnh thối hạt 

lúa tại chín tỉnh đồng bằng sông Cửu Long của Việt Nam. Đã chọn được 8 dòng thực 

khuẩn thể (ФBurTV25a, ФBurDT46, ФBurDT47a, ФBurDT47b, ФBurDT48a, 

ФBurVL34, ФBurVL39, ФBurAG58) có phổ kí sinh rộng trên nhiều dòng vi khuẩn 

gây bệnh thối hạt (chiếm khoảng 75% trong tổng số vi khuẩn gây bệnh thối hạt), đồng 

thời cũng chọn 6 dòng vi khuẩn (BurVL21, BurDT46, BurDT50; BurDT51, BurKG52, 

BurKG57) gây bệnh thối hạt bị nhiều dòng thực khuẩn thể kí sinh (chiếm 55% dòng 

thực khuẩn thể kí sinh). Tiếp theo, xác định được 6 dòng vi khuẩn (BurVL21, 

BurDT46, BurDT50; BurDT51, BurKG52, BurKG57) gây bệnh thối hạt lúa bằng kỹ 

thuật sinh học phân tử với cặp mồi đặc hiệu 1416S/1414A là loài Burkholderia 

glumae. Qua đánh giá khả năng gây hại bệnh thối hạt lúa của 6 dòng vi khuẩn B. 

glumae (BurVL21, BurDT46, BurDT50; BurDT51, BurKG52, BurKG57) đã tìm ra 

dòng vi khuẩn BurDT46 được phân lập tại Đồng Tháp gây bệnh thối hạt cao hơn các 

dòng vi khuẩn còn lại. So sánh khả năng phân giải của 8 dòng thực khuẩn thể 

(ФBurTV25a, ФBurDT46, ФBurDT47a, ФBurDT47b, ФBurDT48a, ФBurVL34, 

ФBurVL39, ФBurAG58) trên vi khuẩn BurDT46 đã xác định được bốn dòng thực 

khuẩn thể (ФBurVL 34, ФBurAG58, ФBurDT47a và ФBurDT48a) cho đường kính 

phân giải cao hơn các dòng thực khuẩn thể còn lại.  

Nội dung hai là đánh giá khả năng phòng trị bệnh thối hạt do vi khuẩn B. 

glumae của các dòng thực khuẩn thể triển vọng trong điều kiện nhà lưới. Đầu tiên, 

khảo sát khả năng phòng trị bệnh thối hạt lúa do vi khuẩn B. glumae DT46 của bốn dòng thực 

khuẩn thể triển vọng (ФBurVL 34, ФBurAG58, ФBurDT47a và ФBurDT48a) với việc xử 

lý từng dòng đơn lẽ hay hỗn hợp 4 dòng ở mật số 108 pfu/ml, kết quả cả bốn nghiệm 

thức xử lý TKT đơn hay HH TKT đều cho hiệu quả giảm bệnh thối hạt khác biệt với 

nghiệm thức đối chứng. Trong đó dòng thực khuẩn thể ФBurAG58 cho hiệu quả giảm 

bệnh trên 70% cao hơn các nghiệm thức còn lại. Thứ hai, so sánh hiệu quả của dòng thực 

khuẩn thể ФBurAG58 ở bốn mật số khác nhau (105 pfu/ml, 106 pfu/ml, 107 pfu/ml và 

108pfu/ml) trong phòng trị bệnh thối hạt lúa do vi khuẩn B. glumae, kết quả cả bốn mật số thực 
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khuẩn thể đều có tỷ lệ hạt nhiễm bệnh thấp hơn và khác biệt với nghiệm thức đối chứng, đặc 

biệt mật số 108pfu/ml thể hiện hiệu quả phòng trị bệnh tốt nhất với tỷ lệ hạt bệnh thấp hơn và 

khác biệt so với các nghiệm thức còn lại. Hơn nữa, xác định được 2 thời điểm áp dụng thực 

khuẩn thể gồm phun thực khuẩn thể 2 giờ trước khi lây bệnh, hay phun thực khuẩn thể kết hợp 

2 giờ trước khi lây bệnh và 5 ngày sau khi lây bệnh cho hiệu quả phòng trị bệnh cao hơn và 

khác biệt phun thực khuẩn thể 5 ngày sau khi lây bệnh. 

Nội dung thứ ba là nghiên cứu định danh các dòng thực khuẩn thể triển vọng 

nhằm xác định tính an toàn của TKT khi áp dụng trong thực tế sản xuất. Về mặt hình 

thái cả ba dòng thực khuẩn thể (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a) dưới kính hiển 

vi điện tử truyền qua (TEM) đều thuộc họ Podoviridae với đặc điểm đầu là khối đa 

diện và đuôi ngắn. Về kết quả giải trình tự bộ genome của ba thực khuẩn thể 

ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a với kích thước bộ genome tuần tự là 44.657 bp, 

36.275bp và 45.466 bp, đều có % G+C là 58%, đặc biệt cả ba thực khuẩn thể này đều 

thuộc nhóm thực khuẩn thể độc (virulent phage hay lytic phages) do bộ gen không có 

gen qui định enzyme integrase chỉ thể hiện ở thực khuẩn thể ôn hòa.  

Nội dung thứ tư là đánh giá hiệu quả của các dòng thực khuẩn thể triển vọng phòng trị 

bệnh thối hạt lúa ở điều kiện ngoài đồng. Đầu tiên, khảo sát hiệu quả của việc xử lý thực khuẩn 

thể ФBurAG58 đơn và hỗn hợp 3 dòng TKT (ФBurVL 34, ФBurAG58, ФBurDT47a) ở mật 

số 108 pfu/ml với hai lần phun trước và sau khi trổ ở vụ Đông Xuân 2017-2018, kết quả 

đã ghi nhận nghiệm thức xử lý TKT ФBurAG58 đơn hay hỗn hợp thực khuẩn thể giảm 

bệnh thối hạt tương đương với nghiệm thức xử lý oxolinic axit và khác biệt nghiệm thức đối 

chứng với hiệu quả giảm bệnh khoảng 50%, góp phần bảo vệ tỷ lệ hạt chắc và năng suất lúa. 

Thứ hai, khảo sát hiệu quả của nghiệm thức xử lý thực khuẩn thể ФBurAG58 đơn và HH TKT 

(ФBurVL 34, ФBurAG58, ФBurDT47a) ở hai mật số 107 pfu/ml và 108 pfu/ml, kết quả 

ФBurAG58 (108pfu/ml) và hỗn hợp thực khuẩn thể (108pfu/ml) cho hiệu quả giảm bệnh thối 

hạt lúa cũng tương đương với nghiệm thức oxolinic axit với hiệu quả giảm bệnh khoảng 50%. 

Nội dung thứ năm là khảo sát điều kiện nhân nuôi thực khuẩn thể ФBurAG58 

trong điều kiện phòng thí nghiệm. Kết quả ghi nhận môi trường King’s B lỏng, Nutrient lỏng, 

PDA + Peptone lỏng cho mật số thực khuẩn thể cao hơn và khác biệt với môi trường PDA 

lỏng. Tiếp tục khảo sát thời gian cấy vi khuẩn kí chủ trước hay cùng lúc với thời gian cấy TKT 

lên khả năng nhân nuôi thực khuẩn thể ФBurAG58 trên hai dạng môi trường King’s B (King’s 

B lỏng và King’B 0,8% agar). Kết quả thực khuẩn thể ФBurAG58 cho mật số cao trong môi 

trường King’s B lỏng ở điều kiện cấy vi khuẩn B. glumae trước 16 giờ sau đó bổ sung thực 

khuẩn thể. Ngoài ra, tìm ra chỉ số MOI là 1,0 cho log mật số thực khuẩn thể đạt giá trị 

10,00 (tương ứng 1010 pfu/ml) cao hơn chỉ số MOI 0,01 và MOI 0,1. Cuối cùng, nhiệt độ 

300C cho log mật số thực khuẩn thể cao hơn và khác biệt với hai nhiệt độ 270C và 370C vào 

thời điểm 24 giờ sau khi nhân nuôi. 

Từ khóa: bệnh thối hạt, Burkholderia glumae, cây lúa, thực khuẩn thể. 
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ABSTRACT 

 

The thesis was conducted under the plant pathology laboratory and greenhouse 

conditions of the Plant Protection Department, College of Agriculture, Can Tho 

University, the location of Vinh Long Province and Kyoto Institute of Technology 

from 2015 to 2019. The thesis “Study on using of bacteriophages in controlling rice 

grain rot disease caused by Burkholderia glumae” aimed to select promising 

bacteriophage strains that are effective in the prevention of rice grain rot caused by B. 

glumae in the field, thereby confirming the effectiveness of biological control used by 

bacteriophages in the management of rice grain rot, contributes to reduce the amount 

of chemicals in the environment. The thesis is completed with the following main 

contents: 

The first content was to isolate, screen the bacteriophages and bacteria that 

cause rice grain rot.  There were to isolate 112 bacteriophages and 60 bacterial strains 

causing grain rot were isolated from nine provinces in the Mekong Delta of Vietnam. 

Collected eight bacteriophages (ФBurTV25a, ФBurDT46, ФBurDT47a, ФBurDT47b, 

ФBurDT48a, ФBurVL34, ФBurVL39, ФBurAG58) were selected based on their wide 

parasitic spectrum on many bacterial strains causing grain rot (about 75% of total 

bacteria causing grain rot disease), and also selected six bacterial strains causing grain 

rot (i. e. BurVL21, BurDT46, BurDT50; BurDT51, BurKG52, BurKG57) were lysed 

by bacteriophage (about 55% in a total 112 bacteriophages). Determination of the 

bacterial causal agent of rice grain rot was Burkholderia glumae by using PCR 

technique with specific primers 1416S/1414A. Evaluating pathogenicity of six B. 

glumae strains (i. e. BurVL21, BurDT46, BurDT50, BurDT51, BurKG52 and 

BurKG57) on rice, the result was that BurDT46 isolated in Dong Thap caused high 

grain rot disease than the remaining bacterial strains. Comparison of the lytic ability of 

these 8 bacteriophages to B. glumae DT46 showed that 4 bacteriophages as 

ФBurDT47a, ФBurDT48a, ФBurVL34, ФBurAG58 lysed this bacterium higher 

others.  

The second content was to evaluate of the control ability of rice grain rot caused 

by B. glumae of four promising bacteriophages (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a, 

ФBurDT48a) in the greenhouse conditions. Firstly, examination of the control ability of 

bacteriophages to prevent bacterial grain rot caused by B. glumae DT46 with the treatment of 

individual phages or a four- phages mixture at titer 108 pfu/ml, results in all four single 

or mixed bacteriophages treatments that effectively reduce grain rot disease compared 

to the control treatment. In which, bacteriophage ФBurAG58 gave a disease reduction 

efficiency of over 70% which was higher than other treatments. Secondly, comparing 

four different titers of ФBurAG58 (105 pfu/ml, 106 pfu/ml, 107 pfu/ml, 108pfu/ml) for 

controlling of rice bacterial grain rot caused by B. glumae, the result showed that all 

treatments gave lower the percantage of infected grains than the control, especially the 

titer of 108 pfu/ml gave lower percentage of infected grains than the other treatments. 
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Furthermore, determination of phage application including spraying bacteriophages at 2 

hours before pathogen inoculation or combined spraying phage at 2 hours before pathogen 

inoculation and 5 days after pathogen inoculation expressed higher percentage of 

infected grains than the spraying bacteriophage at 5 days after pathogen inoculation. 

The third content was the study of the identification of promising 

bacteriophages to determine the safety when applied in production practice. 

Morphology of three promising bacteriophage (i. e. ФBurVL34, ФBurAG58, 

ФBurDT47a) under a transmitted electron microscope (TEM) belong to the family 

Podoviridae with icosahedral head and short tail. On the results of genome sequencing 

of the three phages ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a with a sequencing genome 

size of 44,657 bp, 36,275bp and 45,466 bp, all have a G+C% of 58%.  Especially all of 

three bacteriophages belonged to virulent phages (or lytic phages) based on their 

genome do not consist gene encoding for integrase enzyme which only expressed on 

temperate phages.  

The fourth content was to evaluate the effect of promising bacteriophages to 

control bacterial grain rot of rice in the field conditions. The first field trial was 

investigated the disease control efficiency of application as ФBurAG58 single or phage 

cocktail (ФBurVL 34, ФBurAG58, ФBurDT47a) at the density of 108 pfu/ml with two 

sprays before and after flowering stage in  Winter – Spring crop (2017 – 2018), the 

results showed that ФBurAG58 single and  phage cocktail were equaled to the oxolinic 

acid and significantly lower percentage of infected grains, compared to the control, 

with disease reduction about 50%, and contributing to protect the percentage of filled 

grains and yield. The second field trial, examinated the disease control efficiency of 

application as ФBurAG58 single or phage cocktail (ФBurVL 34, ФBurAG58, ФBurDT47a) 

at two titers 107 pfu/ml and 108 pfu/ml in Early Summer-Autumn crop (2018), the 

results showed that ФBurAG58 (108pfu/ ml) and phage cocktail (108pfu/ml) expressed 

equal disease control ability to the oxolinic acid with control efficacy of bacterial grain 

rot disease about 50%. 

The fifth content was study on the culture conditions of phage ФBurAG58 in in 

vitro. Firstly, investigation of four kinds of medium in culturing phage, result showed that three 

media i.e. King's B broth, Nutrient broth and PDA + Peptone broth gave higher phage 

titer than PDA broth. Next, survey the time of culturing host bacteria before or at the 

same time as the time of culturing phage in multiplying phage ФBurAG58 on two 

types of King's B medium (King's B liquid and King'B 0.8% agar). Phage ФBurAG58 

gave high density in a liquid King's B medium under the condition of culturing B. 

glumae bacteria 16 hours before adding bacteriophages. In addition, result found that 

MOI of 1.0 for the log of phage population reached a value of 10.00 (corresponding to 

1010 pfu/ml) which was higher than the MOI of 0.01 and the MOI of 0.1. Lastly, 

investigation of temperature 300C gave higher log of bacteriophage titer and was 

significant different from two temperatures of 270C and 370C at 24 hours after 

inoculation. 

Keywords: bacteriophage, bacterial grain rot, Burkholderial glumae, rice 
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CHƯƠNG 1. GIỚI THIỆU 

1.1 Tính cấp thiết của luận án 

Bệnh thối hạt hay bệnh lép vàng trên lúa do vi khuẩn Burkholderia glumae (Ou, 

1985, Tsushima et al., 1986; Betancur, 2011; Kim, 2015; Cui et al., 2016; Zhou, 2019) 

được ghi nhận đầu tiên tại Nhật Bản vào năm 1950 (CPC, 2007) là tác nhân gây thiệt 

hại về năng suất, phẩm chất lúa gạo trên thế giới nói chung và Việt Nam nói riêng. Tại 

Việt Nam, bệnh thối hạt được ghi nhận đầu tiên tại Đồng bằng sông Hồng vào năm 

1992 và gây thiệt hại năng suất lúa khoảng 75% (Trung et al., 1993). Vi khuẩn tấn 

công nhiều giai đoạn phát triển của cây lúa như giai đoạn mạ làm bẹ lá của cây mạ bị 

thối nâu, nhũn nước và cuối cùng làm chết cây mạ, giai đoạn lúa ngậm sữa làm ảnh 

hưởng đến quá trình tạo hạt và chính là nguyên nhân gây thất thu năng suất quan trọng 

(Tsushima et al., 1986; Li et al., 2017). Trước sự chuyển đổi khí hậu toàn cầu gây ảnh 

hưởng nặng nề trên nhiều vùng lãnh thổ của thế giới, đặc biệt bệnh thối hạt trên lúa do 

vi khuẩn B. glumae được tiên đoán sẽ trở thành mối đe dọa nền an ninh lương thực khi 

nhiệt độ trái đất nóng lên (Zhou-qi et al., 2016; Mizobuchi et al., 2020) vì nhiệt độ tối 

hảo cho sự phát triển của vi khuẩn B. glumae từ 30–35°C. Theo một nghiên cứu tại 

Hoa Kỳ, nếu nhiệt độ trái đất tăng 10C thì bệnh thối hạt (hay bệnh bạc bông) gây thiệt 

hại nghiêm trọng đến các vùng sản xuất lúa, hậu quả có thể ảnh hưởng 2,7 triệu người 

không có đủ gạo ăn. Vì vậy, việc nghiên cứu về bệnh thối hạt và biện pháp quản lý nên 

cần được quan tâm để xác định giải pháp khắc phục nhằm giảm tác động đến nền an 

ninh lương thực trên thế giới khi nhiệt độ của trái đất ngày càng nóng lên (Shew et al., 

2019). 

Tại Việt Nam, để quản lý bệnh do vi khuẩn trên lúa chủ lực dựa vào biện pháp 

hóa học như oxolinic axit, thuốc gốc đồng, thuốc gốc kháng sinh (Kim, 2015). Tuy 

nhiên, trở ngại của biện pháp hóa học là làm gia tăng tính kháng thuốc của vi khuẩn 

gây bệnh, bằng chứng đã ghi nhận tại Nhật Bản vi khuẩn B. glumae đã kháng oxolinic 

axit trên nhiều vùng như Toyama, Nagano, Iwate, Niigata, Fukushima, và Chiba 

(Mizobuchi et al. , 2020). Ngoài ra, mặt trái của thuốc bảo vệ thực vật không những 

tác động trực tiếp đến môi trường mà còn gián tiếp giảm tính đa dạng sinh học, gây 

ảnh hưởng phẩm chất nông sản và sức khỏe con người.  

Chính vì vậy, việc nghiên cứu các chế phẩm sinh học để góp phần hạn chế việc 

sử dụng thuốc hóa học là một hướng đi đã và đang được nghiên cứu nhằm nâng cao 

sản phẩm nông nghiệp và tạo ra sản phẩm an toàn cho con người cũng như môi sinh. 

Trong đó, thực khuẩn thể (bacteriophages hoặc phages) là virut kí sinh chuyên tính tế 

bào vi khuẩn kí chủ, đã được trên thế giới nghiên cứu và ứng dụng trong phòng trừ 

sinh học bệnh hại vi khuẩn trên cây trồng (Adams, 1959, Duckworth & Gulig, 2002, 

Hyman et al., 2012). Mặt thuận lợi của thực khuẩn thể là (1) hiện diện phong phú 

trong tự nhiên với mật số 1031-32 (Adams, 1959), (2) khả năng sinh sản rất nhanh trong 
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vòng 15 phút đến 1 giờ đã hoàn thành một chu kì (Duckworth & Gulig, 2002), (3) 

không độc với tế bào nhân thật (Greer, 2005), (4) đặc biệt TKT là một giải pháp tiềm 

năng trong xu thế vi khuẩn kháng thuốc này càng gia tăng (Principi et al., 2019; Brives 

& Pourraz, 2020). Ngày nay, nhiều thành công về liệu pháp thực khuẩn thể trong việc 

quản lí bệnh do vi khuẩn trên thực vật như: Xanthomonas axonopodis pv. citri gây 

bệnh loét trên cam (Balogh et al., 2008), Ralstonia solanacearum gây bệnh héo xanh 

trên cà chua (Fujiwara et al., 2011), X. axonopodis pv. allii gây bệnh cháy lá trên hành 

(Lang et al., 2007, Nga et al., 2021), Erwinia carotovora subsp. carotovora gây bệnh 

thối nhũn cây hoa loa kèn (Ravensdale et al., 2007), X. oryzae pv. oryzae gây bệnh 

cháy bìa lá trên lúa (Ou, 1985; Dong et al., 2018). Tiếp nối những thành công trên, sản 

phẩm từ TKT đầu tiên là AgriPhage được Cục bảo vệ Môi sinh Hoa Kỳ (EPA) cho 

phép thương mại hóa vào năm 2005 trong quản lí bệnh đốm lá cà chua do vi khuẩn 

Pseudomonas syringae pv. tomato và đốm lá ớt do vi khuẩn X. campestris pv. 

vesicatoria (Nagy et al., 2012) đã được đưa vào sản xuất đến ngày nay. Vì vậy thực 

khuẩn thể được xem là tác nhân rất tiềm năng trong phòng trừ bệnh hại do vi khuẩn 

trong nhiều lĩnh vực như y học, thực phẩm và nông nghiệp. 

Riêng ở Việt Nam, chưa có nghiên cứu nào ghi nhận về hiệu quả quản lý bệnh 

thối hạt lúa bằng thực khuẩn thể ở điều kiện ngoài đồng, đặc biệt đi sâu về mặt hình 

thái cũng như di truyền của những dòng thực khuẩn thể, là cơ sở khoa học mới nhằm 

ứng dụng liệu pháp thực khuẩn thể an toàn trong phòng trừ bệnh do vi khuẩn. Trên cơ 

sở đó “Nghiên cứu sử dụng thực khuẩn thể trong phòng trị bệnh thối hạt trên lúa 

do vi khuẩn Burkholderia glumae” được thực hiện nhằm góp phần giảm thiểu lượng 

thuốc bảo vệ thực vật trong quản lý bệnh thối hạt lúa, đồng thời kết quả nghiên cứu đi 

sâu về mặt di truyền của những dòng thực khuẩn thể là tác nhân phòng trừ mới trong 

chiến lược quản lý bệnh theo hướng an toàn tại Việt Nam. 

1.2 Mục đích nghiên cứu 

Mục đích tổng quát của luận án là xác định hiệu quả và tính án toàn của thực 

khuẩn thể trong quản lí bệnh thối hạt lúa do vi khuẩn Burkholderia glumae gây hại, từ 

đó tìm ra điều kiện nhân nuôi thực khuẩn thể tối hảo nhằm ứng dụng thực khuẩn thể 

trong quản lý bệnh thối hạt lúa ở điều kiện thực tế nhằm góp phần giảm việc sử dụng 

thuốc hóa học trong quản lý bệnh hại ở ĐBSCL nói riêng và cả nước nói chung. 

1.3 Nội dung nghiên cứu 

Đề tài thực hiện gồm những nội dung năm nội dung chính: 

- Nội dung 1: Phân lập, tuyển chọn thực khuẩn thể và vi khuẩn gây bệnh thối hạt lúa.  

- Nội dung 2: Đánh giá khả năng phòng trị bệnh thối hạt của các dòng thực 

khuẩn thể triển vọng trong điều kiện nhà lưới. 
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- Nội dung 3: Xác định tính an toàn của các dòng thực khuẩn thể triển vọng 

trong thực tiễn sản xuất. 

- Nội dung 4: Đánh giá hiệu quả của các dòng thực khuẩn thể triển vọng phòng trị bệnh 

thối hạt lúa ở điều kiện ngoài đồng. 

- Nội dung 5: Khảo sát điều kiện nhân nuôi thực khuẩn thể triển vọng.  

1.4 Tính mới của luận án 

- Xác định vi khuẩn gây bệnh thối hạt chủ yếu trên lúa ở ĐBSCL là do loài 

Burkholderia glumae  

- Xác định được ba dòng thực khuẩn thể có tiềm năng cao trong phòng trị 

bệnh thối hạt ở điều kiện ngoài đồng với hiệu quả giảm bệnh trên 50% tương đương 

thuốc hóa học. Ba dòng thực khuẩn thể này được xác định thuộc nhóm thực khuẩn thể 

độc (virulent phages) nên đạt tính an toàn trong quản lý bệnh thối hạt do vi khuẩn B. 

glumae. 

- Xác định được điều kiện nhân nuôi tối hảo của dòng thực khuẩn thể triển 

vọng đạt được mật số cao tương đương 1010 pfu/ml, có thể đáp ứng được yêu cầu sử 

dụng trên diện rộng. 

1.5 Đối tượng và phạm vi nghiên cứu 

1.5.1 Đối tượng nghiên cứu 

Đối tượng nghiên cứu của luận án là cây lúa, bệnh thối hạt lúa do vi khuẩn 

Burkholderia glumae và thực khuẩn thể kí sinh vi khuẩn B. glumae. 

1.5.2 Phạm vi nghiên cứu 

Phạm vi nghiên cứu của luận án được thực hiện thu thập mẫu bệnh và thực 

khuẩn thể từ việc khảo sát thu mẫu TKT và vi khuẩn gây bệnh thối hạt ngoài đồng ở 

các tỉnh ĐBSCL, sau đó thực hiện phân lập và tuyển chọn TKT triển vọng trong điều 

kiện phòng thí nghiệm và điều kiện nhà lưới. Nghiên cứu định danh các dòng TKT dựa 

vào đặc điểm hình thái dưới kính hiển vi điện tử (tại Viện Công Nghệ Kyoto, Nhật 

Bản) và đặc điểm trình tự bộ genome (tại Bộ môn Công Nghệ Gen, trường Đại học 

Leuven, Vương quốc Bỉ) để xác định tính an toàn TKT trước khi sử dụng ở diện rộng. 

Tiếp theo, thí nghiệm đánh giá hiệu quả phòng trị của thực khuẩn thể đối với bệnh thối 

hạt ở điều kiện ngoài đồng trên hai vụ lúa tại huyện Tam Bình, tỉnh Vĩnh Long. Cuối 

cùng là nghiên cứu khảo sát điều kiện nhân nuôi thực khuẩn thể được thực hiện ở điều 

kiện phòng thí nghiệm.  
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1.6 Ý nghĩa khoa học và thực tiễn  

1.6.1 Ý nghĩa khoa học 

Luận án là công trình nghiên cứu có giá trị khoa học đi từ các nghiên cứu cơ 

bản đến nghiên cứu ứng dụng về bệnh thối hạt và biện pháp phòng trừ bệnh bằng thực 

khuẩn thể.  Kết quả của luận án đã xác định được loài gây bệnh thối hạt lúa chủ yếu là 

vi khuẩn Burkholderia glumae, tuyển chọn  được các dòng thực khuẩn thể triển vọng 

trong phòng trừ bệnh thối hạt trên lúa và khẳng định được hiệu quả của TKT trong 

phòng trừ bệnh thối hạt ở điều hiện ngoài đồng. Ngoài ra, nghiên cứu cũng xác định 

tính an toàn của tác nhân sinh học TKT dựa trên khía cạnh sinh học phân tử cũng là 

một đóng góp mới về mặt khoa học. 

1.6.2 Ý nghĩa thực tiễn 

Kết quả nghiên cứu sẽ góp phần mở ra chiến lược quản lý bệnh do vi khuẩn 

theo hướng thân thiện với môi trường, đặc biệt bệnh thối hạt lúa tại Việt Nam. Đồng 

thời kết quả cũng thấy khả năng ứng dụng thực khuẩn thể mang tính khả thi dựa vào 

hiệu quả giảm bệnh và phương pháp nhân nuôi. 
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CHƯƠNG 2. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

 

2.1 BỆNH THỐI HẠT LÚA 

2.1.1  Lịch sử và tình hình gây hại 

Bệnh thối hạt lúa (tên tiếng Anh là bacterial grain rot) còn được gọi là bệnh bạc 

bông lúa (tên tiếng Anh là bacterial panicle blight) được ghi nhận và gây thiệt hại trên 

nhiều vùng lãnh thổ khác nhau trên thế giới. Vào năm 1950, bệnh thối hạt được ghi 

nhận đầu tiên tại Nhật Bản, tuy nhiên vào thời điểm này bệnh không đáng quan tâm vì 

năng suất lúa bị ảnh hưởng không đáng kể. Đến năm 1970, bệnh thối hạt đã được chú 

ý do diện tích lúa bị nhiễm bệnh ngày càng tăng (CPC, 2007). Tiếp đến năm 1989 một 

báo cáo của Mew et al., đã ghi nhận bệnh thối hạt đã làm ảnh hưởng 900.000 hecta lúa 

tại miền Bắc đảo Kyushu Nhật Bản. Tại Việt Nam, bệnh thối hạt được ghi nhận đầu 

tiên ở các tỉnh miền Trung và các tỉnh thuộc đồng bằng sông Hồng vào vụ Hè Thu 

năm 1991. Vào năm 1992 khoảng 100.000 hecta lúa bị nhiễm bệnh thối hạt gồm năm 

tỉnh Hà Tây, Thái Bình, Hà Nam, Thanh Hóa, Khánh Hòa được báo cáo là nơi xảy ra 

dịch bệnh nghiêm trọng nhất và thất thu năng suất lên đến 75% (Trung et al.,1993). Và 

đến ngày nay, bệnh thối hạt được ghi nhận trên 18 quốc gia trên thế giới (CABI, 

2021). Chi tiết tại Mỹ, bệnh thối hạt và bạc bông được ghi nhận tại Texas, Louisiana, 

Arkansas vào năm 1995 đến 1998, đã gây thiệt hại năng suất lúa khoảng 20% (Ham et 

al., 2011). Đến năm 2013 bệnh thối hạt hay bạc bông gây thiệt hại khoảng 25% năng 

suất lúa trên giống lúa Presidio và WAB56-104 tại miền Nam Châu Phi (Zhou, 2014). 

Một công bố vào năm 2014 tại Ecuador, bệnh thối cây con và thối hạt cũng được ghi 

nhận vào năm 2013. Vào năm 2016, bệnh thối hạt cũng được ghi nhận là bệnh quan 

trọng trên lúa và được xem là một trong những nguy cơ dịch hại tại Trung Quốc 

(Zhou-qi et al., 2016). 

2.1.2 Triệu chứng bệnh thối hạt 

Bệnh thối hạt hoặc bệnh lép vàng gây thiệt hại nghiêm trọng vào giai đoạn cây 

lúa trổ hoa với hai triệu chứng biểu hiện rõ như triệu chứng bạc bông, hoặc triệu chứng 

thối hạt dẫn đến hạt bị lép hoặc lửng. Các triệu chứng được miêu tả cụ thể như sau: 

+ Triệu chứng bạc bông: mầm bệnh xâm nhiễm vào giai đoạn bông lúa đang 

tung phấn có thể làm hạt lép hoàn toàn gây nên triệu chứng bông bạc (Hình 2.1). Theo 

Kim (2015) bệnh xâm nhiễm nặng khi lúa chưa vào chắc làm nhánh gié lép nhẹ hơn 

những nhánh gié vào chắc sẽ nặng oằn xuống nên gọi là hiện tượng “bắn máy bay”. 
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+ Triệu chứng thối hạt: mầm bệnh xâm nhiễm giai đoạn ngậm sữa sẽ làm hạt 

lúa bị lép lửng, biểu hiện vỏ trấu có màu xanh nhợt nhạt hoặc có màu vàng nhợt nhạt 

khi chín. Tách vỏ trấu của hạt lúa bị bệnh, phôi nhũ của hạt lúa bị thối, hạt lúa sẽ 

không vào chắc (Kim, 2015). Tương tự theo miêu tả của Ou (1985), những  hạt lúa bị 

lép lửng biểu hiện đầu tiên bắt đầu ở cuống vỏ hạt màu trắng đục, sau đó vỏ trấu 

chuyển sang màu xám đen và cuối cùng vỏ trấu có màu vàng khi chín nên gọi là bệnh 

lép vàng (Hình 2.2).  

 

 

C 

Hình 2.2: Triệu chứng bệnh thối hạt do vi khuẩn Burkholderia glumae: (A, B): Triệu trứng 

bệnh thối hạt điển hình biểu hiện bên ngoài và bên trong hạt (Tiên, 2015, tài liệu chưa công bố) 

 

A B 

Hình 2.1: Triệu chứng bệnh bạc bông lúa do vi khuẩn Burkholderia glumae: (A,B): 

Triệu chứng điển hình bệnh bạc bông (Ham et al., (2011); (C): Nhụy hạt lúa bị thối hoàn toàn 

(Tiên, 2015, tài liệu chưa công bố) 
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Ngoài ra, triệu chứng thối cây con (seedling rot) là bệnh làm chết cây mạ, tuy 

nhiên không gây thiệt hại đáng kể với những biểu hiện triệu chứng như sau: 

Biểu hiện đầu tiên trên bẹ lá lúa là những mảng bị hoại tử, màu nâu có viền 

phân biệt với vùng không bị bệnh; vết bệnh lan rộng theo thời gian khi gặp ẩm độ cao. 

Các lá trên cùng trở nên hơi vàng đến nâu sáng, thỉnh thoảng các lá bị nhiễm bệnh sẽ 

xoắn lại. Các cây mạ đã bị bệnh nhanh chóng chuyển màu vàng hoàn toàn và cuối 

cùng chết đi. Nếu cây lúa bị nhiễm bệnh nhẹ cũng biểu hiện triệu chứng vàng ở những 

lá non tuy nhiên cây mạ nhiễm bệnh ít vẫn tiếp tục phát triển đến giai đoạn thu hoạch 

(Cho et al., 2007) (Hình 2.3). 

 

2.1.3 Tác nhân 

Bệnh thối hạt hay lép vàng do vi khuẩn Burkholderia glumae (Urakami et al., 

1994) (CPC, 2007). 

Giới: Bacteria 

    Ngành: Proteobacteria 

        Lớp: Betaproteobacteria 

              Bộ: Burkholderiales 

                 Họ: Burkholderiaceae 

                      Chi Burkholderia 

Tên vi khuẩn gây bệnh thối hạt trước đây là Pseudomonas glumae (Kurita 

&Tabei, 1967). Đến năm 1992 Yabuuchi et al., đã dựa vào mức độ tương đồng của 

Hình 2.3: Triệu chứng thối cây mạ do vi khuẩn Burkholderia glumae: (A) Triệu chứng 

thối cây mạ (rễ vẫn phát triển bình thường); (B): Bệnh thối cây con gây chết cây mạ từng chòm 

trong điều kiện nhà lưới (nguồn Cho et al., 2007) 

A B 
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đoạn ADN-ADN, rRNA, % G+C, sinh hóa đã phân loại lại một số loài thuộc chi 

Pseudomonas chuyển qua một số chi khác như Burkholderia, Ralstonia. Trong đó, hai 

loài Pseudomonas glumae và Pseudomonas plantarii cũng được định danh lại thành B. 

glumae và B. plantarii vào năm 1994 bởi Urakami. Hiện tại, trên 60 loài đã được xếp 

vào chi Burkholderia. 

Burkholderia glumae là vi khuẩn Gram âm, hiếu khí với khuẩn lạc màu trắng 

đến kem hình tròn trên môi trường dinh dưỡng và không phát huỳnh quang, di chuyển 

bằng 2 - 4 chiên mao ở cực (Hình 2.4B), có chiều dài và chiều rộng: 0,5 - 0,7 µm x 1,5 

- 2,5 µm (Hình 2.4B) và có khả năng hình thành sắc tố vàng trên môi trường King’B 

2% agar (Ou,1985, Yuan, 2004, Ham et al., 2011) (Hình 2.4C). Vi khuẩn phát triển ở 

nhiệt độ từ 11 – 410C, thích hợp nhất từ 30 - 350C và chết ở nhiệt độ 700C (Ham et al., 

2011; Zhou-qi et al., 2016). Độc tính của vi khuẩn Burkholderia glumae được qui định 

chủ yếu bởi 2 loại độc tố là toxoflavin và fervenulin, chính hai độc tố gây thối hạt và 

chết cây con trên lúa (Zhou-qi et al., 2016). Ngoài ra, sắc tố của vi khuẩn tiết ra khi 

nuôi cấy trên môi trường dinh dưỡng cũng là yếu tố quyết định độc tố của vi khuẩn 

Burkholderia glumae (Yuan, 2004). 

 

 

Hình 2.4: Một số đặc điểm hình thái 

của vi khuẩn Burkholderia glumae (A): 

Khuẩn lạc vi khuẩn Burkholderia glumae trên 

môi trường King’s B 2% (Groth, 2010); (B): 

Hình thái vi khuẩn B. glumae dưới kính hiển 

vi điện tử (Jang et al., 2014) ; (C): Sắc tố 

vàng do vi khuẩn B. glumae tiết ra trên môi 

trường King’B 2% (Singh & Vishunavat, 

2015) 

A  B  

C 
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2.1.4 Sự xâm nhiễm và lưu tồn của vi khuẩn Burkholderia glumae 

2.1.4.1 Sự xâm nhiễm 

Chu trình xâm nhiễm của vi khuẩn B. glumae được mô tả bởi Tsushima (1996). 

Mầm bệnh được ghi nhận suốt quá trình phát triển của cây lúa từ hạt giống đến cả quá 

trình sinh trưởng và phát triển của cây lúa. Tuy nhiên, quá trình xâm nhiễm còn tùy 

thuộc vào điều kiện môi trường như nhiệt độ, ẩm độ, mật số vi khuẩn,....và các yếu tố 

khác chưa được xác định. 

a) Sự xâm nhiễm sơ cấp: Vi khuẩn B. glumae lưu tồn trên hạt giống, nếu hạt 

lúa được gieo trồng đã nhiễm vi khuẩn, vi khuẩn sẽ định vị trên bẹ lá và xâm nhiễm 

đầu tiên dẫn đến triệu chứng thối cây mạ. Đối với những cây lúa được trồng trong chậu 

được lây bệnh bằng cách phun huyền phù vi khuẩn vào thời điểm 27 ngày trước khi 

cây lúa trổ hoa, vi khuẩn sẽ được tìm thấy trên bẹ lá, cổ lá và lá cờ. Cụ thể quần thể vi 

khuẩn trên bẹ lá được ghi nhận với mật số ít hơn 103 cfu/g đến 106 cfu/g và mật số trên 

lá cờ thấp hơn rất nhiều trên bẹ lá. Sau đó, mật số vi khuẩn gia tăng cao nhất trên bẹ lá. 

Tổng cộng mật số vi khuẩn trên hoa lúa là 107 cfu/g ở giai đoạn lúa trổ đều, nhưng mật 

số vi khuẩn tăng từ 108 cfu/g – 109 cfu/g và đến 6 ngày sau khi trổ đều, mật số vi 

khuẩn tăng tiếp tục hơn 109 cfu/g trên tất cả hạt lúa. Một minh chứng của Li et al., 

(2016) đã ghi nhận phun vi khuẩn B. glumae vào giai đoạn lúa đẻ nhánh sẽ không biểu 

hiện triệu chứng, tuy nhiên biểu hiện triệu chứng thối hạt rõ vào giai lúa trổ. Như vậy, 

vi khuẩn xâm nhiễm và gây thiệt hại nặng giai đoạn lúa trổ. 

b) Sự xâm nhiễm thứ cấp: Là giai đoạn mầm bệnh đã xâm nhiễm vào hạt lúa, 

sau đó bắt đầu phán tán và lây lan sang các cây lúa khác với diện tích lây lan gia tăng 

rất nhanh. Theo Tsushima (1996) quá trình xâm nhiễm thứ cấp diễn ra 7 ngày sau khi 

lúa vào giai đoạn trổ đều. Kết quả khảo sát trên 62 cánh đồng được phân tích 500 chồi 

lúa với tỷ lệ nhiễm bênh trên 30% vào giai đoạn 7 ngày sau khi lúa trổ đều. Do đó, 7 

ngày sau khi lúa trổ đều là giai đoạn quan trọng nhất để quản lí bệnh nhằm ngăn chặn 

sự xâm nhiễm từ sơ cấp sang thứ cấp.  

 Tóm lại, chu trình xâm nhiễm của vi khuẩn B. glumae trãi qua ba giai đoạn cụ 

thể: (1) thiết lập quần thể vi khuẩn; (2) xâm nhiễm vào hạt lúa; (3) nhân mật số vi khuẩn và 

biểu hiện triệu chứng được miêu tả cụ thể theo Ortega & Rojas (2021) (Hình 2.5). 
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Hạt giống (A)  

Hình 2.5: Chu trình bệnh thối hạt hay bạc bông lúa do vi khuẩn Burkholderia glumae (Ortega & Rojas, 2021) 

Giai đoạn 1: Thiết lập quần thể 

bệnh 

Giai đoạn 3: Nhân mật số vi khuẩn 

và biểu hiện triệu chứng bệnh 

Thân cây lúa (B) 
Giai đoạn trổ hoa (C) 

Giai đoạn 1: Vi khuẩn lưu tồn trong hạt giống và chung sống với các vi khuẩn nọi sinh trên 

hạt và thân lúa (A, B). Vi khuẩn B. glumae làm giảm mật số vi khuẩn nội sinh thông qua cơ 

chế cạnh tranh bằng kích hoạt hệ thống T6SS vào giaj đoạn lúa trổ (C) 

Giai đoạn 2: Vi khuẩn B. glumae kích hoạt các hệ thống gây độc cho tế bào kí chủ như hệ 

thống tập hợp (QS- sensing), độc tố (toxiflavin), chiên mao, catalase, T2SS, T3SS, T6SS 

nhằm tạo ra các hiệu ứng xâm nhiễm vào hạt lúa 

Giai đoạn 3: Gia đoạn gia tăng mật số và tạo ra triệu chứng thối hạt lúa  

Giai đoạn 2: Xâm nhiễm vào hạt lúa 

Sự cạnh tranh của vi khuẩn 

B. glumae với vi khuẩn khác 
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2.1.4.2 Sự lưu tồn 

Vi khuẩn B. glumae lưu tồn trong hạt giống, trên các bộ phận cây lúa bị bệnh. 

Sự phân bố của vi khuẩn trong môi trường tùy thuộc vào loại đất, độ pH, kỹ thuật canh 

tác và điều kiện thời tiết (Yuan, 2004). Nguồn bệnh tồn tại chủ yếu trên hạt lúa nhiễm 

bệnh, là nguồn duy nhất để truyền bệnh từ vụ này sang vụ khác. Ngoài ra, nguồn bệnh 

có thể tồn tại ở trong tàn dư cây bệnh trong đất, trên cây lúa chết (Mân, 2007). 

2.1.5 Các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình xâm nhiễm của vi khuẩn 

Burkholderia glumae 

Quá trình xâm nhiễm của vi khuẩn B. glumae chịu ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố 

như sau: 

- Tính mẫn cảm của giống: Giai đoạn trổ hoa là giai đoạn mẫn cảm nhất đối 

với vi khuẩn B. glumae. Theo Tsushima (1996) cũng đã khảo sát khả năng mẫn cảm 

trên ba giống lúa (Koshihikari, Koganebare và Asominori) tại Nhật Bản về khả năng 

gây bệnh của vi khuẩn B. glumae bằng cách phun huyền phù vi khuẩn trên cổ bông ở 

nhiều thời điểm khác nhau khi cây lúa vào giai đoạn trổ hoa. Kết quả thấy rằng hầu hết 

quá trình xâm nhiễm vào giai đoạn hoa ở cả ba giống lúa như nhau (1-3 ngày sau khi 

trổ hoa). Do đó, hầu hết các giống khác nhau nhưng giai đoạn nhiễm bệnh có thể giống 

nhau vào khoảng 1 - 3 ngày sau khi lúa trổ hoa. Ngược lại, một minh chứng của Li et 

al.,(2016) đã lây nhiễm bệnh trên 2 giống lúa Yongyou 12 và Eyi 105 của Trung Quốc 

với cách lây nhiễm vi khuẩn ở nhiều vị trí khác nhau như rễ, thân và lá. Kết quả thấy 

rằng khả năng vi khuẩn định vị trên 2 giống lúa như nhau. Tuy nhiên, khả năng xâm 

nhiễm trên hai giống lúa khác nhau ví dụ giống lúa Eyi 105 xâm nhiễm qua rễ cũng 

như biểu hiện triệu chứng héo và xoăn lá chậm hơn giống lúa Yongyou 12 bằng 

phương pháp nhiễm bệnh tại lá. Do đó, qua kết quả trên thấy rằng tùy giống lúa mà 

khả năng mẫn cảm của vi khuẩn khác nhau có thể do đặc tính di truyền và cấu trúc các 

bộ phận cây lúa khác nhau. 

- Mật số vi khuẩn: Theo Tsushima (1996), mật số vi khuẩn ít nhất 102 cfu/ml 

đến 104 cfu/ml có khả năng xâm nhiễm bông lúa ở ngoài đồng.  

- Ẩm độ và nhiệt độ: Theo Tsushima (1996), bông lúa được lây bệnh với 

huyền phù vi khuẩn từ 2 - 4 ngày ủ ở ẩm độ thấp hơn 70% không biểu hiện triệu chứng 

bệnh. Ngược lại, khi ủ bông lúa đã lây bệnh ở ẩm độ trên 95% biểu hiện rõ triệu chứng 

bệnh. Nhiệt độ từ 20 - 320C thích hợp cho vi khuẩn xâm nhiễm tuy nhiên còn tùy 

thuộc vào thời gian ủ bệnh. Theo CPC (2007), bệnh phát triển mạnh vào ban đêm ở 

nhiệt độ 280C và ẩm độ cao. 
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2.1.6 Phổ kí chủ 

Vi khuẩn B. glumae có phổ kí chủ chính trên lúa gây triệu chứng thối cây con, 

thối bẹ và thối hạt (Jeong et al., 2003; CPC, 2007). Ngoài ra, vi khuẩn B. glumae còn 

gây hại trên nhiều loại cây trồng khác nhau như cây tiêu, cây khoai tây, cây cà phổi, 

cây mè và cây cà chua gây nên triệu chứng héo xanh tương tự triệu chứng héo xanh do 

vi khuẩn Ralstonia solanacearum (Jeong et al., 2003).  

Vào năm 2009, bệnh thối hạt cũng được ghi nhận trên loài Brachiaria 

humidicola thuộc họ hòa bản ở Colombia. Bông cỏ cũng biểu hiện triệu chứng bạc 

bông, sau khi phân lập và định danh bằng cặp mồi 27F/1525 R. Kết quả giải trình tự 

được so sánh dữ liệu trên ngân hàng gen (NCBI) với mức độ tương đồng 99%. Tiếp 

tục dùng vi khuẩn này lây bệnh nhân tạo theo qui trình Koch với mật số vi khuẩn 108 

cfu/ml, bệnh đã biểu hiện sau 6 ngày lây bệnh. Kết quả khẳng định rằng bệnh bạc bông 

trên loài cỏ B. humidicola do vi khuẩn Burkholderia glumae (Álvarez & Latorre, 

2017). 

2.1.7 Các yếu tố ảnh hưởng độc tính của vi khuẩn Burkholderia glumae 

Theo Ham et al. (2011), độc tố toxoflavin và enzyme lipase hiện tại được tìm ra 

từ dòng vi khuẩn B. glumae. Nếu như toxoflavin và lipase trong vi khuẩn B. glumae bị 

đột biến thì vi khuẩn này trở nên không độc đối với cây trồng. Việc sản xuất hai độc tố 

này tùy thuộc vào hệ thống tập hợp (quorum -  sensing) của vi khuẩn B. glumae, đồng 

thời hệ thống này cũng làm giảm tính độc của vi khuẩn. Hệ thống này hoạt động thông 

qua gen được kích hoạt dùng để tập hợp vi khuẩn lại thông qua cơ chế kết nối tế bào 

đến tế bào. Và hợp chất N- acyl homoserine lactones (AHLs) là hợp chất rất phổ biến 

được tìm thấy trong hệ thống tập hợp của 50 loài vi khuẩn nhân sơ. Đối với vi khuẩn 

B. glumae hệ thống tập hợp được thiết lập nhanh nếu sản xuất một số hoạt chất như 

AHLs, N- octanoyl homoserine lactone (C8-HSL) dùng để điều khiển tế bào sản xuất 

ra toxoflavin và lipase.  

2.1.7.1 Độc tố toxoflavin 

Toxoflavin, fervenulin và reumycin là những độc tố sinh học được sản xuất bởi 

vi khuẩn B. glumae. Những độc tố này có cấu trúc phân tử giống nhau nhưng khác biệt 

về công thức cấu tạo. Tuy nhiên, toxoflavin gây độc trên cây lúa, bản chất của 

toxoflavin được xác định là polycistronic được cấu tạo từ năm gen (toxABCDE) là 

những thành phần cấu tạo nên toxoflavin trong cơ chế sinh tổng hợp. Toxoflavin là 

một kháng sinh được phân lập đầu tiên từ vi khuẩn B. cocovenenans, và cấu trúc phân 

tử được tìm ra vào năm 1960. Toxoflavin là nguyên nhân làm giảm chiều cao cây mạ 

và giảm chiều dài rễ của cây lúa. Hơn nữa, toxolfavin được ghi nhận là thành phần 
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quan trọng quyết định tính độc của vi khuẩn B. glumae bởi vì độc tố toxoflavin bị đột 

biến thì vi khuẩn trở nên không độc (Ham et al., 2011).  

2.1.7.2 Enzyme lipase 

Vi khuẩn B. glumae được dùng để sản xuất lipase vì khả năng tiết lipase rất 

nhiều như sử dụng trong sản xuất công nghiệp bao gồm công nghiệp chất tẩy rửa. 

Trong nghiên cứu gây đột biến hệ thống tiết II kết quả làm giảm hoạt động của lipase 

trên môi trường, trong trường hợp này hệ thống tiết II chưa được hiểu rõ về cơ chế 

hoạt động nhằm kích hoạt sản xuất lipase. Theo Kang et al. (2008) đã tìm thấy ít nhất 

có 16 loại protein chưa được biết đến tham gia vào cơ chế của hệ thống tiết II được 

phân tích bằng phương pháp protein. Trong trường hợp nếu hệ thống II bị biến đổi thì 

dòng vi khuẩn B. glumae cũng trở nên ít độc. Theo Devescovi et al. (2007), việc sản 

xuất lipase tương tự như quá trình sinh tổng hợp toxoflavin tùy thuộc vào Tofl/TofR 

của hệ thống tập hợp bởi C8 – HSL. Các yếu tố ảnh hưởng đến việc sản xuất lipase 

còn chưa được biết đến. Từ đó thấy rằng lipase cũng góp phần quan trọng qui định 

dòng vi khuẩn độc hoặc ít độc. 

2.1.7.3 Khả năng di chuyển của chiên mao (Flagella) 

Mặc dù chiên mao của vi khuẩn không có ảnh hưởng trực tiếp đến kí chủ, 

nhưng khả năng di động của chiên mao đóng vai trò quan trọng đối với sự phát sinh 

bệnh vi khuẩn. Theo Kim et al. (2007) đã ghi nhận chiên mao ở cực của vi khuẩn B. 

glumae chịu trách nhiệm ít nhất hai chức năng của sự di chuyển của vi khuẩn như: bơi 

và tập trung lại thành quần thể trên môi trường Luria – Bertani (LB) 0,7% hoặc 0,4% 

agar. Do đó tất cả dòng vi khuẩn B. glumae bị đột biến gen qui định chiên mao thì hầu 

hết các dòng vi khuẩn cũng trở nên không độc. Cũng giống như toxoflavin, lipase thì 

quá trình sinh tổng hợp chiên mao và sự di động của chiên mao cũng liên quan đến 

Tofl/TofR trên hệ thống tập hợp bằng tính hiệu C8-HSL.  

2.1.7.4 Hệ thống cảm ứng III (type III effectors)  

Hệ thống cảm ứng III (Type III secretion systems, T3SSs) được sử dụng bởi 

nhiều loại vi khuẩn Gram âm gây bệnh trên cây trồng có tác động trực tiếp đến protein 

ảnh hưởng đến độc tính lên tế bào nhân thật. Theo Kang et al. (2008) đã báo cáo có thể 

suy luận rằng phản ứng siêu nhạy cảm của vi khuẩn B. glumae trên cây thuốc lá phụ 

thuộc vào hệ thống T3SSs và hệ thống này được kích hoạt bởi 28 loại protein ngoại 

bào. Cũng tương tự như các gen khác nếu hệ thống T3SSs bị biến đổi thì mầm bệnh 

cũng trở nên ít độc hơn. 

2.1.7.5 Exopolysaccharide (EPSs) 

EPSs giữ vai trò trong sự phát sinh bệnh đối với mầm bệnh định vị trong mạch 

gỗ (xylem). Nhìn chung EPSs được sản xuất ra từ vi khuẩn làm mạch gỗ không vận 
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chuyển nước được dẫn đến hiện tượng cây bị héo khi gặp nhiệt độ cao. Giống như gen 

hrp là thành phần của T3SS. Sự sản xuất EPSs là yếu tố gây độc sơ khởi cho nhiều 

mầm bệnh gây bệnh trên cây trồng như vi khuẩn Ralstonia solanacearum, Erwinia 

amylovora, Pantoea stewartii sp. stewartii và Xanthomonas campestris (Denny, 1995). 

Ngoài ra, vi khuẩn B. glumae cũng gây triệu chứng héo trên cây mè, cây tiêu và cây cà 

phổi có liên quan đến EPSs. 

2.1.7.6  Enzyme polygalacturonases 

Polygalacturonases cũng giống như enzyme pectolyase dùng để phân hủy 

pectin cấu tạo nên vách tế bào của cây trồng, do đó enzyme này có vai trò rất quan 

trọng ảnh hưởng tới tính độc do nhiều mầm bệnh như bệnh thối nhũn do Erwinia spp.. 

Trong chi Burkholderia gồm loài B. cepacia và B. cenocepacia có khả năng gây bệnh 

trên hành là do chức năng gen pehA mã hóa endopolygalacturonase ảnh hưởng độc 

tính của vi khuẩn này, trong trường hợp này pehA là yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến 

tính độc của vi khuẩn. Hiện tại, hai gen pehA và pehB mã hóa hai dạng iso - 

endopolygalacturonase được hiện diện trên vi khuẩn B. glumae, tuy nhiên chức năng 

của chúng có ảnh hưởng đến độc tính của vi khuẩn hay không thì chưa được xác định. 

Để chứng minh các nhận định trên liên quan độc tố vi khuẩn B. glumae theo 

Karki (2010) đã xác định độc tính của vi khuẩn B. glumae khi vi khuẩn có khả năng 

tiết ra một số độc tố và enzyme như: độc tố toxoflavin, enzyme lipase, enzyme 

polygalacturonase, chiên mao, N- acyl homoserine lactones (AHL), phản ứng siêu 

nhạy cảm (Hypersensitive Response, HR).  

Tóm lại, tính độc của vi khuẩn B. glumae chịu ảnh hưởng của các yếu tố như: 

tiết độc tố toxoflavin, tiết enzyme lipase, có khả năng di động, chiên mao, tạo phản 

ứng siêu nhạy cảm (HR), tiết enzyme pectinase, khả năng gây thối nhũn trên hành, và 

qui tắc Koch trên bông lúa. Nếu vi khuẩn thiếu một trong những đặc tính trên thì vi 

khuẩn sẽ giảm khả năng gây bệnh thối hạt trên lúa. 

2.1.8  Biện pháp quản lí 

Bệnh thối hạt do vi khuẩn B. glumae trên lúa rất khó quản lí nếu phát hiện 

không kịp thời, đặc biệt vào điều kiện có mưa nhiều. Vì vậy, để quản lí bệnh hiệu quả 

cần phòng bệnh là quan trọng nhất đồng thời cần kết hợp nhiều biện pháp quản lí như: 

biện pháp hóa học, biện pháp canh tác và biện pháp sinh học. 

2.1.8.1 Biện pháp hóa học 

Theo CPC (2007), phòng trị bệnh thối hạt trên lúa bằng một số hóa chất như 

kasugamycin, nonyl-phenyl-sulfonic copper, ammonium ethylenebis (dithiocarbamate) 

bằng cách phun thuốc vào giai đoạn trước trổ vì thời điểm này sẽ cắt đứt giai đoạn 

xâm nhiễm sơ cấp chính là nguyên nhân lây lan mầm bệnh khi cây lúa vào giai đoạn 
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trổ đều (Tsushima, 1996). Ngoài ra, sau khi trổ cũng là thời điểm quan trọng nếu vi 

khuẩn vẫn còn tồn tại trên cây lúa trước khi trổ, chính giai đoạn này vi khuẩn sẽ nhân 

mật số và xâm nhiễm vào hoa lúa như nhụy hoa, mày hạt (Li et al., 2016) và gây triệu 

chứng thối hạt. Do đó, cần phun thuốc trừ vi khuẩn vào 2 giai đoạn trước và sau khi trổ 

là yêu cầu cấp thiết quản lí bệnh thối hạt đạt hiệu quả cao. Ngoài ra, vi khuẩn B. 

glumae còn lưu tồn trong hạt giống vì vậy theo Kim (2015) ngâm hạt giống với một 

trong các hoạt chất trừ vi khuẩn như oxolinic acid (Starner), bronopol (Totan) từ 18 – 

24 giờ trước khi gieo sạ sẽ phòng được bệnh thối cây con vào giai đoạn sạ. Tuy nhiên, 

Maeda et al., (2007) đã báo cáo rằng hoạt chất oxolinic acid đã kháng với vi khuẩn B. 

glumae do gen gyrA bị biến đổi. 

2.1.8.2 Biện pháp canh tác 

Theo CPC (2007) vào thời điểm trước khi gieo sạ nên chuẩn bị bề mặt ruộng 

bằng phẳng tránh những chổ trũng nước vì mầm bệnh sử dụng chất dinh dưỡng thừa 

vụ trước kết hợp ẩm độ cao giúp cho vi khuẩn B. glumae gây bệnh thối cây con. Ngoài 

ra, có thể sử dụng giống kháng nhằm hạn chế sự lưu tồn của mầm bệnh. Một nghiên 

cứu của Groth et al., (2007) đã tìm ra giống lúa LM-1 có khả năng kháng bệnh cao. 

Theo Ham et al. (2011), một số giống đã được thử khả năng kháng bệnh thối hạt, tuy 

nhiên kết quả khả năng kháng bệnh thối hạt chưa kháng hoàn toàn, có thể quá trình 

tương tác giữa mầm bệnh và cây trồng là quá trình đồng tiến hóa kết hợp với điều kiện 

môi trường. Vì vậy, giống kháng bệnh rất dễ phá vỡ hàng rào kháng bệnh nên quá 

trình tuyển chọn giống kháng không đạt hiệu quả cao như mong muốn. 

2.1.8.3 Biện pháp sinh học 

Trong việc quản lí bệnh thối hạt trên lúa nhiều nhà khoa học đã sử dụng nhiều tác 

nhân sinh học để phòng trừ như sử dụng vi khuẩn không độc như B. glumae, B. 

gladioli, hay vi khuẩn đối kháng Pseudomonas fluorescens, Bacillus sp. và thực khuẩn 

thể (Ham et al., 2011). Theo Furuya et al., (1991) đã sử dụng dòng vi khuẩn B. glumae 

N7503 không độc để phòng trị bệnh thối cây con do vi khuẩn B. glumae độc cho hiệu 

quả phòng trị bệnh thối cây con. Theo Ham et al. (2011), chi vi khuẩn Burkholderia có 

khả năng tiết kháng sinh ức chế dòng vi khuẩn B. glumae độc. Ngoài ra, theo Adachi 

et al. (2012) đã sử dụng hai dòng thực khuẩn thể BGPP-Ar và BGPP-Sa được phân lập 

từ nguồn nước xung quanh khu vực trồng lúa trong phòng trị bệnh thối cây con trong 

điều kiện nhà lưới. Kết quả, dòng thực khuẩn thể BGPP-Ar cho hiệu quả cao trong 

việc phòng trị vi khuẩn B. glumae MAFF 106715 với tỉ lệ bệnh thấp hơn các nghiệm 

thức xử lí còn lại. Tại Việt Nam đã có những nghiên cứu sơ khởi về việc sử dụng thực 

khuẩn thể trong việc phòng trị bệnh thối hạt trên lúa trong điều kiện nhà lưới. Cụ thể 

Huy và ctv. (2015) đã sử dụng dòng thực khuẩn thể ФVL34, ФVL39 và ФAG58 với 

mật số 108 pfu/ml cho hiệu quả khác biệt so với nghiệm thức đối chứng không áp dụng 
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thực khuẩn thể. Một nghiên cứu của Phến và Nhân (2020) đã tìm ra chủng vi khuẩn 

Bacillus – THDT3, Bacillus – PTAG1 và Bacillus – PTAG12 có khả năng ức chế vi 

khuẩn Bg-AG9 trong điều kiện in vitro và mang lại hiệu quả phòng trị tương đương 

oxolinic acid ở biện pháp phun ngừa trước khi mầm bệnh hiện diện ở điều kiện nhà 

lưới. Cũng tương tự Nga và Khởi (2020) đã áp dụng hai chủng vi khuẩn 

(Pseudomonas fluorescen 28 và Pseudomonas fluorescen 44) được phân lập từ vùng rễ 

cũng cho hiệu quả giảm bệnh thối hạt trong điều kiện nhà lưới góp phần bảo vệ tốt 

nâng suất lúa. 

2.1.8.4 Biện pháp tổng hợp 

Vụ Hè Thu và Thu Đông tại Việt Nam là điều kiện thời tiết thích hợp để vi khuẩn 

xâm nhiễm hạt lúa đặc biệt vào giai đoạn trước trổ và sau khi trổ đều. Do đó, nên áp 

dụng biện pháp quản lí tổng hợp nhằm giảm đáng kể sự xâm nhiễm của vi khuẩn đồng 

thời giảm thiệt hại năng suất. Theo Kim (2015), biện pháp quản lí bệnh thối hạt do vi 

khuẩn B. glumae được đề xuất như sau: 

- Sử dụng giống sạch bệnh nên xử lí hạt giống trước khi gieo trồng. Ngâm hạt 

giống với một trong những thuốc trừ vi khuẩn như Starner, Totan. 

- Chuẩn bị bề mặt ruộng bằng phẳng tránh những chổ trũng nước là nơi mà mầm 

bệnh sử dụng chất dinh dưỡng thừa vụ trước và ẩm độ cao giúp cho vi khuẩn B. 

glumae gây bệnh thối cây con. 

- Thăm ruộng thường xuyên, phát hiện sự xuất hiện của mầm bệnh để phòng trị 

kịp thời. 

- Bón phân tránh thừa đạm, bón theo nguyên tắc bốn đúng. 

- Phun thuốc kết hợp các biện pháp thực khuẩn thể và kích kháng ngừa vi khuẩn 

vào giai đoạn lúa bắt đầu trổ lẹt xẹt và lúc lúa trổ đều (phun 2 lần cách nhau 5 -7 

ngày). 

- Khi phát hiện bệnh thối hạt nên phun thuốc hóa học nhằm ngăn sự lây lan của 

mầm bệnh ngay lập tức đặc biệt phun 2 lần (lần 1: lúc phát hiện bệnh; lần 2: 5-7 ngày 

sau khi phun lần 1 vì theo dịch tể học 5-7 ngày sau khi vi khuẩn xâm nhiễm sơ cấp là lúc 

vi khuẩn xâm nhiễm thứ cấp, đó là lúc vi khuẩn lây lan rất nhanh khi gặp ẩm độ cao). 

2.2 TỔNG QUAN VỀ THỰC KHUẨN THỂ 

2.2.1 Khái niệm về thực khuẩn thể 

Thực khuẩn thể (TKT) là virut ký sinh chuyên tính tế bào vi khuẩn, cấu trúc 

TKT gồm lõi là axít nucleic (là ADN hoặc ARN) và được bao bọc bên ngoài bởi bao 

protein. TKT nhỏ hơn tế bào vi khuẩn ký chủ, kích thước trong khoảng 24 - 200 nm, vì 
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vậy TKT chỉ được nhìn thấy qua kính hiển vi điện tử (Kutter & Sulakvelidze, 2005). 

TKT cũng như các virut khác, chúng có đặc tính ký sinh bắt buộc, chúng không có khả 

năng tự sinh sản mà phải thông qua tế bào ký chủ để nhân mật số do TKT không có bộ 

máy tổng hợp năng lượng cũng như không có ribosome để tổng hợp protein (trích dẫn 

Nga & Giang, 2016). 

2.2.2 Lịch sử xuất hiện thực khuẩn thể 

Thực khuẩn thể (tiếng anh gọi là bacteriophage hay phage) là virut có mặt khắp 

mọi nơi trên trái đất như nước biển, sông suối, ao hồ, trong đất, trên tán lá cây trồng, 

trên cơ thể động vật, trên người, trong thực phẩm. TKT hiện diện với mật số cao 

khoảng 1031 - 1032 trong trái đất. Vào những năm 1880 ngành Vi khuẩn học đã hình 

thành, sau đó đến năm 1896, Hankin đã ghi nhận nước của dòng sông Jumna và 

Ganges của Ấn Độ có thể trị được bệnh dịch tả của người gây ra bởi vi khuẩn Vibrio 

cholera. Tuy nhiên, lấy nước từ hai con sông này đun sôi thì không còn tác dụng trị 

bệnh và ông đã kết luận rằng trong nước chứa các hoạt chất dễ bay hơi có thể là 

nguyên nhân tiêu diệt vi khuẩn gây bệnh. Đến năm 1901, hai nhà khoa học Emmerich 

và Löw đã ghi nhận hiện tượng những đốm tan trên môi trường nuôi cấy có chứa vi 

khuẩn (trích dẫn Kutter & Sulakvelidze, 2004). 

Với những phát hiện bí ẩn về một loại sinh vật không xác định được có khả 

năng tiêu diệt vi khuẩn. Một chuyển biến lớn vào năm 1915, Twort là nhà vi khuẩn 

học người Anh đã bắt đầu tìm hiểu và nghiên cứu về hiện tượng này. Ông đã ghi nhận 

sự phát triển của vi khuẩn và hình thành những đốm trong suốt như gương. Một điều 

lý thú ông đã lấy những vết trong như gương này lên kính hiển vi, kết quả là thấy vi 

khuẩn vỡ ra “granules” nhưng ông đã dừng lại những nghiên cứu ấy và xem hiện 

tượng đó như một lời đề nghị mở ra bước ngoặc lớn cho những nghiên cứu tiếp theo. 

Hai năm sau đó, Félix d’Herelle là nhà vi khuẩn học người Pháp-Canadian đã chứng 

minh lại hiện tượng của Twort, ông nhận thấy rằng một loại sinh vật có khả năng tiêu 

diệt vi khuẩn Shigella hình thành những đốm tan trên môi trường có sự hiện diện của 

tế bào vi khuẩn kí chủ gọi là plaque và ông nghĩ rằng sinh vật ấy rất nhỏ đó là virut kí 

sinh lên vi khuẩn. Ông đặt tên cho virut này là“ bacteriophage” hoặc “bacteria eater” 

có nguồn gốc từ tiếng Hy Lạp "phagein" có nghĩa là “ăn” (Kutter & Sulakvelidze, 

2004). Ông đã sử dụng TKT để phòng trị bệnh kiết lỵ do vi khuẩn Shigella gây ra. 

Tương tự, một thử nghiệm trên thỏ đã thấy rằng TKT có hiệu quả trong phòng trị vi 

khuẩn Shigella. Do vậy, hầu hết những nghiên cứu về TKT từ năm 1920 đến cuối 1930 

đã phát triển trong liệu pháp sử dụng TKT trong phòng trị bệnh do vi khuẩn và sản 

phẩm TKT đã được bán ra thị trường. Tuy nhiên, vào cuối năm 1930 hội đồng Y khoa 

và Hóa học của Hoa Kỳ đã thấy hiệu quả sử dụng liệu pháp TKT trong phòng trừ bệnh 

do vi khuẩn không rõ ràng và cần nghiên cứu thêm. Đồng thời, tại thời điểm này thuốc 
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kháng sinh đã ra đời đã cho hiệu quả phòng trị vi khuẩn vượt trội. Do đó, nghiên cứu 

về TKT dần khép lại mặc dù nghiên cứu TKT rất thú vị (Salmond & Fineran, 2015). 

Tuy nhiên, những năm sau đó hiện tượng vi khuẩn kháng thuốc kháng sinh gia tăng, vì 

vậy TKT là một giải pháp nhằm giải quyết hiện tượng kháng thuốc kháng sinh của vi 

khuẩn, đã được chú ý nghiên cứu tiếp tục. 

Vào những năm 1940, Liên Xô và các nước Đông Âu khác vẫn tiếp tục nghiên 

cứu về TKT, tuy nhiên hiểu biết rõ ràng về đặc điểm sinh học của TKT vẫn còn hạn 

chế như bản chất của TKT. 

Vào năm 1950 đến 1960 trung tâm Công Nghệ Sinh học được hình thành, Jacob 

và Monod đã thấy hiện tượng “cảm ứng gen” được nghiên cứu từ tiền TKT Lamda 

trên vi khuẩn E. coli. Vào năm 1965, Jacob, Monod và Lwoff đã đạt giải Nobel về 

khám phá gen điều khiển hoạt động của enzyme và tổng hợp vi rút.  

Đến năm 1970, Baltimore và Temin phát hiện ra men phiên mã ngược (reverse 

transcriptase) trong virut chỉ có một mạch đơn RNA, mở ra một tương lai hoàn toàn 

mới trong kĩ thuật di truyền, trong virut học, ung thư học,… Từ năm 1971 các nhà 

khoa học liên tiếp phát hiện ra các loại viroids; Fiers (1976) đã giải trình tự TKT MS2 

thuộc RNA; Sanger (1977) giải trình tự ФX174 thuộc ADN sợi đơn. 

Nhờ các thành tựu mới nhất trong nghiên cứu kỹ thuật di truyền ở virut mà 

nhân loại đã phát minh được nhiều loại vacxin virut thế hệ mới, góp phần quan trọng 

vào việc đẩy lùi nhiều bệnh virut hiểm nghèo ở người và động vật. Quá trình khám phá 

TKT được tóm tắt bằng sơ đồ Hình 2.6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 

 

 

 

Twort đã ghi nhận sinh vật đã kí 

sinh vi khuẩn 
d’Herelle đã định nghĩa  TKT 

(bacteriophage) 
d’Herelle đã sử dụng thực khuẩn thể 

phòng trị vi khuẩn 
Ellis & Delbrück: Sự phát triển của 

thực khuẩn thể 

Phân nhóm thực khuẩn thể 

Luria & Delbrück: Sự phát sinh 

đột biến Hershey & Chase: bản chất 

của ADN 

Benzer: tìm ra cấu trúc của T4 rII 
Zinder and Lederberg: sự 

truyền tải ADN 

Lwoff, Horne and 

Tournier phân loại vi rút 
Loại II enzyme cắt giới hạn 

Sanger: giải trình tự ФX174 

thuộc ADN sợi đơn 

Thực khuẩn thể tòn tại khắp nơi 

trên trái đất 

Mô hình thực khuẩn thể không độc của 

vi khuẩn Vibrio cholerae 

Sự đa dạng của thực khuẩn thể (sinh 

thái) 

Sự xuất hiện prophage trong 

genome của vi khuẩn  

Chức năng của Cas9 RNA trong sửa 

chữa bộ gen 

Fiers: giải trình tự thực khuẩn 

thể MS2 thuộc RNA sợi đơn 

Smith: nhiều dạng thực khuẩn thể 

đã phát hiện 

Vai trò của thực khuẩn thể trong 

vi khuẩn 

Chu trình của thực khuẩn thể 

được đề xuất 

Hệ gen đầu tiên của thực khuẩn 

thể được khám phá là ФX174 

Mô hình đáp ứng miễn nhiễm 
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Hình 2.6: Sơ đồ sự phát triển 100 năm nghiên cứu về thực khuẩn thể (Salmond & Fineran, 2015) 
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2.2.3 Phân loại thực khuẩn thể 

Đa số TKT có kích thước rất nhỏ, có thể lọt qua các màng lọc vi khuẩn, chính 

vì thế chúng ta không thể quan sát TKT dưới kính hiển vi quang học (kích thước TKT 

đo bằng đơn vị nanomet (1nm = 109 m)). Ngày nay chúng ta có thể đo đạt một cách cụ 

thể hình thái từng họ TKT với kích thước từ 20 – 300 nm tùy theo họ TKT khác nhau. 

TKT có cấu trúc hình nòng nọc gồm 2 phần: Phần đầu và phần đuôi hoặc hình hạt 

(Dũng và ctv., 2007). 

 Theo  Ackermann (2007) có ít nhất 5.568 TKT được phân loại bởi kính hiển vi 

điện tử vào năm 1959. TKT được phân loại theo Ackermann (2007) gồm 17 họ và ba 

nhóm chưa được phân loại rõ ràng. Trong đó, nhóm TKT dạng đuôi thuộc một bộ 

Caudovirales chiếm 96% gồm họ Myoviridae (24,5%), họ Siphoviridae (61%) và họ 

Podoviridae (14%), ngoài ra chỉ có 208 TKT dạng khối đa diện, dạng sợi và dạng bất 

định chiếm 3,7%. TKT được tìm thấy trên 11 ngành vi khuẩn và ngành vi khuẩn cổ, 

chúng xâm nhiễm trên 154 kí chủ hầu hết thuộc ngành Actinobacteria, Firmicutes và 

Proteobacteria (Bảng 2.1). Phân loại TKT chủ yếu dựa trên cơ sở hình thái và về mặt 

di truyền (sợi đơn ADN, sợi đôi ADN, sợi đơn RNA, sợi đôi RNA). Năm 2009, 

Ackermann đã bổ sung và phân loại TKT được chia thành 19 họ gồm TKT dạng đuôi 

(Myoviridae, Siphoviridae và Podoviridae), TKT dạng khối đa diện (Microviridae, 

Corticoviridae, Tectiviridae, SH1, STIV, Leviridae, Cystoviridae), TKT dạng sợi 

(Inoviridae, Lipothrixviridae, Rudiviridae), thực khuẩn thể dạng bất định 

(Plasmaviridae, Fuselloviridae, Guttaviridae, Ampullaviridae, Bicaudaviridae, 

Globuloviridae và một họ chưa đặt tên dạng quả chanh). Đến năm 2013, Pelzek et al., 

cũng dựa vào hình thái các họ TKT và đã bổ sung thêm 1 họ mới (chưa đặt tên) tương 

tự họ Fuselloviridae nhưng khác nhau về thành phần cấu tạo là họ mới này không 

chứa lipid, vì vậy hiện nay 20 họ TKT (Hình 2.7). 
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Hình 2.7: Hình dạng các họ thực khuẩn thể (Pelzek et al., 2013) 
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Theo Kutter và Sulakvelidze (2004); Murphy et al. (2012), đặc điểm từng họ 

thực khuẩn thể được miêu tả như sau: 

2.2.3.1 Thực khuẩn thể dạng đuôi (tail phage) 

Theo Ackermann (2007) đã miêu tả TKT  dạng đuôi là nhóm hiện diện lớn nhất 

và phân bố rộng nhất trên trái đất. Ít nhất 4.950 TKT dạng đuôi được ghi nhận dưới 

kính hiển vi điện tử trong tổng số hơn 5.500 TKT được quan sát. TKT được cấu tạo 

đặc biệt gồm lớp vỏ bọc là protein và bên trong là sợi đôi ADN với tỉ lệ nhiễm sắc thể 

Bảng 2.1 Sự kí sinh của họ thực khuẩn thể trên ngành vi khuẩn 

Ngành vi khuẩn 

nhân sơ 

Myoviridae Siphoviridae Podoviridae Thực 

khuẩn thể 

dạng đuôi 

PFP 

Archaea 8 7  15 29 

Eubacteria      

Actinobacteria 6 501 22 529 1 

Bacteroidetes 35 23 1 59 2 

Chlamydia     3 

Cyanobacteria 26 7 12 45  

Deinococcus-

Thermus 

4 3  7 10 

Firmicutes 377 1743 105 2275 33 

Fusobacteria 3 1 3 7  

α-Proteobacteria 88 218 126 432 9 

β-Proteobacteria 28 25 9 62  

γ-Proteobacteria 695 677 487 1859 112 

δ-Proteobacteria 17 1 6 24  

-Proteobacteria 21 12  33 9 

Spirochaetes 12 1  13  

Tổng cộng 1320 3269 771 5360 208 

Chú thích: PFP (polyhedral: khối đa diện, filamentous: dạng sợi, và pleomorphic: dạng đa 

hình)(Ackermann, 2007) 
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cao. Tất cả TKT dạng đuôi sở hữu đầu gồm 20 mặt và 12 góc. Kích thước TKT từ 24 - 

400 nm và trọng lượng bộ gen từ 18 – 400 kb tùy từng loài TKT khác nhau. Trong 

nhóm TKT dạng đuôi gồm 3 họ phổ biến như sau:  

a) Họ Myoviridae: virut chứa sợi đôi ADN dạng thẳng có đuôi có thể co lại, ở 

trung tâm được bao lớp protein bên ngoài chiếm 25%. Điển hình là TKT T4 (Hình 2.8) 

là một trong những TKT có trọng lượng bộ gen khoảng 168 kb với kích thước lớn nhất 

(chiều dài khoảng 200 nm và chiều rộng 80 -100 nm) được cấu tạo bởi vỏ protein (cấu 

tạo đầu gồm 20 mặt thon dài). Đuôi được cấu tạo gồm 2 lớp chính: ống đuôi và đuôi 

được bao bọc một lớp vỏ cứng và co trong suốt quá trình xâm nhiễm tế bào vi khuẩn. 

Vỏ đuôi được tách ra từ phần đầu gọi là phần cổ. Cuối đuôi có tấm đĩa gốc được gắn 

bởi các sợi đuôi là nơi giúp TKT bám vào tế bào vi khuẩn. 

Vỏ bọc của T4 (capsid) được cấu tạo bởi 3 loại protein chính gồm protein 

gp23* gp24* và gp20. Trong quá trình hấp phụ và bơm ADN đuôi có thể gia tăng kích 

thước từ 24 nm đến 33 nm. 

Đĩa gốc dùng để bám vào tế bào vi khuẩn cũng được cấu tạo phức tạp ở cuối 

đuôi với chiều dài khoảng 27 nm và đường kính khoảng 52 nm có hình vòm. Khi TKT 

hấp phụ trên bề mặt tế bào vi khuẩn thì đĩa gốc có thể thay đổi chiều dài giảm xuống 

12 nm và gia tăng đường kính 61 nm. 

Đuôi có 3 sợi protein: sợi đuôi dài, sợi đuôi ngắn và sợi mỏng manh. Sợi đuôi 

dài và sợi đuôi ngắn gắn vào đĩa gốc và sợi mong manh kéo dài nhằm kết nối đuôi đến 

capsid. Sợi đuôi dài có chiều dài khoảng 145 nm và đường kính 4 nm. Các sợi đuôi có 

nhiệm vụ quan trọng bám vào các thụ thể trên tế bào vi khuẩn là điều kiện giúp TKT 

tấn công vi khuẩn. 

Vòng cổ 

Cổ 

 
Bao đuôi co 

 
Đĩa gốc 

 Mấu ghim 

 

Sợi đuôi 

 Lõi 

 

Hình 2.8: Hình thái cấu trúc thực khuẩn thể T4: (A, B): Mô hình T4; (C): 

Hình dạng T4 dưới kính hiển vi điện tử (Murphy et al., 2012) 
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b) Họ Siphoviridae: Các TKT thuộc họ Siphoviridae chứa sợi đôi ADN dạng 

thẳng có đuôi dài không co lại chiếm 61% (tiêu biểu là TKT Lamda). TKT Lamda là 

TKT ôn hòa với ADN sợi đôi dạng thẳng và trọng lượng bộ gen khoảng 48,5 kb được 

bao bọc bởi lớp vỏ protein (Hình 2.9). Nhiễm sắc thể gồm 12 – 15 loại protein khác 

nhau. Đầu là một khối đa diện với đường kính (chiều dài và chiều rộng bằng nhau) 

khoảng 64 nm, đuôi dài khoảng 150 nm, sợi đuôi dài khoảng 25 nm và đường kính lõi 

thân khoảng 12 nm. 

 

 

c) Họ Podoviridae: Các loài thuộc họ Podoviridae cũng chứa sợi đôi ADN 

dạng thẳng có đuôi ngắn chiếm khoảng 14% trọng bộ Caudovirales. Đầu là khối đa 

diện cùng kích thước khoảng 60 nm, chứa 72 protein (T=7). Đuôi có kích thước 17 x 8 

nm và có 6 sợi đuôi ngắn, trọng lượng bộ gen khoảng trên 40 kb. Tiêu biểu là TKT 

P22 xâm nhiễm vào vi khuẩn Salmonella enterica (Hình 2.10). Dạng trưởng thành của 

Ф P22 đầu được cấu tạo gồm 20 mặt (7l capsid có đường kính khoảng 650 Å). Lớp vỏ 

procapsid có hàng trăm bản sao của protein gp5 bao bên ngoài và protein gp8 làm 

khung, nhiều bản sao của ba loại protein như gp7, gp16, gp20. Cơ chế xâm nhiễm của 

họ Podoviridae vào vi khuẩn kí chủ chưa biết đến một cách rõ ràng. Tuy nhiên, Ф P22 

là dạng đuôi ngắn và không thể co lại, chúng bám vào bề mặt của tế bào kí chủ bằng 

nhiều sợi đuôi, sau đó bơm ADN vào tế bào kí chủ. 

 

 

 

 

Hình 2.9: Hình thái cấu trúc thực khuẩn thể Lamda: (A,B): Mô hình thực khuẩn thể Lamda; (C): 

Hình dạng thực khuẩn thể Lamda dưới kính hiển vi điện tử (Murphy et al., 2012). 

 

A B C 

Đuôi 

Đĩa gốc 

Protein liên kết  

Đĩa cổ 

Đầu Đầu 

Đuôi 

Sợi 

đuôi 

Vỏ protein 

ADN 

Sợi đuôi 

A B C 
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2.2.3.2 Một số họ thực khuẩn thể khác 

- Thực khuẩn thể dạng đa diện (Polyhedral phage) 

Các TKT không đuôi chỉ bao gồm khoảng 190 virut đã biết, tương ứng với ít 

hơn 4% virut vi khuẩn được công nhận (Ackermann, 2011). Chúng được phân loại 

thành 10 họ nhỏ gồm họ Microviridae, họ Corticoviridae, họ Tectiviridae, họ 

Leviviridae, Cystoviridae,…. 

-  Thực khuẩn thể dạng sợi (Filamentous) 

Các TKT dạng sợi bao gồm một số họ như Inoviridae, Lipothrixviridae, 

Rudiviridae. Chúng có chiều dài khoảng 410 nm đến 1.950 nm và chứa ADN dạng 

thẳng hoặc vòng, sợi đôi hoặc sợi đơn tùy theo từng họ. Trọng lượng bộ gen khoảng 

4,4 đến 8,5 kb (Murphy et al., 2012) 

-  Thực khuẩn thể dạng đa hình hay bất định (Pleomorphic) 

TKT dạng sợi bao gồm một số họ điển hình như Plasmaviridae, Fuselloviridae. 

Chúng có chiều dài khoảng 50 – 125 nm và chứa ADN dạng thẳng hoặc vòng tùy theo 

từng họ. Trọng lượng bộ gen khoảng 11,965 kb đến 15,465 kb (Murphy et al., 2012). 

Hình 2.10: Hình thái cấu trúc thực khuẩn thể T7: (A,B): Mô hình thực khuẩn thể T7; (C): 

Hình dạng thực khuẩn thể T7 dưới kính hiển vi điện tử truyền qua (Murphy et al., 2012) 
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2.2.4 Quá trình xâm nhiễm của thực khuẩn thể vào tế bào vi khuẩn kí chủ 

TKT được biết đến là virut kí sinh tế bào vi khuẩn kí chủ. Một thế kỉ nghiên 

cứu TKT đã cho thấy rằng chúng cực kì đa dạng và phổ biến trong sinh quyển của 

chúng ta. Theo đó, bộ gen của TKT biến động từ vài trăm base pair đến khoảng 498 

kilobase. 

Về bản chất, TKT mang bộ gen của chúng và dùng vi khuẩn kí chủ để nhân lên 

và sinh sản ra các TKT con. Mỗi TKT chỉ xâm nhiễm trên một loài vi khuẩn và đôi khi 

xâm nhiễm trên những loài họ hàng của chúng. Chu trình xâm nhiễm của TKT vào vi 

khuẩn được lập trình một cách chặt chẽ và phụ thuộc rất nhiều vào kí chủ như: tế bào 

Bảng 2.2 Tóm tắt về kích thước và hình dạng các họ thực khuẩn thể 

Hình thái Họ Kích thước (nm) Thực khuẩn 

thể 

điển hình 

Đầu Đuôi 

 

Myoviridae 65 x 95 25 x 100 T2 

 

Siphoviridae 60 570 Lamda 

 Podoviridae 47 10 x 15 T3 

 Microviridae 27 Không 

đuôi 

X174 

 Corticoviridae 63 Không 

đuôi 

PM2  

 Tectiviridae 60 Không 

đuôi 

PRD1 

 Leviviridae 23 Không 

đuôi 

MS2 

 Cystoviridae 70–80 Không 

đuôi 

6 

 

Inoviridae 85–1950 x 7 Không 

đuôi 

fd 

 Plasmaviridae 80 Không 

đuôi 

MVL2 

Nguồn:  Ackermann (2011) 
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kí chủ (Gram âm hoặc Gram dương), chu trình xâm nhiễm (hấp phụ, sự xâm nhập, sự 

sao chép, sự lắp ráp và sự làm tan tế bào kí chủ). 

Dựa vào đặc điểm kí sinh của TKT được chia làm 2 nhóm: (1) TKT độc 

(virulent phage) khi kí sinh chỉ sở hữu chu trình tan (lytic cycle). Ngược lại, TKT ôn 

hòa (temperate phage hay avirulent phage) khi kí sinh không giết tế bào kí chủ, như 

gặp điều kiện môi trường bất lợi sẽ chuyển sang chu trình tan (lytic cycle) và giết tế 

bào kí chủ. 

2.2.4.1 Chu trình sinh tan (lytic cycle)  

- Theo Sabour và Griffiths (2010) chu trình sinh tan gồm các bước sau: 

- Sự hấp phụ (Adsorption) 

Sự xâm nhiễm của TKT rất đa dạng về đuôi được bắt đầu bằng sự hấp phụ trên 

màng vi khuẩn kí chủ một cách đặc biệt như thông qua sợi đuôi, gai, liên kết với các 

protein chuyên biệt trên lớp màng của vi khuẩn kí chủ, hoặc capsule. Đối với vi khuẩn 

Gram âm hầu như bất kì loại protein, oligosaccharides và liposaccharides hiện diện 

trên bề mặt của tế bào vi khuẩn có thể sử dụng trong suốt quá trình hấp phụ của TKT. 

Vi khuẩn Gram dương được TKT hấp phụ thông qua cấu trúc phức tạp của murein. 

Thời gian hấp phụ của TKT lên tế bào kí chủ là rất ngắn, ở nhiệt độ thích hợp. Ví dụ 

với TKT T4 chỉ cần có 15 giây. Một số trường hợp, nếu có từ 2 TKT khác trở lên xâm 

nhập vào cùng một tế bào vật chủ thì cuối cùng chỉ có một TKT sinh sản mà thôi 

(Dũng và ctv., 2007). Những vùng thụ thể của TKT nhận diện là chuỗi polypeptide. 

Rất nhiều TKT yêu cầu sự hiện diện của những cụm chứa các phân tử có nồng độ cao 

là những điểm để TKT dạng đuôi kết nối vào tế bào kí chủ. 

Cơ chế hấp phụ của nhóm thực khuẩn thể đuôi 

Nhóm TKT đuôi không những đa dạng về cấu trúc như đuôi dài (họ Myoviridae 

và họ Siphoviridae) và dạng đuôi ngắn như họ Podoviridae mà còn đa dạng về cách 

thức xâm nhiễm như sau (Hình 2.11): 

- Họ Myoviridae: cấu trúc chung họ Myoviridae gồm đầu, cổ, đuôi, ống đuôi, sợi 

đuôi dài, sợi đuôi ngắn, đĩa gốc, trung tâm đĩa gốc. Tiêu biểu của họ Myoviridae là 

TKT T4 và Mu có đuôi dài di động. Ống đuôi liên kết với vỏ protein, đế và một số bộ 

phận khác, đuôi có thể di động xung quanh lớp màng ngoài của vi khuẩn kí chủ nhằm 

tìm các thụ thể để hấp phụ vào tế bào kí chủ. Ví dụ TKT T4 hấp phụ vào tế bào kí chủ 

bằng cách định vị trên bề mặt kí chủ bằng sợi đuôi dài, chỉ có đĩa gốc hạ thấp xuống, 

sau đó tất cả sợi đuôi liên kết với các thụ thể trên màng tế bào kí chủ thông qua 

lipopolyshacharide (LPS), OmpC, cuối cùng TKT bơm ADN vào tế bào kí chủ. Tuy 

nhiên, đối với kí chủ Gram dương quá trính hấp phụ của TKT vào kí chủ khác so với 
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vi khuẩn Gram âm vì cấu trúc vách tế bào vi khuẩn dày, TKT phải sử dụng loại protein 

phức hợp mới có khả năng hấp phụ và bơm ADN vào tế bào kí chủ. 

- Họ Siphoviridae: cấu trúc chung của họ Siphoviridae gồm đầu, đuôi dài không 

co, sợi đuôi, sợi đuôi trung tâm, đĩa gốc, tiêu biểu của họ Siphoviridae là TKT λ và T5. 

Quá trình TKT hấp phụ vào kí chủ khác nhau tùy vào TKT Gram âm hay Gram dương. 

TKT thuộc họ Siphoviridae hấp phụ vào tế bào kí chủ Gram âm hay dương bằng sợi 

đuôi và trung tâm sợi đuôi không có sự kết hợp giữa sợi đuôi và đĩa gốc giống họ 

Myoviridae. Chúng hấp phụ vào tế bào kí chủ thông qua polysacharide trên màng tế 

bào kí chủ. Đặc biệt Coli phage DT57C và DT571/2 sẽ gia tăng khả năng hấp phụ vào 

tế bào kí chủ với sự hiện diện của Vitamin B12 làm gia tăng liên kết của sợi đuôi trung 

tâm của TKT với tế bào kí chủ. Cũng tương tự với họ Myoviridae, TKT thuộc họ 

Siphoviridae cũng xâm nhiễm vào vi khuẩn Gram âm và Gram dương khác nhau vì 

cấu trúc màng tế bào vi khuẩn, đặc biệt vi khuẩn Gram dương quá trình hấp phụ vào tế 

bào vi khuẩn kí chủ phải sử dụng phức hợp protein hiện diện trên đĩa gốc của TKT. Do 

đó, không thể tìm thấy TKT kí sinh cả 2 loại vi khuẩn Gram âm và Gram dương cùng 

lúc. 

- Họ Podoviridae: cấu trúc chung họ Podoviridae gồm đầu, đuôi ngắn không co, 

6 - 12 sợi đuôi, không có đĩa gốc. Ví dụ TKT T7 hấp phụ vào kí chủ bằng protein gp17 

của sợi đuôi liên kết với LPS trên màng tế bào vi khuẩn, đối với TKT P22 hấp phụ vào 

tế bào vi khuẩn bằng sáu protein gp9 trên sợi đuôi. Đối với TKT thuộc họ Podoviridae 

cơ chế hấp phụ vào tế bào Gram âm và dương giống nhau. 

Tóm lại, nhóm TKT có đuôi cơ chế hấp phụ vào tế bào kí chủ Gram âm hay 

Gram dương khác nhau tùy thuộc vào kí chủ cũng như bản chất TKT, ngoại trừ họ 

Podoviridae cơ chế hấp phụ vào tế bào kí chủ Gram âm và Gram dương giống nhau. 

Đặc biệt dựa vào cấu trúc họ Myoviridae có phổ kí chủ rộng hơn họ Siphoviridae và 

Podoviridae. 
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Hình 2.11: Cấu trúc tiêu biểu của họ thực khuẩn thể đuôi: Cấu trúc chung của họ TKT gồm vỏ bao bọc bên ngoài chứa ADN 

bên trong liên kết với cấu trúc đuôi (a) Cấu trúc họ Myoviridae gồm vỏ protein liên kết với đuôi di động co; (b) Cả hai họ Siphoviridae 

và họ Myoviridae có protein liên kết ở chóp đĩa gốc, sợi đuôi hấp phụ vào màng tế bào kí chủ; (c) Họ Siphoviridae va họ Podoviridae có 

protein ở chớp sợi đuôi trung tâm hoặc đĩa gốc (Nguồn Nobrega et al., 2018) 

Vỏ protein 

Cổ 

Sợi cổ 

Ống đuôi và vỏ đuôi 

Sợi đuôi dài 

Sợi đuôi ngắn 

Trung tâm sợi đuôi Đĩa gốc 

Đuôi 

Đuôi 

Vỏ protein 

ống đuôi 

Đĩa gốc 

Sợi đuôi  

Trung tâm sợi đuôi 

Đuôi 

Vỏ protein 

Sợi đuôi  

Trung tâm 

sợi đuôi 



30 

 

  

Bảng 2.3 Tóm tắt cơ chế hấp phụ của nhóm thực khuẩn thể đuôi với vi khuẩn Gram âm và dương 

Họ thực 

khuẩn thể 

Dạng 

đuôi 

Thụ thể liên kết Loại vi khuẩn Điểm hấp phụ trên 

màng tế bào kí chủ 

Một số thực khuẩn thể 

điển hình 

Siphoviridae Đuôi dài,  

không co 

Sợi đuôi  Vi khuẩn Gram âm O-antigen (smooth 

LPS) 

T5 

 Core oligosaccharide 

(rough LPS) 

SSU5 

Proteins (ví dụ: 

LamB, TolC và FepA 

λ, TLS và H8 

Chiên mao Chi và iEPS5 

Pili DMS3 

Vi khuẩn Gram dương Teichoic acids LL-H 

Sợi kim đuôi (Tail 

spike) 

Vi khuẩn Gram âm Capsule Vi-II 

LPS 9NA 

Vi khuẩn Gram dương Protein (ví dụ:  YueB) SPP1 

Trung tâm sợi 

đuôi (Central tail 

fibre) 

Vi khuẩn Gram âm Proteins (ví dụ:  BtuB 

and FhuA) 

BF23, T5 

Đầu đuôi (Tail tip) Vi khuẩn Gram âm Protein (ví dụ:  TonB) H8 

Capsid filament Vi khuẩn Gram âm Chiên mao phiChi13 and 

phiCbK 

Myoviridae Đuôi dài, Sợi đuôi (Tail Vi khuẩn Gram âm LPS Mu 



31 

 

co fibre) Proteins (ví dụ:  

OmpC and OmpF) 

T4 and T2 

Flagella SPN3US 

Vi khuẩn Gram dương Protein (ví dụ: GamR) γ 

Teichoic acids A511 

Peptidoglycan A511 

Sợi kim đuôi (Tail 

spike) 

Vi khuẩn Gram âm Capsule MAM1 

LPS Det7 

Podoviridae Đuôi 

ngắn, co 

Sợi đuôi (Tail 

fibre) 

Vi khuẩn Gram âm LPS T3 and T7 

Proteins (ví dụ: Ail 

and OmpF) 

Yep-phi 

Type IV pili MPK7 

Sợi kim đuôi (Tail 

spike) 

Vi khuẩn Gram âm Capsule phiK1-5 

O-antigen (smooth 

LPS) 

P22 

Protein (ví dụ:  

OmpA) 

Sf6 

Vi khuẩn Gram dương Teichoic acids phi29 

 

Nguồn: Nobrega et al., (2018) 
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Bên cạnh đó, trong hệ sinh thái luôn luôn xảy ra quá trình đồng tiến hóa giữa TKT 

và vi khuẩn luôn đi đôi nên sự thay đổi của các thụ thể trên bề mặt kí chủ làm cho TKT 

cũng thay đổi theo để phù hợp. 

Theo Dũng và ctv. (2007), việc hấp phụ của TKT trên màng tế bào vi khuẩn kí chủ 

chịu ảnh hưởng của nhân tố ngoại cảnh như: 

          - Số lượng TKT: Vì số điểm hấp phụ trên bề mặt tế bào vật chủ có giới hạn do đó 

số lượng TKT cũng có giới hạn. Tỉ số giữa số lượng TKT tương ứng có thể hấp phụ trên 

mỗi tế bào vi khuẩn được gọi là phức số MOI (Multipicity of infection, MOI). Phức số 

MOI thường rất lớn khoảng 250 – 360. Nghĩa là có khoảng 250-360 TKT hấp phụ tế bào 

vi khuẩn kí chủ cùng một lúc và tiết enzyme phân hủy vách tế bào cùng thời điểm làm 

cho vi khuẩn tế bào vỡ ra như nghìn mũi kim châm. Trường hợp này sự phá vỡ tế bào 

không làm sản sinh ra các thế hệ TKT mới, người ta gọi là sự phá vỡ tự ngoại. 

- Các ion dương: Các cation Ca2+, Mg2+, Ba2+,….đều có tác dụng xúc tiến sự hấp 

phụ, ngược lại cation Al3+, Fe3+, Cr3+….lại có tác dụng bất hoạt. 

- Các nhân tố bổ trợ: Tryptophan có thể xúc tiến quá trình hấp phụ của TKT T4, 

biotin có thể xúc tiến sự hấp phụ của TKT ở vi khuẩn sinh axit glutamic. 

- pH: môi trường trung tính có lợi cho sự hấp phụ. Ví dụ: khi pH<5 hoặc pH>10 

TKT rất khó hấp phụ. 

- Nhiệt độ: Nhiệt độ thích hợp cho sự phát triển cũng là thích hợp cho sự hấp phụ. 

 - Sự xâm nhập (Penetration) 

Sau khi hấp phụ của TKT vào vi khuẩn kí chủ với tính hiệu đầu tiên từ đĩa gốc và 

sợi đuôi nhận được một sự kích thích, làm cho 144 capsome của bao đuôi sẽ có những 

vận động phức tạp. Chúng cần ATP để thâm nhập nên ống đuôi co lại chỉ còn một nữa 

chiều dài và đâm ống đuôi vào thành tế bào và màng tế bào chất. Trong quá trình này có 

men lyzozyme ở đầu ống đuôi có tác dụng làm hòa tan peptidoglycan ở một bộ phận của 

thành tế bào.  

- Sự sao chép (Replication) 

Sau quá trình kết dính của TKT vào tế bào vi khuẩn thành công thông qua 2 hoặc 

ba lớp màng của vi khuẩn như: màng ngoài, lớp peptidoglycan và màng trong. Tiếp theo 

ADN của TKT được sao mã hay dịch mã tùy theo vi khuẩn Gram dương hoặc Gram âm. 

Quá trình sao chép xảy ra cùng với sự sao chép axit nucleic và sự sinh tổng hợp protein. 

Trong quá trình sao chép này TKT phải đối mặt với nhiều loại enzyme do vi khuẩn tiết ra 
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nhằm hạn chế sự xâm nhập của TKT như emzyme cắt giới hạn và exonucleases. Một hệ 

thống bảo vệ nhanh chóng được thiết lập từ TKT hình thành ADN tạo đầu dính hoặc một 

protein cuối chuổi ADN được hình thành là gen kháng kết thúc quá trình sao mã. Sự sinh 

trưởng nội bào của TKT gây nên nhiều hậu quả có hại cho tế bào chủ như kiềm hãm tất cả 

các gen chủ do tổng hợp một số enzyme nuclease phân hủy ADN của tế bào kí chủ. Ví dụ 

T4, SPO1, và Sb-1 tổng hợp protein gây chết tế bào kí chủ ngay cả khi được tổng hợp 

riêng lẻ và dường như thay thế cho kí chủ điều khiển quá trình tổng hợp TKT mới 

(Sabour & Griffiths, 2010). 

- Sự lắp ráp (Assembly processes) 

Sau khi các vỏ protein capsid và axit nucleic của TKT được tích lũy phong phú 

trong tế bào kí chủ sẽ tiến hành lắp ráp. Hầu hết TKT lắp ráp tương đối phức tạp. Đầu 

tiên, ADN được đi vào trong khối đa diện 20 mặt và được kết hợp thành một khối chặt 

chẽ được gọi là procapsid và trở nên không thấm các phân tử lớn. Một số TKT dạng đuôi 

như Siphoviridae hoặc Myoviridae thì sự lắp ráp khác hơn một chút như gắn thêm đuôi và 

sợi đuôi. Cuối cùng trong giai đoạn lắp ráp của một số TKT có vỏ là việc tiếp nhận một 

phần màng của tế bào vật chủ bao lấy lõi nuclecapsid khi TKT đi qua mang tế bào chất 

của kí chủ. Virion thành thục sẽ chuyển tới mạng lưới nội chất chuẩn bị bước kế tiếp 

(Sabour & Griffiths, 2010). 

- Sự phóng thích (Phage release) 

Sự phóng thích của TKT khỏi tế bào là một phần của quá trình lắp ráp cuối cùng 

của virion. TKT dạng sợi phóng thích khỏi tế bào kí chủ thông qua vách tế bào kí chủ và 

không giết tế bào kí chủ. Ngược lại TKT chứa sợi đôi ADN phóng thích TKT con ra 

ngoài bằng cách tiết ra một số enzyme phân giải vách tế bào kí chủ và giết chết tế bào kí 

chủ. Suốt quá trình xâm nhiễm TKT tiết enzyme phân giải nội bào (endolysis) tích tụ và 

hoạt động trong màng tế bào. Để enzyme này tiếp cận với lớp peptidoglycan thì một phân 

tử kị nước là holin được chỉ định giữ vai trò quan trọng trong sự kết nối nội bào, phân hủy 

vách tế bào và các TKT trưởng thành phóng thích ra môi trường bên ngoài và tế bào kí 

chủ sẽ chết (Sabour & Griffiths, 2010). 
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2.2.4.2 Chu trình tiềm tan (lysogenic cycle) 

Bên cạnh chu trình tan thì TKT có thể thuộc chu trình tiềm tan (lysogenic cycle, 

Hình 2.13, bên phải) nghĩa là TKT không gây chết tế bào chủ mà ADN của TKT kết nối 

với nhiễm sắc thể của kí chủ thông qua gen quy  định enzyme integrase (giúp chèn ADN 

của virut vào trong nhiễm sắc thể của tế bào vi khuẩn kí chủ), sau đó ADN của TKT nhân 

lên cùng với ADN của tế bào vi khuẩn, thể TKT này ở dạng ôn hòa không gây chết tế bào 

kí chủ. Thông thường TKT dạng ôn hòa tồn tại ở dạng vòng trong tế bào chất của vi 

khuẩn gọi là plasmid hoặc đi vào một đoạn của bộ gen vi khuẩn được gọi là prophage. 

Prophage được ghi nhận khoảng 10 – 20% tồn tại trong tế bào vi khuẩn. Chính sản phẩm 

của prophage kết hợp với bộ gen vi khuẩn góp phần làm cho vi khuẩn không bị xâm 

nhiễm bởi TKT khác hoặc tăng độc tính của vi khuẩn (Sabour & Griffiths, 2010). Tuy 

Hình 2.12: Chu trình xâm nhiễm của thực khuẩn thể T4. Nguồn (Pelzek et al., 2013) 
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https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Pelzek%2C+Adam+J
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nhiên, khi TKT ở dạng prophage gặp điều kiện không thuận lợi như stress, tia UV, 

mitomycin và sự thiếu thức ăn kéo dài của vi khuẩn cũng ảnh hưởng đến TKT ôn hòa 

chuyển sang TKT độc, gọi là hiện tượng cảm ứng và prophage chuyển sang trạng thái 

TKT độc thực hiện chu trình sinh tan, nhân bản và phóng thích ra nhiều virion con từ tế 

bào kí chủ (Hình 2.13 trái) (Sabour & Griffiths, 2010). Tế bào mang prophage gọi là 

lysogens bởi vì bản chất có thể cảm ứng tạo nên TKT độc. Sự cảm ứng có thể xảy ra tự 

phát hoặc ngẫu nhiên trong một phần nhỏ của vi khuẩn chứa prophage hoặc tín hiệu đặc 

biệt từ môi trường là nguyên nhân sự cảm ứng của prophage trong tế bào vi khuẩn. Nhìn 

chung, sự cảm ứng của prophage có thể liên quan đến sự phá vỡ vật chất của protein và 

protein này kiềm hãm chu trình tan của TKT vì thế TKT ở dạng ôn hòa. Vì vậy vào thời 

điểm này TKT đi vào chu trình tan (lytic cycle): TKT xâm nhiễm vào tế bào chất của tế 

bào vi khuẩn kí chủ nhân lên và tạo ra các TKT con, cuối cùng phá vỡ màng tế bào phóng 

thích ra môi trường bên ngoài, tùy theo TKT, kí chủ, môi trường mà khả năng tạo ra số 

lượng TKT con khác nhau nhưng giao động khoảng 20 – 400 virion (Hình 2.13, bên trái) 

(Sabour & Griffiths, 2010).  

 

Hình 2.13: Chu trình sinh sản của thực khuẩn thể ôn hòa. Sau khi 

ADN của thực khuẩn thể xâm nhiễm vào tế bào vi khuẩn kí chủ có thể đi vào chu 

trình tan hoặc tiềm tan: Chu trình tan (chu trình bên trái) thực khuẩn thể được sản sinh 

ra nhiều thực khuẩn thể con giết chết tế bào kí chủ; Chu trình tiềm tan ADN của thực 

khuẩn thể đi vào bộ gen của vi khuẩn và không giết chết tế bào vi khuẩn đến lúc có 

một số yếu tố tác động từ prophage sẽ chuyển thành thực khuẩn thể độc gọi là chu 

trình tan (Sabour & Griffiths, 2010). 
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Dựa vào đặc điểm cấu trúc: phần lớn bộ genome của TKT độc và TKT ôn hòa 

cùng nhóm hay khác nhóm phân loại đều sở hữu các gen giống nhau qui định về cấu 

trúc hay chức năng, tuy nhiên riêng chỉ có TKT ôn hòa mới sỡ hữu gen qui định 

enzyme integrase với chức năng chèn ADN của TKT vào sợi ADN của tế bào kí chủ 

mà TKT độc không có (Lucchini et al., 1999), và đây cũng là đặc tính để phân biệt 

TKT độc và TKT ôn hòa về cấu trúc gen (Hình 2.14). Hình 2.14 thể hiện toàn bộ bộ 

gen của TKT Lamda, T4 và T7 về chức năng của toàn bộ bộ gen mà chúng sở hữu 

gồm gen qui định cấu trúc, gen qui định các loại enzyme trong quá trình sống của 

TKT. Tuy nhiên ở TKT Lamda là dạng TKT không độc trong bộ gen chứa gen qui 

định enzyme integrase, ngược lại TKT T4 và TKT T7 thuộc nhóm TKT độc nên trong 

bộ gen không chứa enzyme qui định enzyme integrase. 

 

Hình 2.14: Mô hình chung về cấu trúc gen so sánh giữa nhóm thực khuẩn thể độc và nhóm thực 

khuẩn thể không độc: thực khuẩn thể ôn hòa Siphovirus Lamda chứa gen integrase (48.502 bp); thực 

khuẩn thể độc Podovirus T7 (39.937 bp) và Myovirus T4 (168.904 bp) (Sabour & Griffiths, 2010) 
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2.2.5 Nuôi cấy thực khuẩn thể 

Theo Ty (2004), nuôi cấy TKT trước hết phải chọn tế bào chủ phù hợp cho 

chúng nhân lên. Ví dụ TKT T4 thì cần dùng quần thể vi khuẩn E. coli nuôi trong môi 

trường đặc hoặc lỏng và bổ sung TKT vào. Việc phát hiện TKT rất đơn giản, TKT 

nhiễm vào môi trường lỏng sẽ làm môi trường đục trở nên trong. Còn trên môi trường 

đặc sẽ hình thành đốm tan. Đầu tiên TKT xâm nhập vào tế bào vi khuẩn nhân lên và 

phá vỡ tế bào vi khuẩn cho ra khoảng 100 TKT con được giải phóng ra ngoài. Mỗi 

TKT lại xâm nhập vào tế bào lân cận để lặp lại quá trình nhân lên. Cứ như vậy sau vài 

giờ xuất hiện đốm tan. Mỗi đốm tan do một TKT tạo thành, do đó đếm số lượng đốm 

tan có thể tính được số lượng TKT hình thành. Người ta thường gọi đơn vị tạo thành 

đốm tan là PFU (plaque forming unit), tương tự như đơn vị hình thành khuẩn lạc CFU 

(Colony forming unit) trong đếm mật số vi khuẩn sống. Kỹ thuật đếm TKT theo cách 

này gọi là “kỹ thuật đốm tan” (plaque assay). 

Cách tốt nhất phân lập TKT là tách chúng từ nơi cư trú của tế bào kí chủ. Ví dụ 

TKT kí sinh trong vi khuẩn E. coli có thể dễ dàng phân lập từ nước cống hoặc từ nước 

nhiễm phân. Mẫu được ly tâm để loại bỏ cặn, thêm chloroform để loại bỏ tế bào vi 

khuẩn. Lấy 0,1 ml trộn đều với tế bào kí chủ rồi dàn đều trên mặt thạch. Việc xuất hiện 

đốm tan chứng tỏ có TKT (Ty, 2004). 

Đường cong sinh trưởng đơn: Chu trình nhân lên của TKT được tính từ một hạt 

TKT hấp phụ trên tế bào đến khi làm phá hủy tế bào chủ phóng thích ra ngoài, được 

biểu diễn bởi đường cong sinh trưởng đơn hoặc đường cong sinh trưởng một bậc (one 

– step growth curve, Hình 2.15). Đầu tiên người ta dùng một lượng nhỏ TKT nhiễm 

vào dịch nuôi sao cho chỉ một mà không nhiều TKT hấp phụ trên bề mặt tế bào. Sau 

một khoảng thời gian lại lấy mẫu để kiểm tra số lượng TKT được sinh ra (Ty, 2004). 

Quá trình được tiến hành như sau:  

- Cho TKT hấp phụ trên tế bào vi khuẩn kí chủ. 

- Thêm kháng huyết thanh để làm bất hoạt TKT tự do trong môi trường. 

- Pha loãng 1000 lần để các virion mới tạo thành không tấn công tế bào lành. 

- Lấy mẫu định kỳ (5, 10, 15,…..50 phút) để xét nghiệm đốm tan. Mỗi PFU ứng 

với một TKT trong huyền phù ban đầu. Sau mỗi thời gian nuôi lại lấy mẫu. Số lượng 

đốm tan tăng phản ánh số lượng TKT trong tế bào tăng lên. 
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Sau khi hấp phụ, TKT xâm nhập vào tế bào vi khuẩn, khả năng gây nhiễm 

(infectivity) không còn nữa. Đó là lúc capsid bị phân giải (cởi áo) để giải phóng axit 

nucleic. Thời kỳ này gọi là thời kỳ tiềm ẩn (eclipse period) và không một virion nào 

tạo thành. Tiếp theo thời kỳ tiềm tàng (latent period), trong suốt thời kỳ này xảy ra quá 

trình tổng hợp axit nucleic và protein. Sau đó là thời kỳ trưởng thành (maturation 

period), các thành phần của TKT được lắp ráp hoàn chỉnh. Lúc này tế bào bị vỡ có thể 

xác định được TKT. Cuối cùng TKT ồ ạc phóng thích ra khỏi tế bào làm tế bào bị tan 

hoặc từ từ theo kiểu nảy chồi mà không làm chết tế bào kí chủ. Thời gian cho một chu 

kì sinh trưởng một bậc có thể thay đổi tùy vào TKT và tế bào kí chủ dao động trong 

khoảng 20-30 phút tùy tế bào kí chủ (Ty, 2004). 

 

2.2.6 Hình dạng đốm tan (plaque) 

Dựa vào đốm tan hình thành trên môi trường bán đặc (soft agar) bằng cách 

TKT khuếch tán và kí sinh tế bào kí chủ của chúng. Kết quả tạo ra những đốm trong 

trên bề mặt đục của màng vi khuẩn kí chủ được gọi là đốm tan (plaque). Dựa vào hình 

thái đốm tan trong hay tâm đục có thể bước đầu phân loại nhóm TKT thuộc TKT độc 

(đốm tan trong) hay không độc (đốm tan có tâm đục). Kích thước plaque tỉ lệ thuận 

với khả năng hấp phụ đến thời gian tiềm ẩn và thời gian TKT làm tan vi khuẩn hoàn 

toàn để phóng thích TKT con ra môi trường, đồng thời kích thước của plaque chịu ảnh 

hưởng bởi nồng độ của agar. Bên cạnh đó, kích thước plaque sẽ gia tăng theo thời gian 

khi vi khuẩn liên tục bị làm tan (kích thước plaque to), ngược lại đối với kích thước 

plaque gia tăng chậm có thể vì sự phát triển của vi khuẩn chậm và đã đi vào giai đoạn 

ổn định. Do vậy, việc thực hiện kỹ thuật plaque assay là bước đầu dùng để phân biệt 

thực khuẩn thể ở dạng tan hoặc tiềm tan (Sabour & Griffiths, 2010) (Hình 2.16). 
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Hình 2.15: Sơ đồ đường cong tăng trưởng đơn của thực khuẩn thể (Kutter & Sulakvelidze, 2004) 
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2.3 ỨNG DỤNG THỰC KHUẨN THỂ TRONG PHÒNG TRỪ SINH HỌC 

BỆNH HẠI DO VI KHUẨN TRÊN THỰC VẬT 

2.3.1 Khái niệm phòng trừ sinh học 

Theo Kim (2006) biện pháp sinh học trong phòng trừ bệnh cây là điều khiển 

môi trường, cây trồng và vi sinh vật đối kháng một cách thích hợp để tạo nên một thế 

cân bằng sinh học cần thiết, giúp giảm mạnh mật số của mầm bệnh xuống dưới 

ngưỡng gây hại. Nhờ đó bệnh cây trồng chỉ xuất hiện ở mức độ nhẹ, không ảnh hưởng 

quan trọng về mặt kinh tế. 

2.3.2 Các yếu tố ảnh hưởng đến khả năng kiểm soát vi khuẩn bằng liệu pháp 

thực khuẩn thể 

Những năm gần đây sử dụng TKT độc kiểm soát vi khuẩn như một biện pháp 

triển vọng, đặc biệt trong thời điểm nhiều loại vi khuẩn kháng thuốc kháng sinh, chính 

là nguyên nhân này gây khó khăn kiểm soát bệnh do vi khuẩn trong nhiều lĩnh vực như 

y học, thú y và thủy sản. Hiệu quả phòng trừ của liệu pháp TKT chịu ảnh hưởng bởi 

nhiều yếu tố như điều kiện môi trường bên ngoài và cả bên trong các cá thể TKT như 

tỉ lệ giữa TKT và vi khuẩn kí chủ, phương thức và cách áp dụng, yếu tố môi trường 

(pH, nhiệt độ,…), sự trung hòa của TKT và vi khuẩn kí chủ. 

Hình 2.16: Sự khác nhau về hình dạng đốm tan giữa thực khuẩn thể độc và thực 

khuẩn thể không độc:(A) TKT không độc Pseudomonas aeruginosa LKR3; (B) TKT 

độc Pseudomonas putida 15 (Sabour & Griffiths, 2010) 

A B 
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2.3.2.1 Tỷ số thực khuẩn thể/vi khuẩn 

Theo Gill và Hyman (2010), TKT được áp dụng kiểm soát vi khuẩn theo 2 cách 

thức khác nhau như con đường bị động và con đường chủ động. Đối với phương pháp 

bị động sử dụng TKT với mật số đủ để kiểm soát vi khuẩn kí chủ, kết quả sẽ tiêu diệt 

vi khuẩn trong thời gian ngắn. Ví dụ trong virut học tỷ số giữa TKT và vi khuẩn giải 

thích bằng thuật ngữ MOI (multiplicity of infection = mật số TKT/mật số vi khuẩn), 

theo Gill và Hyman (2010) đã tổng hợp rằng MOI bằng 100 có thể đảm bảo đầy đủ số 

lượng TKT kí sinh toàn bộ vi khuẩn kí chủ trong thời gian ngắn. Cụ thể, trong rất 

nhiều nghiên cứu sử dụng mật số TKT càng cao sẽ phòng trừ bệnh hiệu quả nhất. 

Ngược lại, theo cách chủ động thấy rằng áp dụng TKT với mật số thấp để chúng ký 

sinh vi khuẩn kí chủ và nhân mật số dần theo thời gian. Trong trường hợp này có thể 

sử dụng tỷ số MOI từ 0,001 đến 0,1 sẽ làm cho TKT nhân mật số từ thấp đến cao đồng 

thời áp dụng thêm một số thuốc bảo vệ thực vật nhằm gia tăng hiệu quả quản lý bệnh. 

Tuy nhiên, phương pháp thụ động sẽ hiệu quả cao hơn biện pháp chủ động. 

2.3.2.2 Khả năng tiếp cận đến vi khuẩn mục tiêu 

TKT không giống như các loại kháng sinh, chúng không thể tự khuếch tán qua 

màng tế bào. Dó đó phải có phương pháp để áp dụng và đưa TKT đến với các tế bào vi 

khuẩn mục tiêu. Các nhà khoa học tin rằng, phương pháp vận chuyển là phương thức 

tốt nhất nhằm đưa TKT đến vi khuẩn mục tiêu nghĩa là có thể sử dụng các loài vi 

khuẩn không gây bệnh cùng loài để mang TKT đến với bệnh mục tiêu (Inal, 2003; 

trích dẫn Chatain-Ly, 2014). Tuy nhiên, việc áp dụng phương pháp này có thể nguy 

hiểm, vì dòng vi khuẩn không gây bệnh cùng loài với vi khuẩn gây bệnh có thể trong 

quá trình sinh sản trở nên loài gây bệnh chính vì vậy khi áp dụng ngoài thực tế cần 

thận trọng. Trong môi trường rắn (chẳng hạn như trong môi trường đất), nếu sự 

khuếch tán của TKT có thể bị hạn chế sẽ làm giảm sự hấp phụ TKT trên vi khuẩn, do 

đó ảnh hưởng khả năng nhiễm TKT lên các tế bào vi khuẩn (Chatain-Ly, 2014). Theo 

Guenther et al., (2009) đã ghi nhận TKT giảm khả năng khuếch tán trong môi trường 

đặc như xúc xích, cá hồi xông khói và hải sản. 

2.3.2.3 Điều kiện môi trường 

a) Ánh sáng 

Trong các tác nhân gây ra sự ức chế đối với TKT thì tia cực tím được nghiên 

cứu rộng rãi nhất. Tia cực tím làm ảnh hưởng đến sự ký sinh của TKT lên vi khuẩn 

(Wigginton et al., 2012). Thật vậy, một số nghiên cứu đã chứng minh rằng áp dụng 

TKT trên tán lá cà chua vào buổi tối dẫn đến sự tồn tại của TKT trên bề mặt tán lá cây 

lâu hơn, cho phép TKT có nhiều thời gian hơn để lây nhiễm và tiêu diệt các vi khuẩn 

mục tiêu của chúng (Balogh et al., 2003 ; Iriarte et al., 2007; trích dẫn Buttimer et al., 2017). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5247434/#B17
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5247434/#B73
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Iriarte et al. (2007) đã cho rằng các yếu tố gây hại đối với TKT là tia UV-A 

(320-400 nm) và UV-B (280-320 nm) có trong ánh sáng mặt trời, tia UV-B mang dòng 

năng lượng cao và có khả năng gây tổn hại trực tiếp đến ADN trong cấu trúc virion 

của TKT dẫn đến tắc nghẽn sự sao chép của ADN và ARN trong quá trình phiên mã, 

TKT có khả năng tồn tại lâu hơn khi áp dụng vào buổi chiều tối hoặc khi cường độ tia 

cực tím dưới 2mW/cm2. Trên môi trường tán lá cây là môi trường khắc nghiệt đối với 

TKT vì có tia cực tím và sự chiếu xạ ánh sáng. 

b) Nhiệt độ 

Nhiệt độ tối hảo thích hợp cho TKT hoạt động ở 370C gồm một số họ như 

Myoviridae, Podoviridae, Inoviridae (Jończyk et al., 2011). Ngoài ra, nhiệt độ cũng là 

yếu tố quan trọng nhất ảnh hưởng đến khả năng thực khuẩn của TKT như một khảo sát 

của Shan et al., (2014) đã khảo sát khả năng phân giải của TKT trên vi khuẩn B. 

thailandensis ở hai điều kiện nhiệt độ 250C và 370C, kết quả TKT phân giải vi khuẩn 

của vi khuẩn B. thailandensis ở nhiệt độ 370C, ngược lại ở nhiệt độ 250C TKT không 

phân giải vi khuẩn kí chủ. Đặc biệt TKT bất hoạt ở nhiệt độ cao có thể gây biến tính 

các thành phần cấu tạo của TKT (Harvey & Ryan, 2004). Một số TKT bị bất hoạt khi 

đun nóng ở 75oC trong 30 phút (Adams et al., 1959).  

c) pH 

TKT thường ổn định trong khoảng pH từ 5 đến 8. Nhiệt độ thấp thì TKT có thể 

tồn tại từ pH 4 đến 9 hoặc 10. TKT T2 có thể bị kết tủa ở pH 4 mà không mất đi tính 

nhiễm (Adams et al., 1959). TKT không tồn tại lâu trên lá táo do pH thấp (pH bề mặt 

4,37), nhưng tồn tại trên bề mặt lá dưa hấu có pH tương đối cao (pH bề mặt 5,77) 

(Leverentz et al., 2003). Theo Giang (2016) đã khảo sát sự tồn tại của TKT phân lập 

trên vi khuẩn Xanthomonas oryzae pv. oryzae trong môi trường pH (3, 5, 6, 7, 9), kết 

quả TKT tồn tại tốt trong môi trường pH 6 và pH 7, tuy nhiên TKT giảm mật số trong 

môi trường pH3, pH5 và pH9. 

Theo Jończyk et al. (2011) đã tổng hợp một số yếu tố ảnh hưởng của  một số họ TKT  

(theo Bảng 4.2). 
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Bảng 2.4 Tóm tắt khả năng chịu đựng với môi trường sống của một số họ thực khuẩn thể 

Họ TKT Tên 

TKT 

Khả năng chịu đựng của thực khuẩn thể trong môi trường sống 

Nhiệt độ thích hợp pH Tồn trữ Điều kiện 

tồn tại 

Tài liệu tham khảo 

Myoviridae T4 37°C pH 6–7,4, 

không thích 

hợp pH<5 > 

9,2 

có thể trữ 4 

tuần trong 

urine ở  6–

20°C 

tồn tại ở điều 

kiện  −196°C 

trên  65%, chịu 

được điều kiện 

khô hạn 

Kłak et al., (2010) 

Tsutsaeva et al.,(1981) 

Siphoviridae Lamda - pH (3–11) 

trong 24 giờ 

ở 19°C 

4°C trên 6 

tháng 

 

ổn định hơn 

trong nước vòi 

Jepson and March(2004) 

Podoviridae T3 37°C pH 5–9,2 - tồn tại nhiệt 

độ−196°C đến 

98%; 

Cực kì kháng 

với điều kiện 

khô hạn 

Międzybrodzki et al., 

chưa công bố); 

Tsutsaeva et al.(1981) 

Microviridae ΦX174 - - - tồn tại -196°C 

trên  80% 

Tsutsaeva et al.,(1981) 
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Corticoviridae PM2 - pH 6–8, 

giảm hoạt 

động sau 

1giờ ở  pH 

5,0 trong 

37°C 

- tồn tại tốt trong 

môi trường 

NaCl (10 

mmol/L 

và  CaCl2 (5 

mmol/L) 

Faquet et al.,(2005); Mi 

ędzybrodzki et al., chưa công bố) 

Tectiviridae PRD1 - pH 5–8 trữ tốt ở 4°C tồn tại ở  −80°C Faquet et al., (2005); Ackermann 

et al., (2004). 

Leviviridae MS2 - pH 6–8 - nhiệt độ từ  5 

đến 35°C 

Feng et al.,(2003) 

Cystoviridae Phi6 - ổn định  pH 

6 

   

Lipothrixviridae TTV1 - pH<3 - có thể tồn tại 

nhiệt độ  >85°C   

Prangishvili et al.,(2001); 

Goulet et al., (2010) 

Rudiviridae SIRV1 - - - tìm thấy trong 

môi trường axít 

ở suối nước 

nóng 

Prangishvili et al.,(2001) 

Fuselloviridae SSV1/ - không nhạy 

cảm ở pH 2 

nhưng  

- được tìm thấy 

trong môi 

trường axít ở 

Prangishvili et al., (2001), 

Faquet et al.,(2005) 
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pH<5 giảm 

sự ổn định, 

virion nhạy 

cảm ở  

pH>11 

suối nước nóng, 

chịu được nhiệt 

độ khoảng 

97°C 

Inoviridae M13 37°C pH 6 -  9   Tey et al., (2009); 

Ghi chú: -: chưa ghi nhận (Trích dẫn Jończyk et al. (2011) 
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2.3.2.4 Tính đặc hiệu của thực khuẩn thể 

TKT là loại virut ký sinh chuyên tính trên loài vi khuẩn nhất định, nên khi áp dụng 

liệu pháp TKT thì cần phải nghiên cứu sự tác động của TKT lên các dòng vi khuẩn cần 

kiểm soát, và sau đó cần kiểm tra sự ảnh hưởng của các yếu tố gây ức chế TKT (Chatain-

Ly, 2014). Nhắc đến hiệu quả của liệu pháp TKT thì cần phải xem tính đặc hiệu của TKT 

với bề mặt tế bào vi khuẩn, nếu trên bề mặt của vi khuẩn mất đi thụ thể tiếp nhận TKT thì 

xem như chúng đã kháng đối với TKT. Để khắc phục các vấn đề liên quan đến tính đặc 

hiệu của TKT thì  Chatain-Ly (2014) đã đề ra các biện pháp sau: 

- Phân lập TKT từ nơi gây hại của vi khuẩn và kiểm tra độ nhạy của chúng với vi 

khuẩn gây bệnh. 

- Lựa chọn ra các dòng TKT có phổ ký chủ rộng với dòng của vi khuẩn gây hại. 

- Nghiên cứu, phát triển ra HH TKT có thể kiểm soát được nhiều dòng vi khuẩn 

gây hại. 

2.3.2.5 Sự kháng thực khuẩn thể của vi khuẩn 

Cũng như trường hợp của thuốc kháng sinh, vi khuẩn cũng gây ra hiện tượng 

kháng với TKT đó là nguyên nhân gây bất lợi trong liệu pháp TKT phòng trị bệnh do vi 

khuẩn. Vi khuẩn thường có ba cơ chế chính để kháng lại sự tấn công của TKT bao gồm 

giảm khả năng hấp phụ trên bề mặt tế bào của TKT, tăng khả năng cản trở khi TKT đã 

xâm nhiễm và loại bỏ sự xâm nhiễm của TKT. Ví dụ, vi khuẩn sẽ thay đổi vị trí của chiên 

mao và vi mao hay tạo ra enzyme để làm suy giảm axit nucleic của TKT (Hyman & 

Abedon, 2010). Đồng thời, TKT cũng có nhiều cơ chế đáp ứng lại tính kháng của vi 

khuẩn thông qua sự thay đổi vị trí gắn vào vách tế bào vi khuẩn ký chủ, vị trí hấp phụ 

hoặc hình thành một thụ thể mới (Diaz-Munoz & Koskella, 2014). 

Trong mọi trường hợp, tính kháng của vi khuẩn đối với TKT không gây ra vấn đề 

gì cho việc sử dụng TKT hoặc liệu pháp TKT vì tỷ lệ vi khuẩn phát triển tính kháng đối 

với các loại TKT thấp hơn khoảng 10 lần so với thuốc kháng sinh (Carlton, 1999; trích 

dẫn  Chatain-Ly, 2014). 
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2.3.3 Biện pháp bảo vệ thực khuẩn thể 

Một trong những phương pháp khiến chúng ta nghĩ đến đầu tiên để áp dụng liệu 

pháp TKT ra ngoài môi trường đó chính là bao bọc TKT, giúp chúng giảm sự tác động 

của điều kiện và các yếu tố bất lợi. Trong thời kỳ khoa học – kỹ thuật phát triển như hiện 

nay, kỹ thuật vi bao hay vi nang (micro-encapsulation) đã được ứng dụng rộng rãi trong 

nhiều lĩnh vực. 

Kỹ thuật vi bao là một giải pháp bao gói hữu hiệu giúp chuyển đổi các hợp chất 

dạng lỏng, khí sang dạng bột đồng thời bảo vệ hoạt tính của các hợp chất này trong một 

cấu trúc rất nhỏ có màng bao bọc nhằm hạn chế tác động của môi trường bên ngoài (ánh 

sáng, nhiệt độ, độ ẩm, oxy …). Vỏ được dùng để bao là một loại vật liệu có kích thước 

bằng micrometer, làm bằng silic hoặc các chất đạm, polyme cao cấp như gelatin hoặc 

albumin. Đây là một công cụ mạnh mẽ giúp biến đổi và bảo vệ các hợp chất có hoạt tính 

sinh học cao như enzyme, tế bào (probiotic), chất thơm, chất màu thực phẩm … và đặc 

biệt là TKT có thể tồn tại tốt kỹ thuật này từ đó ứng dụng liệu pháp TKT ra môi trường 

bên ngoài để nhân rộng và phát triển sản phẩm sinh học (Gharsallaoui et al., 2007). 

Hình 2.17: Tổng hợp các yếu tố ảnh hưởng hiệu quả của TKT kháng với vi khuẩn kí chủ 
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TKT được tồn trữ ở 40C trong bóng tối hoàn toàn trong nhiều tháng mà không làm 

giảm mật số đáng kể. Phương pháp tốt nhất để bảo vệ TKT có đuôi là phương pháp đông 

khô hoặc ngâm trong nitơ lỏng có bổ sung 15-50% glycerol, tuy nhiên ở điều kiện này 

nhanh chóng làm bất hoạt một số TKT (Kutter & Sulakvelidze, 2005). 

Balogh et al. (2008) đã sử dụng TKT quản lí bệnh do vi khuẩn Xanthomonas 

axonopodis pv. citri và X. axonopodis pv. citrumelo gây bệnh trên cây có múi. Kết quả đã 

nhận thấy TKT kết hợp sữa tách béo và đường sucrose có hiệu quả bảo vệ TKT tránh tác 

động có hại của tia UV và các yếu tố khác của môi trường, đồng thời duy trì mật số TKT 

kéo dài trên tán lá, tuy nhiên không gia tăng hiệu quả phòng trị. 

TKT có thể dùng ở dạng đông khô và chuyển thành thuốc mà không ảnh hưởng 

đến hiệu lực. Khi tồn trữ ở dạng thuốc viên TKT có thể tồn tại kéo dài đến 14 tháng ở 

nhiệt độ 550 C. Ngoài ra, một số TKT có thể tồn trữ được trong một thời gian dài với pH 

trung tính trong dung dịch hoặc dạng khô (Jónczyk et al., 2011). 

Trong nghiên cứu về chất phụ gia phục hồi TKT sau đông khô của Suôl và ctv. 

(2017) đã ghi nhận Glucose 10% cho hiệu quả tốt nhất, sau đó là Mannitol (5% và 10%). 

Khảo sát thời gian tồn trữ TKT cho thấy dạng bột đông khô trữ nhiệt độ phòng duy trì mật 

số TKT ổn định đến 5 tháng, trong khi dạng lỏng có mật số TKT giảm mạnh sau 1 tháng 

tồn trữ (ở nhiệt độ phòng) và sau 3 tháng tồn trữ (ở 4oC). 

2.3.4 Một số nghiên cứu sử dụng thực khuẩn thể trong phòng trị bệnh do vi 

khuẩn trên cây trồng 

2.3.4.1 Trên thế giới 

Sau giai đoạn phát triển nhanh chóng của thuốc kháng sinh trên thế giới. Con 

người đã nhận thấy sự ảnh hưởng bất lợi của thuốc kháng sinh đối với sức khỏe và vi 

khuẩn có nguy cơ kháng thuốc kháng sinh đã gây ra sự đe dọa lớn đối với con người về 

nhiều mặt, cùng với sự gia tăng về các dòng vi khuẩn mới. Chính điều này đã kích thích 

sự quan tâm của các nghiên cứu đối với TKT và liệu pháp TKT được hồi sinh (Wittebole 

et al., 2014). 

Năm 1926, Moore và D'Herelle đã đưa ra đề xuất sử dụng TKT để kiểm soát mầm 

bệnh thực vật do tác nhân là vi khuẩn (Balogh et al., 2010). Giống như các phương pháp 

kiểm soát sinh học khác, một ưu điểm quan trọng của liệu pháp TKT là giảm sử dụng các 

tác nhân hóa học đối với các loài gây hại, từ đó sẽ giúp đảm bảo sức khỏe cho con người 

(Gill & Abedon, 2003).  

Năm 2012, Ackermann đã trích lọc và cho rằng có đến 30.000 bài viết được ban 
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hành công khai từ những năm 1965 đến 2010, các tác giả đại diện cho hơn 40 vùng lãnh 

thổ, khu vực địa lý và có ít nhất 70 loại ngôn ngữ khác nhau viết về TKT. Từ đó, ông đã 

đưa ra nhận định về sự nghiên cứu TKT có thể diễn ra trên toàn thế giới (Balogh et al., 

2010). 

Khi nghiên cứu vi khuẩn Pseudomonas tolaasii gây bệnh đốm nâu trên nấm rơm ở 

Cheongju, Hàn Quốc, Kim et al., (2011) đã phân lập được 21 loài TKT từ bốn địa điểm 

khác nhau ở Hàn Quốc có khả năng kiểm soát sinh học đối với bệnh đốm nâu trên nấm 

rơm. Ông đã chia TKT ra làm 3 nhóm để kiểm tra và so sánh khả năng điều trị bệnh của 

chúng bằng cách so sánh kích thước các đốm mà vi khuẩn gây bệnh để lại. Kết quả cho 

thấy các loài TKT này đều có khả năng ức chế mầm bệnh. Từ đó ông đã nghiên cứu và 

cho ra điều kiện thích hợp để áp dụng TKT cho hiệu quả kiểm soát bệnh đốm nâu trên 

nấm rơm cao nhất. 

Ralstonia solanacearum là một loại vi khuẩn Gram âm và là tác nhân gây bệnh héo 

xanh ở nhiều loại cây trồng quan trọng, trong đó có cà chua. Fujiwara et al., (2011) đã sử 

dụng các dòng TKT bao gồm φRSA1, φRSB1 và φRSL1 để điều trị bệnh héo trên cà 

chua. Ông đã áp dụng TKT bằng các biện pháp khác nhau để kiểm tra độ hiệu quả, như là 

sử dụng đơn lẻ hoặc kết hợp các dòng TKT, áp dụng TKT khi xử lý hạt giống hoặc sau 

khi cây bị nhiễm bệnh. Từ đó ông đã kết luận về độ hiệu quả và lợi ích của việc áp dụng 

TKT nhằm kiểm soát bệnh héo do vi khuẩn R. solanacearum trên cà chua. 

Vi khuẩn Burkholderia glumae gây bệnh thối cây con, thối hạt hoặc bạc bông lúa 

được ghi nhận đầu tiên tại tỉnh Kyushu của Nhật Bản vào năm 1950 (Goto, 1956). Theo 

Adachi et al., (2012) đã nghiên cứu TKT trong phòng trừ bệnh thối cây con do vi khuẩn 

B. glumae. Tác giả đã phân lập được ba dòng TKT xung quanh vùng trồng lúa như kênh, 

sông, ao, hồ tại quận Ishikawa thành phố Kanazawa và quận Ibaraki thuộc thành phố 

Tsukuba, nơi đây được ghi nhận là nơi tự nhiên ít bị tác động của các yếu tố khác như 

thuốc bảo vệ thực vật, công nghiệp hóa… ba dòng TKT với kí hiệu như sau BGPP-Ar; 

BGPP-Sa và BPP-Ya. Khi kiểm tra khả năng kí sinh của ba dòng TKT trên 12 dòng vi 

khuẩn B. glumae, kết quả hai dòng TKT BGPP-Ar và BGPP-Sa có khả năng kí sinh 7 

dòng vi khuẩn B. glumae (MAFF 106666, MAFF 106715, MAFF 106716, MAFF 106719, 

MAFF 106720, MAFF 106734 và MAFF 106735). Tác giả chọn hai dòng TKT BGPP-Ar 

và BGPP-Sa phòng trị bệnh thối cây con trong điều kiện vườn ươm. Tiếp tục tác giả sử 

dụng dòng TKT BGPP-Ar với bốn mật số 105 pfu/ml; 106pfu/ml; 107 pfu/ml và 108 pfu/ml 

đều cho hiệu quả phòng trị bệnh thối cây con trên lúa do B. glumae. 

Vi khuẩn Xanthomonas oryzae pv. oryzae là vi khuẩn Gram âm và cũng chính là 
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nguyên nhân quan trọng gây bệnh cháy bìa lá lúa. Theo Chae (2014) đã phân lập được 34 

dòng TKT thu từ nước của ruộng lúa. Trong đó 29 dòng TKT thuộc họ Mycoviridae là 

TKT dạng đuôi có triển vọng trong phòng trừ sinh học. Ông đã sử dụng HH TKT kết hợp 

với sữa tách béo phun trên tán lá lúa phòng trừ vi khuẩn X. oryzae pv. oryzae. Kết quả 

TKT có hiệu quả giảm bệnh cháy bìa lá lúa ở điều kiện ngoài đồng và ông đã kết luận 

rằng sử dụng TKT như một biện pháp sinh học kiểm soát bệnh nhằm giảm việc sử dụng 

thuốc bảo vệ thực vật. 

Vi khuẩn Pectobacterium atrosepticum là một trong những mầm bệnh trên khoai 

tây gây thiệt hại sản lượng khoai tây trên thế giới. Các phương pháp kiểm soát bệnh này ít 

được nghiên cứu chủ yếu là dùng biện pháp canh tác. Trong nghiên cứu của Carstens et 

al., (2019) đã sử dụng 12 dòng TKT độc phòng trị vi khuẩn này. Các dòng TKT này chủ 

yếu là TKT có đuôi. Kết quả thấy rằng bệnh thối nhũn trên khoai tây giảm từ 62% đến 

64% theo chỉ số bệnh và tỉ lệ bệnh trong điều kiện tồn trữ. Qua đó, thấy rằng TKT rất 

triển vọng và giúp ít rất nhiều trong giảm thiệt hại sản lượng khoai tây trong điều kiện tồn 

trữ. 

Qua các kết quả nghiên cứu ngoài nước thấy rằng TKT là một trong những tác 

nhân kiểm soát hiệu quả bệnh do vi khuẩn được các nhà khoa học trên thế giới nghiên cứu 

và ứng dụng hiệu quả. Đó là một cở sở khoa học có ý nghĩa để khai thác và cũng là tiền 

đề cho những nghiên cứu ứng dụng TKT phòng trị bệnh trong nước. 

2.3.4.2 Trong nước 

Các công trình nghiên cứu về liệu pháp TKT nhằm kiểm soát bệnh hại cây trồng do 

tác nhân là vi khuẩn ngày càng phát triển. Các công trình nghiên cứu về TKT tại Việt 

Nam ngày càng tiến bộ từ bước đầu phân lập, đánh giá hiệu quả kiểm soát bệnh của TKT 

cho đến thử nghiệm ở điều kiện ngoài đồng và nghiên cứu về việc bảo vệ TKT nhằm hạn 

chế sự tác động của các yếu tố môi trường đến tồn tại của TKT đã được thực hiện cụ thể 

như sau: 

Vi khuẩn Xanthomonas oryzae pv. oryzae gây bệnh cháy bìa lá lúa rất quan trọng 

tại những vùng canh tác lúa thuộc các tỉnh ĐBSCL. Nghiên cứu đầu tiên của Tâm và ctv. 

(2013) đã phân lập được 07 dòng TKT từ 24 mẫu bệnh cháy bìa lá lúa thuộc 5 tỉnh ở 

ĐBSCL, trong đó dòng TKT P-KG4 có khả năng kí sinh vi khuẩn cao nhất. Tiếp tục, 

nhóm nghiên cứu đã ghi nhận môi trường Wakimono 0,6% agar cho mật số TKT cao 

nhất. Tiếp tục nghiên cứu này Giang và ctv. (2016) đã tiếp tục phân lập thêm những dòng 

TKT và tuyển chọn các dòng TKT triển vọng có phổ kí chủ rộng và đường kính đốm tan 

lớn, đặc biệt bốn dòng TKT (Φ XaVL12, Φ XaDT60b, Φ XaDT63c, Φ XaAG68A) cho 
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hiệu quả phòng trị bệnh cháy bìa lá lúa trên 50%. Song song đó, nhóm nghiên cứu đã 

khảo sát ảnh hưởng của ánh sáng và pH ảnh hưởng đến sự tồn tại của TKT, kết quả ghi 

nhận điều kiện pH từ 6 đến 7TKT của Xoo sẽ tồn tại ổn định theo thời gian. Khảo sát sự 

tồn tại của TKT trên tán lá lúa trong điều kiện nhà lưới, nhóm cũng đã ghi nhận TKT 

không còn tồn tại trên bề mặt tán lá cây sau 28 giờ khi không có vi khuẩn ký chủ ở điều 

kiện không có bóng râm. Vào năm 2018, Bảo đã chứng minh dòng TKT đơn ФXaDT60b 

(108 pfu/ml) và HH TKT ở mật số 108 pfu/ml cho hiệu quả phòng trị bệnh cháy bìa lá lúa 

và góp phần gia tăng năng suất ở điều kiện ngoài đồng. 

Vi khuẩn Erwinia chrysanthemi là vi khuẩn gây bệnh thối thân trên lúa vào giai 

đoạn sinh sản dinh dưỡng kết hợp với bệnh đạo ôn gây thất thu năng suất đáng kể. Nhóm 

nghiên cứu Minh và ctv., (2016) đã phân lập 35 dòng TKT và 14 dòng vi khuẩn Erwinia 

chrysanthemi được phân lập trên 59 mẫu bệnh thối gốc lúa, phân bố ở 4 tỉnh Vĩnh Long, 

Cần Thơ, Kiên Giang và Sóc Trăng. Kết quả tuyển chọn dựa vào khả năng kí sinh, đường 

kính phân giải vi khuẩn trong điều kiện phòng thí nghiệm. 8 dòng TKT ΦEchST19a, 

ΦEchCT12, ΦEchKG3b, ΦEchKG5a, ΦEchKG8b, ΦEchKG11b, ΦEchST19b và 

ΦEchST22 có khả năng ký sinh nhiều dòng vi khuẩn E. chrysanthemi, đặc biệt dòng TKT 

ΦEchKG8b cho đường kính phân giải vi khuẩn cao nhất. Tiếp tục so sánh 4 mật số TKT 

khác nhau (105 pfu/ml; 106 pfu/ml; 107 pfu/ml và 108 pfu/ml) trong phòng trị bệnh thối 

gốc lúa ở điều kiện nhà lưới. Cả bốn mật số 106 pfu/ml; 107 pfu/ml và 108 pfu/ml thể hiện 

hiệu quả giảm bệnh, rỏ ràng nhất mật số 108 pfu/ml thể hiện hiệu quả cao trên 50%. 

Vi khuẩn Burkholderia glumae gây bệnh thối hạt trên lúa, đặc biệt vụ Hè Thu và 

Thu Đông và gây thiệt hại năng suất đáng kể. Một nghiên cứu mở đầu của Huy và ctv., 

(2016) đã phân lập được 41 dòng TKT ký sinh trên 61 dòng thuộc 6 tỉnh/thành ở ĐBSCL. 

Kết quả ghi nhận được cho thấy tất cả các dòng TKT đều có khả năng ký sinh trên vi 

khuẩn và đã tuyển chọn được 6 dòng TKT bao gồm ФHG17, ФVL30, ФVL34, ФVL39, 

ФAG58 và ФAG60 có khả năng tiêu diệt vi khuẩn gây bệnh cao nhất. Trong đó, các dòng 

TKT ФVL34, ФVL39, ФAG58 cho hiệu quả phòng trừ bệnh cao hơn và khác biệt ý nghĩa 

so với các dòng TKT còn lại trong điều kiện nhà lưới. 

Vi khuẩn Ralstonia solanacearum là vi khuẩn gây bệnh héo xanh trên nhiều loài cây 

trồng tại Việt Nam như cây ớt, cây cà chua, khoai tây, … kết quả nghiên cứu của An và 

ctv. (2017) đã phân lập và tuyển chọn ba dòng TKT (ΦCT18, ΦĐT3, ΦĐT4) khi áp dụng 

ba dòng TKT đơn lẻ hoặc hỗn hợp 3 dòng TKT ở mật số 108 PFU/ml tưới vào đất trong 

phòng trừ bệnh héo xanh do vi khuẩn R. solanacearum, kết quả cho thấy dòng thực khuẩn 

thể ΦĐT4 cho hiệu quả phòng trị trên 50% ở thời điểm 17 ngày sau khi lây bệnh. Tiên và 

ctv., (2017) đã sử dụng dòng TKT ФRaAG12a phòng trừ bệnh héo xanh trên dưa leo 
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trong điều kiện nhà lưới, cho kết quả giảm bệnh trên 70% ở thời điểm 16 ngày sau khi lây 

bệnh. Thông (2019) đã sử dụng dòng TKT ΦBT, Φ54, Φ67, HH TKT đều thể hiện khả 

năng phòng ngừa bệnh héo xanh trên cà phổi do vi khuẩn R. solanacearum gây ra trên 

50% trong điều kiện nhà lưới. Tương tự, nghiên cứu của Ngân (2019) cũng đã sử dụng 

dòng TKT OM và HH TKT (OM, 54, BT) thể hiện hiệu quả phòng trị bệnh héo xanh trên 

cây khổ qua rừng trên 60% trong điều kiện nhà lưới.  

2.3.4.3 Sử dụng hỗn hợp thực khuẩn thể trong phòng trừ bệnh vi khuẩn trên cây trồng 

Hỗn hợp TKT (HH TKT, phage mixture hay phage cocktail) được các nhà nghiên 

cứu trên thế giới sử dụng rất nhiều trong quản lí bệnh trên cây trồng. Về tính ưu việt của 

hỗn hợp này được biết đến với 2 lí do. Đầu tiên, TKT luôn luôn kí sinh chuyên tính trên 

một loài vi khuẩn hoặc một số vi khuẩn cùng chung một loài. Trong trường hợp sử dụng 

TKT đơn thì khả năng kí sinh thường bị giới hạn ở điều kiện ngoài đồng vì khả năng vi 

khuẩn kí chủ tiến hóa rất nhanh và có thể làm thay đổi một số thụ thể trên lớp màng vi 

khuẩn, do đó TKT đơn không thể kí sinh và liệu pháp TKT không thành công. Vì vậy, sử 

dụng HH TKT được ứng dụng nhiều nhằm tăng khả năng kí sinh của TKT cụ thể là tăng 

phổ kí chủ thông qua việc nhiều TKT có thể hấp phụ nhiều thụ thể khác nhau trên màng 

tế bào vi khuẩn kí chủ từ đó tăng hiệu quả kiểm soát mầm bệnh. Thứ 2, HH TKT ngăn 

chặn sự kháng của vi khuẩn kí chủ. Sự chạy đua vũ trang liên tục giữa TKT và vi khuẩn 

sẽ tạo nên những loài vi khuẩn kháng TKT thông qua cơ chế như thay đổi các thụ thể 

nhằm ức chế hấp phụ TKT, thay đổi cấu trúc ADN, thay đổi hệ thống miễn dịch hoặc hệ 

thống chỉnh sửa gen. Bằng cách sử dụng HH TKT làm cho vi khuẩn kí chủ không thể thay 

đổi các cơ chế cùng một lúc từ đó hạn chế sự kháng vi khuẩn (Kering, 2019). Một số kết 

quả nghiên cứu về sử dụng HH TKT được thể hiện qua Bảng 2.5. 
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Bảng 2.5 Tóm tắt sử dụng hỗn hợp thực khuẩn thể phòng trị một số bệnh trên cây trồng 

Bệnh Cây trồng Vi khuẩn gây bệnh Số lượng 

TKT 

Hiệu quả giảm bệnh 

Nứt thân Nho  Xylella fastidiosa subsp. 

fastidiosa 

4 Áp dụng phòng và trị bằng liệu pháp TKT giảm 

triệu chứng bệnh bệnh có ý nghĩa trong điều kiện 

phòng thí nghiệm 

Đốm lá Cà chua Xanthomonas 

campestris 

pv. vesicatoria 

4 Nghiệm thức sử dụng HH TKT giảm chỉ số bệnh 

khoảng 17% ở điều kiện ngoài đồng 

Đốm lá Cà chua Xanthomonas 

campestris 

pv. vesicatoria 

6–8 hỗn hợp thực khuẩn thể có chất bảo vệ giảm 12-

43% trong khi HH TKT giảm bệnh 9-20% ở điều 

kiện ngoài đồng 

Đốm lá Cây có múi Xanthomonas 

axonopodis pv. 

citrumelo 

3 HH TKT giảm bệnh đốm lá từ 35-48% trong 2 lần 

thử nghiệm ở điều kiện ngoài đồng 

Loét Cây bưởi Xanthomonas 

axonopodis pv. citri 

4 áp dụng hỗn hợp thực khuẩn thể giảm bệnh khoảng 

59% trong điều kiện nhà lưới 

Cháy vi 

khuẩn  

Cây phong Xanthomonas 

campestris 

pv. pelargonii 

4 Sử dụng HH TKT có hiệu quả phòng trị bệnh thể 

hiện giảm vể tỉ lệ bệnh 50% và mức độ bệnh 75% 

trong điều kiện nhà lưới 
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Cháy vi 

khuẩn 

Tỏi  Pseudomonas syringae 

pv. porri 

6 Kết quả nghiên cứu sử dụng HH TKT chưa thấy rõ 

hiệu quả phòng trị ở điều kiện ngoài đồng 

Héo xanh Khoai tây Ralstonia solanacearum 6 Áp dụng HH TKT phòng bệnh héo xanh đạt hiệu 

quả giảm bệnh cây trồng khoảng 80% 

Thối nhũn Khoai tây Dickeya solani 

Pectobacterium 

atrosepticum 

P. carotovorum subsp. 

carotovorum 

2 Áp dụng HH TKT cùng với vi khuẩn kí chủ trên 

miếng khoai tây cắt lát làm giảm bệnh thối nhũn từ 

80-95% 

Thối nhũn Khoai tây Pectobacterium 

atrosepticum 

3 Sử dụng hỗn hợp thực khuẩn thể hiệu quả phòng 

trừ bệnh thối mềm củ khoai tây bằng cách áp dụng 

thực khuẩn thể và vi khuẩn cùng nhau. 

Thối nhũn Khoai tây Dickeya solani 6 Sử dụng hỗn hợp thực khuẩn thể hiệu quả phòng 

trừ bệnh thối mềm củ khoai tây bằng cách áp dụng 

thực khuẩn thể và vi khuẩn cùng nhau. 

Nguồn: Kering et al., 2019 
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 2.4 Oxolinic axit 

- Tên thương mại: Starner 20 WP 

- Công thức phân tử: C13H11NO5. 

- Đặc tính: Thuốc trừ vi khuẩn nội hấp, tiếp xúc mạnh, dạng bột, tan hoàn toàn 

trong nước, LD50 525mg/kg đối với chuột và LD50 1890mg/kg đối với chuột nhắt. Rất 

ít độc đối với con người, vật nuôi và môi trường. Thời gian cách ly 7 ngày trước khi 

thu hoạch. Không thả vật nuôi vào nơi mới phun thuốc. 

-Sử dụng: Có tác dụng phòng và trừ các bệnh do vi khuẩn nhuộm Gram âm, 

như các loài Xanthomonas, Pseudomonas và Erwinia hại lúa, rau và cây ăn trái. Có thể 

pha thuốc với nồng độ 0,1 % phun lên cây khi bệnh mới xuất hiện (tỷ lệ nhiễm bệnh 

dưới 5%), dùng xử lý hạt giống theo 2 cách: 

- Xử lý hạt khô: 30 – 50 gram thuốc trộn với 10 kg hạt giống rồi đem gieo. 

- Xử lý nước: pha nồng độ nước thuốc 5% ngâm hạt giống 

 (trích dẫn Công Ty Sumitomo chemical- Nhật Bản) 

Hoạt chất oxolinic axit là dẫn xuất của hoạt chất Quinoline, là thuốc nội hấp có 

hiệu quả cao với vi khuẩn gram âm. Oxolinic axit ức chế vi khuẩn làm cho quá trình 

phân bào không diễn ra thông qua ức chế enzyme ADN gyrase là một trong những 

enzyme tham gia vào gen mã di truyền và nhân đôi ADN vì vậy tế bào vi khuẩn chết 

nhanh. Một số nghiên cứu đã ghi nhận hiệu quả của oxolinic axit trong phòng trừ bệnh 

do vi khuẩn như Pseudomonas glumae, P. plantarii, P. avenae, Erwinia carotovora 

subsp. carotovora và E. carotovora subsp. atroseptica ở nồng độ 0,4µg/ml (Hikichi, 

1993).  

2.5 Sơ lược về giống lúa OM4900 

Giống lúa thuần OM 4900 đã được lai tạo chọn lọc bởi các cán bộ khoa học tại Bộ 

môn di truyền chọn giống thuộc Viện Lúa đồng bằng sông Cửu Long. Tác giả là GS. 

TS. Nguyễn Thị Lang và GS.TS. Bùi Chí Bửu. Phương pháp lai cổ truyền được áp 

dụng với giống bố là Jasmine 85 và giống mẹ là C53 (Lemont). Trong quá trình chọn 

lọc các đời con lai có áp dụng kỹ thuật trợ giúp của dấu chuẩn phân tử (MAS= marker 

assisted selection) từ năm 2002. Giống OM 4900 có thời gian sinh trưởng từ 95-100 

ngày, cao 114 cm, thân rạ cứng, khả năng đẻ nhánh khá, số bông trên khóm biến thiên 

từ 8 đến 12, số hạt chắc trên bông là 156. Trọng lượng 1.000 hạt là 29,8 gram; chiều 

dài hạt gạo từ 7 đến 7,3 mm; độ bạc bụng cấp 0 (đánh cấp từ 0-9); hàm lượng amylose 

từ 16- 16,8%; tỷ lệ protein đạt 8,4%, có mùi thơm nhẹ. Giống tương đối chịu mặn; 

chống chịu khá tốt với rầy nâu, đạo ôn và bạc lá. Giống trồng được trong cả vụ hè thu 

và đông xuân, phù hợp cho vùng đồng bằng sông Cửu Long và Đông Nam bộ, năng 

suất biến thiên từ 5-7 tấn/ha, gia tăng 10-15% so với các giống đối chứng đang được 

trồng phổ biến trong vùng (Viện lúa đồng bằng sông Cửu Long; 

https://clrri.org/ver2/index.php?option=content&view=chitiet&id=163). 

https://clrri.org/ver2/index.php?option=content&view=chitiet&id=163
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CHƯƠNG 3. PHƯƠNG TIỆN VÀ PHƯƠNG PHÁP 

NGHIÊN CỨU 
 

3.1 THỜI GIAN VÀ ĐỊA ĐIỂM NGHIÊN CỨU 

- Thời gian: từ tháng 5 năm 2015 đến tháng 5 năm 2019  

- Địa điểm: Bộ môn Bảo Vệ Thực Vật, Khoa Nông Nghiệp, Trường Đại Học 

Cần Thơ và Viện Công Nghệ Kyoto, Nhật Bản, vùng trồng lúa tại huyện Tam Bình, 

tỉnh Vĩnh Long. 

3.2 PHƯƠNG TIỆN NGHIÊN CỨU 

3.2.1 Dụng cụ thiết bị và vật liệu 

Kính hiển vi quang học, kính hiển vi điện tử (HD-2700, Hitachi High-

Technologies Corp, Japan ở 200 kV), lame, lamelle, máy đo pH, cân điện tử, tủ thanh 

trùng ướt, tủ thanh trùng khô, đèn cồn, đĩa Petri, bình tam giác, waterbath, ống falcon 

(15 ml, 50 ml), micropipette (0,5 µl – 1000 µl), tủ lạnh, tủ úm, tủ âm -800C, tủ âm -

200C.  

3.2.2 Vật liệu 

- Giống lúa: giống OM4900 xác nhận (thực hiện thí nghiệm từ nhà lưới đến ngoài đồng). 

- Nguồn thực khuẩn thể và vi khuẩn gây bệnh thối hạt được phân lập tại tỉnh An 

Giang, Bạc Liêu, Kiên Giang, Sóc Trăng, Trà Vinh, Vĩnh Long, Đồng Tháp, Hậu 

Giang và TP. Cần Thơ, vi khuẩn Burkholderia glumae MAFF 106551 (Research Center 

of Genetic Resources, NARO,  http://www. gene.affrc.go.jp, Nhật Bản). 

- Hóa chất: các hóa chất cần thiết cho môi trường King’s B, SM Buffer, PDA, PDAP, 

Nutrient.  

- Các loại môi trường và hóa chất sử dụng trong nghiên cứu sinh học 

 Các loại môi trường sử dụng trong nghiên cứu  

1. Công thức môi trường King’s B (King et al., 1954) 

  Protein peptone  20 g 

  K2HPO4   1,5 g 

  MgSO4.7H2O   1,5 g 

  Glycerol   15 ml 

  Agar     20 g 

  Nước cất   1000 ml 

http://www/
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  pH    7,0-7,4 

2. Môi trường King’s B 0,8% agar được dùng nuôi thực khuẩn thể 

3. SM Buffer 

400 mM Tris HCl (pH = 7,5)   125 ml 

2 M NaCl                                    50 ml 

Gelatin                                      100 mg 

Nước cất                                 1000 ml 

4. Môi trường Potato D-glucose agar (PDA) (Atlas, 2010) 

Khoai tây                  200 g 

Đường D-glucose  20 g 

Nước cất              1000 ml 

pH             6,5 – 6,8  

5. Môi trường Potato D-glucose agar peptone (PDAP) (Louis & Cooke, 1985) 

Khoai tây                 200 g 

Đường D-glucose  20 g 

Peptone                     5 g 

Nước cất              1000 ml 

pH            6,5 – 6,8 

6. Môi trường Nutrient (Himedia) 

HM peptone      1,5 g 

Peptone          5 g 

Sodium chloride                        5 g 

Yeast extract                         1,5 g 

Nước cất       1000 ml 

pH              7,0 

 Các hóa chất dùng trong ly trích ADN từ thực khuẩn thể 

 Phenol (Merk), chloroform (Việt Nam), isoamyl alcohol (Merk), sodium acetate 

(Merk), ethanol 95%, ethanol 70%, nước cất 2 lần, Tris HCl (pH 8,0), TE buffer 1X 

(10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 0,1 mM EDTA). 
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 Các hóa chất dùng cho phản ứng PCR 

Milli Q (nước cất 2 lần), Mastermix (Phusa), cặp mồi đặc hiệu cho vi khuẩn B. 

glumae: đoạn mồi (1416S: (5’-GAGAGAATCGACCATGAAC-3’; 1414A: (3’-

GAGCGCATCCAGAACGAAGT-5’) (Schaad et al., 2001, Phụ bảng). 

 Các hóa chất dùng trong điện di 

Ethium Bromide (Merk), loading buffer 10 X, ladder 1 kb (Thermo scientific), 

ladder 100 bp (Thermo scientific), agarose (Merk), 1X TAE buffer (400mM Tris 

acetate, 1 mM EDTA, pH 8). 

3.3 NỘI DUNG PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

3.3.1 Nội dung 1: Phân lập, tuyển chọn thực khuẩn thể và vi khuẩn gây bệnh thối hạt lúa  

Mục tiêu: chọn ra nguồn TKT và vi khuẩn gây bệnh thối hạt làm nguồn nguyên 

liệu từ đó tuyển chọn ra một số dòng thực khuẩn thể tiềm năng trong phòng trị bệnh 

thối hạt lúa. 

3.3.1.1 Phân lập thực khuẩn thể và vi khuẩn gây bệnh thối hạt ở các tỉnh đồng 

bằng sông Cửu Long 

Mục tiêu: chọn ra nguồn TKT và vi khuẩn gây bệnh thối hạt làm nguồn vật liệu 

cho các thí nghiệm sau. 

Phương pháp phân lập vi khuẩn gây bệnh  (Goszczynska et al., 2000) 

 Phương pháp thu mẫu bệnh thối hạt: thu thập mẫu bệnh từ những ruộng có diện 

tích lúa từ 1.000 m 2  trở lên, mỗi ruộng là một địa điểm, thu 5 điểm trên một ruộng vào 

giai đoạn lúa trổ đến trước khi thu hoạch. Triệu chứng bệnh điển hình trên bông lúa là 

những hạt bị thối nhưng không quá khô, khi tách vỏ trấu thấy hạt gạo bị lửng có vết 

nâu ngậm nước (water-soaked) ở phần phôi. 

 Phương pháp phân lập vi khuẩn gây bệnh: các mẫu hạt khi thu về phải đặt trong 

túi ni-lông riêng biệt và ghi nhãn cụ thể, phân lập mẫu trong ngày hoặc một ngày sau 

đó. Tại phòng thí nghiệm, mẫu bệnh được quan sát dưới kính hiển vi để ghi nhận hiện 

tượng tuôn dịch vi khuẩn từ mẫu hạt lúa bệnh. 

 Các bước phân lập vi khuẩn  

Bước 1: Tách vỏ hạt lúa và khử trùng bề mặt hạt bằng cồn 70%. 

Bước 2: Lam đã được khử trùng cắt phần phôi giới hạn giữa mô khỏe và mô bệnh, 

sau đó cắt nhỏ mẫu bệnh và thêm vào 1-2 giọt nước cất vô trùng, để yên khoảng 1 phút 

cho vi khuẩn trong mẫu bệnh tuôn vào nước. 

Bước 3: Rút 20 µl huyền phù vi khuẩn cho vào đĩa Petri chứa môi trường King’s B 2% agar. 
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Bước 4: Vạch giọt huyền phù vi khuẩn trên môi trường dinh dưỡng King’s B 2% agar. 

Bước 5: Sau 24 giờ tiến hành tách ròng và trữ nguồn vi khuẩn. 

 Cách đặt tên các chủng vi khuẩn: kí tự chữ là từ viết tắt tên vi khuẩn – tỉnh 

nơi thu mẫu bệnh, kí hiệu số là chỉ số dòng vi khuẩn thu thập được tại một tỉnh từ 1 

đến 100. 

Ví dụ: BurCT1, trong đó: Bur: viết tắt vi khuẩn Burkholderia glumae; CT: vi 

khuẩn phân lập tại tỉnh Cần Thơ; số 1: là số dòng vi khuẩn được thu thập tại 1 địa 

điểm của tỉnh Cần Thơ trong nhiều ruộng được thu mẫu. 

Phương pháp phân lập thực khuẩn thể (Nga & Giang, 2016 có hiệu chỉnh) 

+ Bước 1: Mẫu hạt lúa có triệu chứng bệnh điển hình được tách bỏ vỏ trấu, lấy 

phần phôi nhũ thối được nghiền trong cối sứ. Rút 5 ml nước cất vô trùng vào trong cối 

chứa những hạt gạo bị bệnh và nghiền đến khi hạt gạo mịn, ly tâm (6.000 vòng/phút 

trong 5 phút). Rút phần dung dịch phía trên chuyển vào ống tuýp mới được bổ sung 

5% choloroform (v/v), tiếp tục ly tâm dung dịch trên (6.000 vòng/phút trong 5 phút), 

cuối cùng thu được dung dịch trong dùng để kiểm tra sự hiện diện của TKT. 

+ Bước 2: Rút 100 µl huyền phù vi khuẩn (OD600nm: 0,3) được phân lập trước 

đó trên cùng 1 mẫu bệnh + 10 ml môi trường King’s B 0,8 % agar đã nấu tan để nguội 

ở 500C, hòa đều dung dịch bên trên. Sau đó rút 5 µl dung dịch TKT (thu từ bước 1) 

vào đĩa Petri đã chứa vi khuẩn kí chủ. Cuối cùng đĩa được ủ trong điều kiện phòng và 

quan sát sự hình thành các đốm tan (plaque) (nếu có đốm tan trong xuất hiện trên đĩa 

chứa vi khuẩn kí chủ sẽ có TKT). 

+ Bước 3: Thực hiện phương pháp tách ròng bằng cách chọn đốm tan đơn lẽ và 

cấy truyền bằng tâm bông vô trùng sang đĩa Petri chứa môi trường King’s B 0,8 % 

agar đã hòa vi khuẩn kí chủ, sau 24 giờ TKT được thu hoạch bằng cách thêm vào 5 ml 

nước cất vô trùng, thu được phần dung dịch chứa TKT (bổ sung 5% Chloroform 

(v/v)). Ly tâm huyền phù chứa TKT và vi khuẩn kí chủ (6.000 vòng/phút trong 5 phút) 

thu được phần dung dịch trong chỉ chứa TKT và trữ nguồn ở nhiệt độ 40C trong tối. 

  Cách đặt tên các dòng thực khuẩn thể: kí hiệu thực khuẩn thể là Ф; kí tự 

chữ là từ viết tắt tên vi khuẩn kí chủ (Bur) – tỉnh nơi thu mẫu bệnh, kí hiệu số là chỉ số 

dòng thực khuẩn thể thu thập được tại một tỉnh với số thứ tự từ 1 đến 100; chữ a hay b 

là trên một kí chủ có 2 hình dạng đốm tan dựa vào đường kính đốm tan 

Ví dụ: Ф BurCT1a, trong đó: Ф: thực khuẩn thể; Bur: vi khuẩn B. glumae kí chủ; 

CT: phân lập tại tỉnh Cần Thơ; số 1: là số dòng vi khuẩn được thu thập tại 1 địa điểm 

của tỉnh Cần Thơ trong nhiều ruộng được thu mẫu; a: mẫu TKT hình thành cùng mẫu 

phân lập có sự hiện diện hơn 1 TKT. 
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3.3.1.2 Đánh giá khả năng kí sinh của các dòng thực khuẩn thể trên các 

dòng vi khuẩn gây bệnh thối hạt lúa 

Mục tiêu: Nhằm tìm ra dòng TKT có khả năng kí sinh nhiều dòng vi khuẩn B. 

glumae và dòng vi khuẩn bị TKT kí sinh nhiều nhằm phục vụ cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Vật liệu: 112 dòng TKT và 60 dòng vi khuẩn gây bệnh thối hạt. 

Phương pháp nhỏ giọt (spot test, Kutter & Sulakvelidze (2004)). 

 Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên gồm 2 lặp lại. 

Chuẩn bị đĩa Petri vô trùng đã được kẽ và đánh số nghiệm thức tương ứng, rút 

10 ml môi trường King’s B 0,8% agar hòa chung 100 µl huyền phù vi khuẩn kí chủ và 

phơi đĩa trong 10 phút. Cuối cùng rút 5 µl huyền phù từng dòng TKT nhỏ vào ô 

nghiệm thức tương ứng (Hình 3.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chỉ tiêu ghi nhận: Xác định sự phân giải của các dòng TKT trên các ký chủ 

khác nhau thông qua hình thành đốm tan trên đĩa Petri sau 24 giờ. 

3.3.1.3 Định danh vi khuẩn gây bệnh thối hạt bằng kỹ thuật PCR 

(polymerase Chain Reaction)  

Mục tiêu: nhằm xác định ở mức độ loài tác nhân gây bệnh thối hạt lúa tại ĐBSCL 

Vật liệu: 06 dòng vi khuẩn bị nhiều dòng TKT kí sinh (chọn ra từ thí nghiệm 3.3.1.2)  

Các bước tiến hành: 

- Ly trích ADN của vi khuẩn dựa vào phương pháp đun sôi tế bào vi khuẩn 

(Unior et al., 2016) 

Bước 1: Đặt vít một vòng lúp mẫu vi khuẩn đã tinh ròng cho vào ống eppendorf đã 

chứa  400 µl nước cất vô trùng hoặc TE buffer. 

 

Rút 5 µl huyền phù 

từng dòng TKT khác 

nhau được nhỏ trên 

môi trường có hòa 

từng dòng vi khuẩn B. 

glumae khác nhau 

Hình 3.1: Phương pháp kiểm tra khả năng kí sinh của các dòng thực khuẩn thể 

 lên từng dòng vi khuẩn Burkholderia glumae 

1 2 
3 

4 5 6 

7 8 9 

10 1

1 

12 
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Bước 2: Đun sôi eppendorf đã chứa sẵn dung dịch ở bước 1 trong 20 phút. 

Bước 3: Chuyển eppendorf đã đun sôi vào nước đá và ủ trong 5 phút. 

Bước 4: Trộn đều hỗn hợp và li tâm ở vận tốc 13.200 vòng/phút trong 5 phút. 

Bước 5: Thu được phần ADN của vi khuẩn ở phía trên của dung dịch đã ly tâm. 

Bước 6: Rút 2 µl dung dịch nổi phía trên chứa ADN này vào ống tuýp PCR. 

 Giữ ADN của vi khuẩn đã được ly trích ở nhiệt độ 40C. 

 PCR: Dựa trên nguyên tắc khuyếch đại đoạn 16S rRNA có kích thước 873 bp 

với cặp mồi đặc hiệu cho vi khuẩn B. glumae (Schaad et al., 2001):  

+ Mồi xuôi: 1416S: (5’-GAGAGAATCGACCATGAAC-3’) 

+ Mồi ngược:1414A: (3’-GAGCGCATCCAGAACGAAGT-5’) 

Chu trình nhiệt: 

         - Làm biến tính ADN:  950C trong 5 phút (1 chu kỳ) 

        - Gắn mồi: 29 chu kỳ gồm (950C trong 30 giây; 630C trong 30 giây; 720C trong 45 giây) 

       - Sự kéo dài ADN: 1 chu kỳ (720C trong 5 phút)  

 Xác định sản phẩm PCR bằng kỹ thuật điện di trên gel agrarose 1% 

+ Sản phẩm PCR của từng dòng vi khuẩn được điện di trên gel agarose 1% sử 

dụng máy điện di ngang chứa dung dịch TAE buffer 1X ở 100 voltase trong 30 phút. 

Sau đó gel chứa ADN được nhuộm bằng dung dịch Ethium bromide (1ug/ml). Ladder 

sử dụng 100 bp (Thermo scientific). 

+ Ghi nhận sự hiện diện băng ADN bằng máy chụp gel UV2000. 

3.3.1.4 Đánh giá khả năng gây hại của các dòng vi khuẩn Burkholderia 

glumae gây bệnh thối hạt trong điều kiện nhà lưới 

Mục tiêu: Tìm ra dòng vi khuẩn B. glumae gây hại nặng nhất phục vụ cho 

nghiên cứu tiếp theo.  

Vật liệu: 06 dòng vi khuẩn B. glumae (được tìm từ thí nghiệm 3.3.1.3), giống 

lúa xác nhận OM900, chậu chứa đất (đường kính 25 cm, chiều cao 20 cm), đất trồng 

lúa từ vùng đất trồng lúa tại ruộng lúa 91B của TP. Cần Thơ, bình nhựa phun 500 ml 

(sử dụng đầu phun kết hợp ống Falcon 50 ml), phân bón (Kali 61% (Kali Canada Tân 

Tạo); Đạm Ure (46%); Supe Lân Long Thành 16%). 

Chuẩn bị cây lúa 

- Đất trồng lúa được cho vào chậu nhựa, mỗi chậu chứa 5 kg đất. Sau đó ngâm 

đất với nước 3 ngày, tiến hành xã phèn. Giống lúa xác nhận OM4900 được ngâm trong 
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nước ấm (50oC) trong 15 phút, sau đó hạt lúa được ủ trong tủ úm ở 400C. Sau 48 giờ 

hạt đã nảy mầm, tiến hành gieo hạt vào chậu đã chuẩn bị trước, mỗi chậu gieo 15 hạt.  

- Bón phân cho lúa theo công thức 120 N - 40 P2O5 - 50 K2O (kg/ha). Phân được 

hòa tan vào nước và tưới đều cho các chậu (Đệ, 2008). 

 Bón lót (1 ngày trước sạ): Toàn bộ lượng phân lân. 

 Bón thúc đợt 1 (10 NSKS): 30% lượng phân đạm + 50% lượng phân kali. 

 Bón thúc đợt 2 (20 NSKS): 30% lượng phân đạm. 

 Bón thúc đợt 3 (45 NSKS): 40% lượng phân đạm. 

Giữ mực nước trong chậu phù hợp từng giai đoạn tăng trưởng, hạn chế thấp 

nhất sự phá hoại của côn trùng và mầm bệnh khác. 

Phương pháp thí nghiệm: Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên một 

nhân tố gồm 06 nghiệm thức (mỗi nghiệm thức tương ứng từng dòng vi khuẩn) với 5 

lần lặp lại, trong đó mỗi lần lặp lại là một chậu lúa với 10 bông lúa ở giai đoạn lúa trổ 

đều (70 ngày sau khi gieo). 

1. Dòng vi khuẩn BurVL21 

2.  Dòng vi khuẩn BurDT46 

3. Dòng vi khuẩn BurDT50 

4. Dòng vi khuẩn BurDT51 

5. Dòng vi khuẩn BurKG52 

6. Dòng vi khuẩn BurKG57 

Chuẩn bị vi khuẩn gây bệnh: Các dòng vi khuẩn B. glumae được nuôi cấy trên 

môi trường King’s B 2% agar trong 48 giờ. Sau đó cho nước cất vô trùng vào đĩa Petri 

và thu hoạch huyền phù vi khuẩn. Xác định mật số vi khuẩn trong huyền phù bằng 

phương pháp đo độ quang truyền ở bước sóng 600 nm, thực hiện pha loãng để đạt 

OD600nm = 0,3 (9 x 108 cfu/ml, Phụ hình1). 

Lây bệnh nhân tạo: Vào thời điểm cây lúa đang trổ hoa đồng loạt, tiến hành 

phun vi khuẩn với liều lượng 50 ml/chậu. Cây lúa sau khi lây bệnh được đặt trong điều 

kiện nhà lưới có che mưa  

Ghi nhận chỉ tiêu  

a) Tỷ lệ hạt bệnh (TLHB) 

Đếm tổng số hạt bị nhiễm bệnh trên tổng số hạt trên bông vào các thời điểm 5, 

15 và 25 NSKLB (ghi nhận 10 bông/chậu). 
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b)  Chỉ số tích lũy bệnh theo thời gian (AUDPC) 

Được tính theo công thức (Shanner & Finney, 1977) 

 

Trong đó 

N: Số lần đánh giá bệnh; yi: Tỷ lệ hạt bệnh tại lần đánh giá thứ I; ti: Thời 

gian tại lần đánh giá thứ i 

Chỉ tiêu năng suất 

c) Tỷ lệ hạt chắc: Vào thời điểm thu hoạch tiến hành cắt 10 bông lúa/chậu cho 

vào từng túi riêng biệt và ghi nhãn. Sau đó, phơi khô và tiến hành tách chắc, lép trên 

bông để ghi nhận chỉ tiêu. 

 

 

 

 

  

d) Trọng lượng 1000 hạt (g): Cân 1000 hạt lúa, chọn hạt chắc (không lép hay 

lửng) sau đó đo ẩm độ để quy đổi về trọng lượng ở ẩm độ 14%. 

 

 

 

 

 

Trong đó: W 1000 hạt: trọng lượng 1000 hạt (g); H0: Ẩm độ lúc cân mẫu (%) 

e) Trọng lượng thực tế (g/chậu) lấy toàn bộ hạt chắc trên mỗi chậu cân trọng 

lượng, sau đó đo ẩm độ và quy về trọng lượng ở ẩm độ 14% 

 

 

 

 

                        W 1000 hạt (100 - H0) 

W 1000 hạt ẩm độ 14% =  

   86 

 

W ẩm độ 14% =  

W0 (100 - H0) 

86 

                 Số hạt chắc/bông 

Tỷ lệ hạt chắc (%) =  

                 Tổng số hạt/bông 

 

 

))(
2

(
1

1

1

1

tt
yy

ii

n

i

iiAUDPC 











              Số hạt bị nhiễm bệnh/bông 
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Trong đó: W0: Trọng lượng lúc cân mẫu (g/chậu); H0: Ẩm độ lúc cân mẫu (%) 

3.3.1.5 Đánh giá khả năng tiêu diệt vi khuẩn Burkholderia glumae của 

những dòng thực khuẩn thể triển vọng  

Mục tiêu: Tìm ra dòng TKT có khả năng tiêu diệt cao đối với dòng vi khuẩn B. 

glumae DT46 trong điều kiện phòng thí nghiệm. 

Vật liệu: Nguồn vi khuẩn B. glumae DT46 có khả năng gây hại cao (từ thí 

nghiệm 3.3.1.4) và 08 dòng TKT có phổ kí chủ rộng các dòng vi khuẩn B. glumae 

DT46 (từ thí nghiệm 3.3.1.5) 

Chuẩn bị thực khuẩn thể: Các dòng TKT nuôi trên môi trường King’s B 0,8% 

agar trong 24 giờ, sau đó thu hoạch huyền phù TKT và đếm mật số TKT bằng phương 

pháp pha loãng và đổ đĩa. Dựa vào mật số xác định sau 24 giờ, thực hiện pha loãng 

huyền phù các dòng TKT khác nhau về cùng mật số 103 pfu/ml. 

            Rút 30 µl huyền phù từng dòng TKT (103 pfu/ml) + 100 µl huyền phù vi khuẩn 

B. glumae (OD600 nm = 0,3) cho vào đĩa Petri, sau đó tiến hành hòa môi trường King’s 

B 0,8% đã được nấu tan giữ nhiệt ở 50oC, mỗi đĩa Petri là một lần lặp lại, đĩa được đặt 

trong điều kiện phòng. 

Phương pháp: Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên gồm 08 nghiệm 

thức (số dòng TKT có phổ ký chủ rộng) với 3 lần lặp lại. 

Ghi nhận chỉ tiêu: đường kính đốm tan (plaque) của từng dòng TKT phân giải 

vi khuẩn trên đĩa Petri vào các ngày sau khi bố trí (đo đường kính 10 đốm tan ngẫu 

nhiên và lấy trung bình của mỗi đĩa Petri tương ứng với 1 lần lặp lại). 

3.3.2 Nội dung 2: Đánh giá khả năng phòng trị bệnh thối hạt của các dòng thực 

khuẩn thể triển vọng trong điều kiện nhà lưới 

3.3.2.1 Đánh giá hiệu quả phòng trị bệnh thối hạt trên lúa do vi khuẩn 

Burkholderia glumae bằng các dòng thực khuẩn thể triển vọng  

Mục tiêu: Tìm ra một số dòng TKT triển vọng đạt hiệu quả cao trong phòng trừ 

bệnh thối hạt do vi khuẩn B. glumae DT46 ở điều kiện nhà lưới. 

Vật liệu: Nguồn vi khuẩn B. glumae DT46 (từ thí nghiệm 3.3.1.4) và 04 dòng 

TKT triển vọng (từ thí nghiệm 3.3.1.5), chậu chứa đất (đường kính 25 cm, chiều cao 

20 cm), đất trồng lúa từ vùng đất trồng lúa tại ruộng lúa 91B của TP. Cần Thơ, bình 

nhựa phun 500 ml (sử dụng đầu phun kết hợp ống Falcon 50 ml), phân bón (Kali 61% 

(Kali CANADA Tân Tạo); Đạm Ure (46%); Supe Lân Long Thành 16%). 

- Chuẩn bị cây lúa: Tương tự thí nghiệm 3.3.1.4 
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- Chuẩn bị nguồn thực khuẩn thể: Các dòng TKT đơn lẻ được nuôi trên môi 

trường 0,8% agar trong 24 giờ, sau đó thu hoạch các dòng TKT khác nhau bằng nước 

cất vô trùng. Tiếp theo, huyền phù TKT được xử lí 5% chloroform trong 5 phút, sau đó 

li tâm với vận tốc 6.000 rpm/5 phút. Cuối cùng thu hoạch dung dịch phía trên chứa 

TKT và tiếp tục đếm mật số từng dòng TKT bằng phương pháp pha loãng và đổ đĩa. 

Sau 24 giờ đếm số đốm tan hình thành trên đĩa và qui về mật số từng dòng TKT ở mật 

số 108 pfu/ml. Đối với nghiệm thức HH TKT đưa về mật số từng dòng TKT ở mật số 

108 pfu/ml và hòa vào hỗn hợp với tỷ lệ từng dòng là 1:1:1:1. 

Phương pháp thực hiện: Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên một nhân 

tố gồm sáu nghiệm thức với 4 lần lặp lại. 

1. Dòng thực khuẩn thể ФBurVL34 

2.  Dòng thực khuẩn thể ФBurAG58 

3.  Dòng thực khuẩn thể ФBurDT47a 

4. Dòng thực khuẩn thể ФBurDT48a 

5. Hỗn hợp thực khuẩn thể (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a và 

ФBurDT48a, tỷ lệ 1:1:1:1) 

6. Đối chứng không xử lý thực khuẩn thể 

- Phương pháp lây bệnh: Vào thời điểm cây lúa đang trổ hoa đồng loạt (69 ngày 

sau khi gieo), phun 50 ml vi khuẩn B. glumae /chậu (OD 600 nm= 0,3).  

- Khảo sát sự tồn tại của các dòng TKT trên bông lúa: Thực hiện cắt một bông 

lúa cho vào bình tam giác dung tích 250 ml (mỗi lặp lại của từng nghiệm thức xử lý 

TKT), cân trọng lượng bông sau đó + 100 ml nước cất vô trùng, lắc trong 20 phút trên 

máy lắc ngang với vận tốc 100 rpm/phút. Sau đó, rút 1 ml huyền phù vào ống 

eppendorf + 5% chloroform và ly tâm với vận tốc 6.000 rpm/phút trong 5 phút. Rút 

700 µl huyền phù phía trên và pha loãng đếm mật số TKT hiện diện trên bông lúa. 

Ghi nhận chỉ tiêu  

(1) Tỷ lệ hạt bệnh tại các thời điểm 5, 10, 15 và 20 NSKLB.  

(2) Hiệu quả giảm bệnh (Abbott, 1925): 

 

 

Trong đó:  

ĐC: Tỷ lệ hạt bệnh trên bông của nghiệm thức ĐC 

NT: Tỷ lệ hạt bệnh trên bông của nghiệm thức có xử lý TKT 

ĐC

NTĐC
HQGB


(%) X100 
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(3) Chỉ tiêu năng suất: số hạt chắc/bông; tỷ lệ hạt chắc; trọng lương 1000 hạt, 

trọng lượng thực tế (g/chậu) (tương tự thí nghiệm 3.3.1.4) 

(4) Mật số TKT tồn tại trên bông lúa (pfu/g bông) ở thời điểm 0 GSKLB (giờ 

sau khi lây bệnh), 12 GSKLB, 24 GSKLB và 7 ngày sau khi lây bệnh (NSKLB). 

3.3.2.2 Đánh giá hiệu quả của các mật số thực khuẩn thể khác nhau trong 

phòng trị bệnh thối hạt lúa do vi khuẩn Burkholderia glumae  

Mục tiêu: Tìm ra mật số TKT hiệu quả trong phòng trừ bệnh thối hạt lúa. 

Vật liệu: 01 TKT ФBurAG58 đạt hiệu quả cao trong phòng trị bệnh thối hạt (từ 

thí nghiệm 3.3.2.1), dòng vi khuẩn B. glumae DT46 (từ thí nghiệm 3.3.1.4). 

Chuẩn bị cây lúa: tương tự thí nghiệm 3.3.1.4. 

Chuẩn bị thực khuẩn thể: tương tự thí nghiệm 3.3.2.1. Pha loãng huyền phù 

TKT với các mật số tuần tự gồm 105pfu/ml, 106 pfu/ml, 107 pfu/ml, 108 pfu/ml. 

         Chuẩn bị vi khuẩn: tương tự thí nghiệm 3.3.1.4 

Phương pháp: Thí nghiệm được bố trí theo hoàn toàn ngẫu nhiên gồm 5 nghiệm 

thức với 4 lần lặp lại. 

1. Mật số TKT ở 105pfu/ml. 

2. Mật số TKT ở 106 pfu/ml. 

3. Mật số TKT ở 107 pfu/ml.  

4. Mật số TKT ở 108 pfu/ml. 

5. Nghiệm thức đối chứng (không áp dụng TKT).  

Áp dụng TKT và vi khuẩn B. glumae DT46 tương tự thí nghiệm 3.3.2.1. 

Ghi nhận chỉ tiêu: tỷ lệ hạt bệnh, AUDPC, tỷ lệ hạt chắc trên bông. 

3.3.2.3 Khảo sát thời điểm xử lý của thực khuẩn thể trong phòng trị bệnh 

thối hạt do vi khuẩn B. glumae  

Mục tiêu: Tìm ra thời điểm xử lý TKT có hiệu quả phòng trị đối với bệnh thối hạt 

để phục vụ cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Vật liệu: 01 TKT ФBurAG58 đạt hiệu quả cao trong phòng trị bệnh thối hạt (từ 

thí nghiệm 3.3.2.1), dòng vi khuẩn B. glumae DT46 (từ thí nghiệm 3.3.1.4). 

Chuẩn bị cây lúa: tương tự thí nghiệm 3.3.1.4. 

Chuẩn bị thực khuẩn thể: tương tự thí nghiệm 3.3.2.1 và mật số TKT là 10 8pfu/ml. 

Chuẩn bị vi khuẩn: tương tự thí nghiệm 3.3.1.4 
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Phương pháp: Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên một nhân tố gồm 4 

nghiệm thức với 4 lần lặp lại bao gồm: 

1. Phun TKT 2 giờ trước khi lây bệnh (GTKLB). 

2. Phun TKT 5 ngày sau khi lây bệnh (NSKLB). 

3. Phun TKT kết hợp 2 GTKLB + 5 NSKLB. 

4. Nghiệm thức đối chứng (không xử lý TKT). 

Vào thời điểm cây lúa đang trổ hoa đồng loạt (60 NSKG, chọn 10 bông 

lúa/chậu) phun 50 ml/chậu huyền phù TKT ở hai nghiệm thức: 2 GTKLB và 2 

GTKLB + 5 NSKLB, sau đó tiến hành cắt bông khảo sát mật số của TKT, nghiệm 

thức đối chứng phun 50 ml nước cất vô trùng. Hai giờ sau, tiến hành phun 50 ml vi 

khuẩn B. glumae /chậu (OD600nm = 0,3) (tương ứng với mật số 9 x 10
8
 cfu/ml) phun 

ướt đều từng bông trên chậu lúa (tất cả các nghiệm thức). Cây lúa sau khi lây bệnh 

được đặt trong điều kiện nhà lưới. Vào thời điểm 5 NSKLB, tiến hành phun 50 ml 

TKT/chậu ở 2 nghiệm thức 5 NSKLB và 2 GTKLB + 5 NSKLB.  

Ghi nhận chỉ tiêu: 

(1) Khảo sát mật số của TKT trên bông (pfu/g bông): tương tự 3.3.2.1 ở thời điểm 

0 giờ, 12 giờ, 24 giờ và 15 ngày sau khi áp dụng TKT. 

(2) Tỷ lệ hạt bệnh.  

(3) Chỉ số tích lũy bệnh theo thời gian (AUDPC) 

(4) Tỷ lệ hạt chắc/bông: Vào thời điểm 95 NSKS tiến hành cắt 10 bông lúa/chậu cho 

vào từng túi riêng biệt và có ghi nhãn. Sau đó, tiến hành tách chắc, lép trên bông để 

ghi nhận chỉ tiêu. 

3.3.3 Nội dung 3: Xác định tính an toàn của các dòng thực khuẩn thể triển vọng 

trong thực tiễn sản xuất 

3.3.3.1 Khảo sát hình thái của thực khuẩn thể dưới kính hiển vi điện tử 

truyền qua (Transmission electron microscopy) 

Mục tiêu: Xác định hình thái của 03 dòng TKT triển vọng để xếp loại TKT đến 

cấp phân loại họ theo phương pháp mô tả Ackermann (2009) 

Vật liệu: 03 dòng TKT triển vọng (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a) (từ thí 

nghiệm 3.3.2.1), kính hiển vi điện tử truyền qua (HD-2700, Hitachi High-

Technologies Corp, Japan ở 200 kV), vi khuẩn Burkholderia glumae MAFF 106551 

(Research Center of Genetic Resources, NARO,  http://www. gene.affrc.go.jp, Nhật Bản). 

 

http://www/
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Phương pháp (Kutter & Sulakvelidze, 2004) 

Từng dòng TKT đã được chuẩn bị riêng lẻ với mật số 1010 pfu/ml, sau đó 

nhuộm trong thuốc nhuộm Sodium phosphotungstate 1%. Rút 1 giọt TKT nhỏ vào tấm 

lưới với mắc lưới 300 mesh (grid). Sau 2 phút rữa lại bằng nước cất vô trùng. Sau đó 

nhỏ một giọt Sodium phosphotungstate 1% vào mẫu đã chứa TKT trong 1 phút. Cuối 

cùng ghi nhận hình thái từng dòng TKT dưới kính hiển vi điện tử truyền qua TEM 

(Transmision electronicc microscope, HD – 2700, Hitachi High – Technologies Corp, 

Japan) ở 200 kV tại Viện Công Nghệ Kyoto, Nhật Bản. 

Ghi nhận chỉ tiêu:  Xác định hình dạng virion các dòng TKT triển vọng dưới độ 

phóng đại phù hợp và dựa vào hình thái virion để xác định họ của các dòng TKT triển 

vọng theo phân loại Ackermann (2009). 

3.3.3.2 Giải mã trình tự bộ gen của những dòng thực khuẩn thể triển vọng 

Mục tiêu: Xác định các dòng TKT triển vọng thuộc nhóm TKT độc hay ôn hòa 

dựa vào bộ genome của TKT không có/có gen qui định enzyme integrase nhằm đảm 

bảo tính an toàn khi ứng dụng TKT ở điều kiện thực tiễn.  

Vật liệu: 03 dòng TKT triển vọng (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a) (được 

chọn từ thí nghiệm 3.3.2.1), vi khuẩn B. glumae DT46 (được chọn từ thí nghiệm 3.3.1.4). 

Phương pháp: Ly trích ADN theo phương pháp Balogh (2006)  

Bước 1:  Rút 150 µl huyền phù TKT riêng lẻ với mật số TKT đạt 1010 pfu/ml thêm vào 

12,3 (đơn vị/mẫu) DNase I và 9 (đơn vị/mẫu) RNase A vào ống eppendorf 1,5 

ml được ủ ở 370C trong 30 phút.  

Bước 2: Bổ sung nước cất vô trùng đủ 500 µl. 

Bước 3: Bổ sung 375 µl Phenol/chloroform/isoamyl alcohol (PCI) (25:24:1) vào ống 

eppendorf đã chứa sẵn mẫu và trộn đều bằng vortex.  

Bước 4: Ly tâm với vận tốc 10.000 g trong 5 phút. Sau đó rút phần bên trên vào ống 

tuýp mới được bổ sung nước cất vô trùng đủ 500 µl.  

Bước 5, 6 và 7: tương tự bước 2, 3 và 4. 

Bước 8: Rút 250 µl dung dịch phía trên vào tuýp mới, và bổ sung 250 µl 

chloroform/isoamyl alcohol (24:1), và trộn đều bằng vortex. 

Bước 9: Ly tâm với vận tốc 10.000 g trong 5 phút. 

Bước 10: Rút 100 µl dung dịch phía trên vào tuýp mới và bổ sung 40 µl sodium 

acetate (3M, pH 5.2). 

Bước 11: 800 µl ethanol 95% (-40C) và trộn đều. 
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Bước 12: Ủ mẫu ở nhiệt độ -800C trong 30 phút. 

Bước 13: Ly tâm với vận tốc 10.000 g trong 30 phút. 

Bước 14: Rửa kết tủa với 1 ml ethanol 70%. 

Bước 15: thu được kết tủa là ADN và để khô ở điều kiện nhiệt độ phòng. 

Bước 16: Hòa kết tủa ADN với 40 µl TE buffer và trữ ở nhiệt độ -200C. 

 Mẫu sau khi ly trích ADN được giải trình tự bởi Bộ môn Công Nghệ gen thuộc 

Trường Đại học KU Leuven tại Vương Quốc Bỉ bằng máy giải trình tự Illumina Mini 

Seq. Sau đó kết quả trình tự bộ genome của từng dòng thực khuẩn thể được phân tích 

bằng phần mềm Patric 3.6.8 (https://www.patricbrc.org/). Trình tự bộ genome của 

TKT được so sánh sự tương đồng trên ngân hàng gen NCBI bằng BLASTn. Trình tự 

protein được xác định bằng BLASTp trên NCBI và phần mềm Artemis, sau đó bản đồ 

gen được vẽ bằng EasyFig (Nga et al., 2021). 

Kết quả ghi nhận: Trình tự bộ genome chứa từng gen qui định chức năng từng bộ đọc 

mở (open reading frame, ORF) của các dòng TKT triển vọng. 

3.3.4 Nội dung 4: Đánh giá hiệu quả của các dòng thực khuẩn thể triển vọng phòng trị 

bệnh thối hạt lúa ở điều kiện ngoài đồng 

3.3.4.1 Đánh giá hiệu quả phòng trị bệnh thối hạt do vi khuẩn Burkholderia 

glumae trên lúa bằng các dòng thực khuẩn thể triển vọng vụ Đông Xuân 2017 - 2018 

Mục tiêu: Xác định hiệu quả của TKT dòng ФBurAG58 và hỗn hơp (ФBurVL34, 

ФBurAG58, ФBurDT47a) trong phòng trị bệnh thối hạt trên cây lúa ở điều kiện ngoài đồng. 

Thời gian: Thí nghiệm được thực hiện từ tháng 10/2017 đến 3/2018. 

Địa điểm: ấp Bình Điền, xã Bình Ninh, huyện Tam Bình, tỉnh Vĩnh Long. 

Vật liệu: 03 dòng TKT (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a, chọn ra từ thí 

nghiệm 3.3.2.1), dòng vi khuẩn B. glumae DT46 (được chọn từ thí nghiệm 3.3.1.4), 

Oxolinic axit (Sumitomo chemical), giống lúa OM 4900, phân bón (Phụ chương), 

Bảng cấm (tự chế), bình phun thuốc 25 lít (Oshima). 

Chuẩn bị: 

 Ruộng thí nghiệm được canh tác trên vùng chuyên canh lúa. Sau khi thu hoạch 

lúa, cho nước vào ngâm rồi tháo nước. Sau đó chuẩn bị đất và sạ lúa với lượng giống 

là 10 kg/1000m2. Đến giai đoạn lúa được 10 ngày, tiến hành nhổ mạ ở các đường giới 

hạn của các lô thí nghiệm tạo đường phân cách giữa các lô và dặm vào vị trí lúa không 

nảy mầm. 
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Thực khuẩn thể: TKT được nuôi trên môi trường King’s B 0,8% agar, sau 24 giờ 

thu hoạch huyền phù TKT bằng nước cất vô trùng (tương tự thí nghiệm 3.3.2.1). Sau 

đó đếm mật số TKT bằng phương pháp pha loãng và đổ đĩa, sau đó đưa huyền phù 

TKT về mật số 108 pfu/ml, đối với nghiệm thức TKT đơn và hỗn hợp (với tỷ lệ 3 TKT 

trong hỗn hợp 1:1:1). 

Vi khuẩn: Vi khuẩn được nuôi trên môi trường King’s B 2% agar trong 48 giờ, 

tiếp tục hòa vào nước muối 0,9% thành huyền phù vi khuẩn, sau đó đo độ đục huyền 

phù vi khuẩn với bước sóng 600 nm và đưa huyền phù vi khuẩn với OD600nm = 0,15 

(tương đương mật số 2 x 108 cfu/ml). 

Chăm sóc ruộng: Ruộng lúa được theo dõi, chăm sóc và bón phân dựa theo kinh 

nghiệm của nông dân (các thuốc hóa học và phân bón của ruộng theo Phụ bảng). 

- Nước: Nước được bơm vào ruộng từ ao kế bên, cách ruộng 1 vườn cam.  

- Quản lý sâu, bệnh hại: Sâu và bệnh hại do tác nhân nấm được nông dân theo 

dõi, quản lý và phun thuốc. Dưới đây là thời điểm cũng như liều lượng phun các loại 

thuốc hóa học mà nông dân đã sử dụng (Phụ bảng). 

Phương pháp:  

Thí nghiệm được thực hiện ngoài đồng có diện tích 1.000 m2. Diện tích mỗi lô 

thí nghiệm là 49 m2 (7x7 m) và, giữa các lô có dãy phân cách rông 0,5 m. Thí nghiệm 

được trí theo khối hoàn toàn ngẫu nhiên một nhân tố với 4 nghiệm thức và 4 lần lặp 

lại. Các nghiệm thức được bố trí như Hình 3.2 và cụ thể các nghiệm thức như sau: 

1. Xử lý 01 dòng ФBurAG58 đơn (108 pfu/ml). 

2. Xử lý HH TKT (ФBurVL 34, ФBurAG58, ФBurDT47a, 108 pfu/ml, tỷ lệ 1:1:1). 

3. Xử lý Oxolinic axit. 

4. Đối chứng (không xử lý tác nhân phòng trừ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.2: Sơ đồ bố trí các nghiệm thức ngoài đồng vụ Đông Xuân 2017 - 2018 

 

 

Lặp lại I 
 NT 1  NT 2  NT 3  NT 4 

 0,5m       

Lặp lại  II 
 NT 2  NT 4  NT 1  NT 3 

        

Lặp lại  III 
 NT 4  NT 3  NT 1  NT 2 

        

Lặp lại  IV  NT 3  NT 2  NT 1  NT 4 
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    Bảng 3.1 Mật số và liều lượng phun của các nghiệm thức trong thí nghiệm 

STT Nghiệm thức 
 Mật số/liều 

lượng 

Lượng nước 

phun/lô 

Thời gian 

xử lý (NSKS) 

1 TKT ФBurAG58 đơn  108 pfu/ml 2 lít 55  

2 
HH TKT(ФBurVL34, 

ФBurAG58, ФBurDT47a) 

 
108 pfu/ml 2 lít 55  

3 
Starner 200WP 

(hoạt chất oxolinic axit chiếm 20%) 

 
2,5 g/l  2 lít 58  

4 Đối chứng  Nước ruộng 2 lít 55  

 

Cách tiến hành  

Xử lý thực khuẩn thể và vi khuẩn: 

- Thực khuẩn thể: Phun TKT 2 lần tuần tự tương ứng từng nghiệm thức 

vào giai đoạn lúa trổ hoa (the flowering stage, Reissig (1985)). 

+ Lần 1: Phun 2 lít huyền phù TKT trên bông lúa/lô (49 m2) vào giai đoạn 55 NSKS.  

+ Lần 2: Phun 2 lít huyền phù TKT trên bông lúa/lô (49 m2) vào giai đoạn 60 NSKS. 

- Vi khuẩn: Phun huyền phù vi khuẩn B. glumae cho toàn ruộng (40 lít/công 1000 m2) 

sau 1 giờ phun TKT (phun 1 lần duy nhất) với OD 600nm = 0,15 (2x 108 cfu/ml). 

- Oxolinic axit: phun 2 lít oxolinic axit đều trên bông trong ô nghiệm thức theo 

nồng độ khuyến cáo vào giai đoạn 58 NSKS khi cây lúa bắt đầu xuất hiện bệnh (Phun 

1 lần duy nhất). 

 Ghi nhận chỉ tiêu 

Mỗi lô thí nghiệm được đánh dấu 5 điểm theo đường chéo gốc. Ghi nhận chỉ 

tiêu bệnh thối hạt lúa tại các thời điểm 10, 15, 20 NSKLB và thu hoạch. Các bông lúa 

được chọn ngẫu nhiên trên 5 điểm và tránh thu các bông lúa ở sát lối đi. Các điểm cách 

lối đi khoảng 0,5 m nhằm tránh sự ảnh hưởng do tiếp xúc làm ảnh hưởng đến chỉ tiêu. 

(1) Tỷ lệ hạt bệnh: Mỗi lô thí nghiệm, chọn ngẫu nhiên 50 bông nằm trên 5 điểm 

đánh dấu thuộc 2 đường chéo gốc. Đếm tổng số hạt bị nhiễm bệnh và tổng số hạt trên 

bông vào các thời điểm 10, 15 và 20 NSKLB. 

(2)  Chỉ số tích lũy bệnh theo thời gian (AUDPC) 

(3)  Hiệu quả giảm bệnh (HQGB) 

(4) Tỷ lệ hạt chắc  
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Tỷ lệ hạt chắc (%) = 

Số hạt chắc/bông 

x 100 
Tổng số hạt/bông 

(5) Năng suất thực tế (NSTT) (tấn/ha): tiến hành chọn và cắt ngẫu nhiên lúa trong 

phạm vi 5 m2 ở mỗi lô nghiệm thức. Lấy toàn bộ hạt chắc cân trọng lượng (quy về 

trọng lượng ở ẩm độ 14 (%)). 

W(5m
2)(ẩm độ14%) (kg)= 

W(5m
2) x (100 - H0) 

x 100 

86 

 Trong đó: H0 là ẩm độ của hạt tại thời điểm cân (%) 

W5m
2: trọng lượng hạt ở thời điểm cân 

NSTT (tấn/ha): 2 x W5m
2 (14%) 

3.3.4.2 Đánh giá hiệu quả phòng trị bệnh thối hạt do vi khuẩn Burkholderia 

glumae trên lúa bằng các dòng thực khuẩn thể triển vọng ở ngoài đồng vụ Hè 

Thu sớm 2018 

Mục tiêu: Đánh giá hiệu quả của TKT ФBurAG58 đơn lẻ hay HH TKT (ФBurVL 

34, ФBurAG58, ФBurDT47a) ở các mật số khác nhau lên hiệu quả phòng trị thối hạt ở 

điều kiện ngoài đồng. 

Thời gian: Thí nghiệm được thực hiện từ tháng 2/2018 đến 6/2018. 

Địa điểm: ấp Bình Điền, xã Bình Ninh, huyện Tam Bình, tỉnh Vĩnh Long. 

Vật liệu: 03 dòng TKT (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a, được chọn ra từ 

thí nghiệm 3.3.2.1), dòng vi khuẩn B. glumae DT46 (được chọn từ thí nghiệm 3.3.1.4), 

Oxolinic axit (Sumitomo chemical), giống lúa OM 4900. 

- Chuẩn bị thực khuẩn thể: tương tự thí nghiệm 3.3.4.1 

- Vi khuẩn B. glumae: tương tự thí nghiệm 3.3.4.1 

Phương pháp: Thí nghiệm được bố trí theo khối hoàn toàn ngẫu nhiên gồm 6 

nghiệm thức với 4 lần lặp lại (mỗi lần lặp lại 50 m2) và bao gồm các nghiệm thức: 

1. Xử lý dòng TKT ФBurAG58 đơn ở mật số108 pfu/ml 

2. Xử lý dòng TKT ФBurAG58 đơn ở mật số107 pfu/ml 

3. Xử lý HH TKT (ФBurVL 34, ФBurAG58, ФBurDT47a) ở mật số108 pfu/ml 

4. Xử lý HH TKT ở mật số107 pfu/ml 

5. Xử lý Oxolinic axit 

6. Đối chứng  
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Bảng 3.2 Các nghiệm thức thực hiện trong thí nghiệm vụ Hè Thu sớm 2018 

STT Nghiệm thức Mật số/liều lượng 
Lượng nước 

phun/lô 50m2 

Thời gian 

xử lí 

(NSKS) 

1 ФBurAG58 đơn 108 pfu/ml 2 lít 57 

2 ФBurAG58 đơn 107pfu/ml 2 lít 57 

3 
HH TKT (ФBurVL 34, 

ФBurAG58, ФBurDT47a) 
108 pfu/ml 2 lít 

57 

4 
HH TKT (ФBurVL 34, 

ФBurAG58, ФBurDT47a) 
107 pfu/ml 2 lít 

57 

5 
Starner 200WP 

(Hoạt chất oxolinic axit chiếm 20%) 
2,5 g/l  2 lít 

59 

6 Đối chứng nước ruộng 2 lít 57 

 

 

Lặp lại I  NT 1  NT 2  NT 3  NT 4  NT 5  NT 6 

  0,5 m           

Lặp lại II  NT 2  NT 4  NT 6  NT 1  NT 5  NT 3 

             

Lặp lại III  NT 6  NT 4  NT 5  NT 3  NT 1  NT 2 

             

Lặp lại IV  
NT 3 

 
NT 2 

 
NT 1 

 
NT 6 

 
NT 5 

 
NT 4 

 

Hình 3.3 Sơ đồ bố trí các nghiệm thức vụ Hè Thu sớm 2018 

 

 Xử lý thực khuẩn thể và vi khuẩn: 

-Thực khuẩn thể: Phun TKT 2 lần tuần tự tương ứng từng nghiệm thức 

+ Lần 1: Phun 2 lít huyền phù TKT trên bông lúa/lô (50 m2) vào giai đoạn 57 NSKS khi cây lúa trổ đều.  

+ Lần 2: Phun 2 lít huyền phù TKT trên bông lúa/lô (50 m2) vào giai đoạn 62 NSKS. 

- Vi khuẩn: Phun huyền phù vi khuẩn B. glumae cho toàn ruộng (40 lít/công 

1000 m2) sau 1 giờ phun TKT (phun lần 1). 

- Oxolinic axit: Phun 2 lít Oxolinic axit đều trên bông trong ô nghiệm thức theo 

nồng độ khuyến cáo vào giai đoạn 59 NSKS khi cây lúa bắt đầu xuất hiện bệnh trên ô 

nghiệm thức hóa học.  
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Ghi nhận chỉ tiêu: Ghi nhận chỉ tiêu khi cây lúa bắt đầu xuất hiện bệnh, cắt 50 

bông lúa theo đường chéo gốc tương ứng từng lần lặp lại của từng nghiệm thức. Tiến 

hành lấy chỉ tiêu 3 lần: lần đầu tiên vào giai đoạn 67 NSKS khi quan sát thấy bông lúa 

biểu hiện triệu chứng bệnh, lần hai là 72 NSKS, lần thứ ba ở giai đoạn 77 NSKS. 

- Các chỉ tiêu: (1) Tỷ lệ hạt bệnh; (2) Chỉ số tích lũy bệnh theo thời gian (AUDPC); (3) 

Hiệu quả giảm bệnh (HQGB); (4) Mật số TKT trên bông; (5) Tỷ lệ hạt chắc; (6) Năng 

suất thực tế (NSTT) (tấn/ha) (tương tự thí nghiệm 3.3.4.1) 

3.3.5 Nội dung 5: Khảo sát điều kiện nhân nuôi thực khuẩn thể triển vọng 

3.3.5.1 Khảo sát các loại môi trường lên khả năng nhân mật số thực khuẩn thể  

Mục tiêu: Xác định môi trường nhân nuôi TKT đạt mật số cao. 

Vật liệu: dòng TKT ΦBurAG58, môi trường King’s B lỏng, Nutrient lỏng, PDA 

lỏng, PDA + Peptone lỏng. 

Phương pháp: Thí nghiệm được bố trí theo hoàn toàn ngẫu nhiên một nhân tố 

với bốn lần lặp lại gồm: 

1. Môi trường King’s B lỏng 

2. Môi trường Nutrient lỏng 

3. Môi trường PDA lỏng 

4. Môi trường PDA + Peptone lỏng 

Chuẩn bị thực khuẩn thể: TKT được nuôi trên môi trường KB 0,8% agar, sau 

đó thu hoạch huyền phù TKT và đưa về mật số 108 pfu/ml. Rút 1 ml huyền phù TKT 

và 1 ml huyền phù vi khuẩn B. glumae (OD600 nm 0,3) vào 98 ml môi trường King’s B 

lỏng, cuối cùng đặt bình tam giác chứa vi khuẩn và thực khuẩn thể trên máy lắc ngang 

với vận tốc 100 rpm/phút. 

Chỉ tiêu ghi nhận: Mật số thực khuẩn thể (pfu/ml) vào thời điểm 24 giờ, 48 giờ, 72 

giờ, 96 giờ 

Phương pháp xác định mật số thực khuẩn thể: Vào từng thời điểm ghi nhận chỉ 

tiêu rút 1,2 ml dung dịch môi trường đã chứa TKT tương ứng từng nghiệm thức. Sau 

đó ly tâm dung dịch thu được với tốc độ 6.000 vòng/phút trong 5 phút. Tiếp tục 

chuyển 1 ml dung dịch ở phía trên sang ống eppendorf mới với 5% chlorofrom, sau đó 

trộn đều và để yên trong 5 phút, tiếp tục ly tâm dung dịch với tốc độ 6.000 vòng/phút 

trong 5 phút sẽ thu được 700 μl dung dịch TKT. Cuối cùng đếm mật số TKT bằng 

phương pháp pha loãng và đổ đĩa và xác định được mật số TKT (pfu/ml). 
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3.3.5.2 Khảo sát thời gian cấy vi khuẩn lên khả năng nhân mật số thực 

khuẩn thể 

Mục tiêu: Tìm ra thời điểm cấy vi khuẩn cũng như dạng môi trường King’s B 

nhằm đạt mật số TKT cao. 

Vật liệu: dòng TKT ΦBurAG58, môi trường King’s B lỏng, môi trường King’s 

B 0,8% agar. 

Phương pháp: Thí nghiệm được bố trí theo hoàn toàn ngẫu nhiên hai nhân tố 

(Nhân tố A: 2 loại môi trường King’ B (lỏng và 0,8% agar); Nhân tố B: hai thời điểm 

cấy vi khuẩn (cấy vi khuẩn trước 16 giờ và cấy vi khuẩn và TKT cùng lúc)) với bốn 

lần lặp lại gồm: 

1. Cấy vi khuẩn B. glumae trên môi trường King’s B lỏng trước 16 giờ sau đó bổ 

sung thực khuẩn thể. 

2. Cấy vi khuẩn B. glumae và TKT vào môi trường King’s B lỏng cùng lúc. 

3. Cấy vi khuẩn B. glumae trên môi trường King’s B 0,8% agar trước 16 giờ sau 

đó bổ sung TKT. 

4. Cấy vi khuẩn B. glumae và TKT vào môi trường King’s B 0,8% agar cùng lúc. 

 

Thực hiện:  

(1) Rút 100 μl huyền phù vi khuẩn B. glumae (OD: 0,3) vào đủ 10 ml môi 

trường King’s B lỏng và lắc trên máy lắc ngang với vận tốc 100 rpm trong 16 giờ, sau 

đó bổ sung 100μl huyền phù TKT (108 pfu/ml)  

(2) Rút 100 μl huyền phù vi khuẩn B. glumae (OD: 0,3) + 100 μl huyền phù 

TKT ((108 pfu/ml) vào đủ 10 ml môi trường King’s B lỏng và đặt trên máy lắc ngang 

với vận tốc 100 rpm/phút. 

(3) Rút 100 μl huyền phù vi khuẩn B. glumae (OD: 0,3) vào đủ 10 ml môi 

trường King’s B 0,8% agar trong 16 giờ, sau đó bổ sung 100 μl huyền phù TKT (108 

pfu/ml) được đặt ở điều kiện phòng. 

(4) Rút 100μl huyền phù vi khuẩn B. glumae  (OD600: 0,3), sau đó rút 100μl huyền 

phù TKT (108 pfu/ml) vào đủ 10 ml môi trường 0,8% agar được đặt ở điều kiện phòng. 

Chỉ tiêu ghi nhận: Mật số TKT (pfu/ml) vào thời điểm 24 giờ, 48 giờ và 72 giờ 

sau khi bố trí. 

Phương pháp xác định mật số TKT: Nghiệm thức (1) và (2) tương tự thí nghiệm 

3.3.5.1. Nghiệm thức (3) và (4) vào mỗi thời điểm ghi nhận chỉ tiêu thêm 10 ml nước cất vô 

trùng vào từng nghiệm thức và cũng xác định mật số tương tự thí nghiệm 3.3.5.1. 
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3.3.5.3 Khảo sát chỉ số MOI ảnh hướng đến khả năng nhân mật số của 

dòng thực khuẩn thể triển vọng 

Mục tiêu: Tìm ra hệ số MOI có khả năng nhân TKT triển vọng đạt mật số cao. 

Vật liệu: dòng TKT ΦBurAG58, môi trường King’s B lỏng 

Phương pháp: Thí nghiệm được bố trí theo hoàn toàn ngẫu nhiên một nhân tố gồm ba 

nghiệm thức với bốn lần lặp lại gồm 

1. Chỉ số MOI là 0,01 

2. Chỉ số MOI là 0,1 

3. Chỉ số MOI là 1 

Thực hiện: 

- Chuẩn bị vi khuẩn B. glumae: vi khuẩn được nuôi trong môi trường 

King’s B lỏng trong 24, sau đó đếm mật số bằng phương pháp nhỏ giọt và đưa về mật 

số 5. 107 cfu/ml. 

- Chuẩn bị thực khuẩn thể: bốn dòng TKT được nhân nuôi trên môi trường 

King’s B 0,8% trong 24 giờ, sau đó hòa nước vào môi trường chứa từng dòng TKT và đếm 

mật số TKT bằng phương pháp đổ đĩa. Cuối cùng xác định mật số TKT sau 24 giờ. 

- Tiến hành: Rút 1 ml huyền phù vi khuẩn + 1 ml huyền phù từng mật số 

TKT tương ứng để đạt chỉ số MOI 0,01; 0,1 và 1 vào ống nghiệm 3 ml chứa môi 

trường King’s B lỏng (tổng cộng 5 ml). Các nghiệm thức được đặt trên máy lắc với tốc 

độ 100 rpm/phút. 

Bảng 3.3 Mật số vi khuẩn và TKT tương ứng các chỉ số MOI 

Mật số vi khuẩn 

(cfu/ml) 

Mật số TKT 

(pfu/ml) 

MOI Tỷ lệ thể tích 

(TKT: vi khuẩn) 

5. 107 5. 107 1 1:1 

5. 107 5. 106 0,1 1:1 

5. 107 5. 105 0,01 1:1 

Chỉ tiêu ghi nhận: Mật số TKT (pfu/ml) ở thời điểm 6 giờ và 24 giờ sau khi bố trí. 

Phương pháp xác định mật số TKT: tương tự thí nghiệm 3.3.5.1 

3.3.5.4  Khảo sát nhiệt độ ảnh hưởng đến khả năng nhân mật số thực khuẩn 

thể triển vọng 

Mục tiêu: Tìm ra thời điểm cấy vi khuẩn cũng như dạng môi trường King’s B nhằm 

đạt mật số TKT cao. 
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Vật liệu: dòng TKT ΦBurAG58, môi trường LB lỏng. 

Phương pháp: Thí nghiệm được bố trí theo hoàn toàn ngẫu nhiên 1 nhân tố gồm ba 

nghiệm thức với bốn lần lặp lại gồm: 

1. Nhiệt độ 270C 

2.  Nhiệt độ 300C 

3.  Nhiệt độ 350C. 

Chuẩn bị thực khuẩn thể: Nuôi TKT trên môi trường LB 0,8 % agar sau 24 giờ thu 

hoạch TKT và pha loãng đếm mật số. Sau đó đưa huyền phù TKT về mật số 103 pfu/ml. 

Chuẩn bị vi khuẩn: vi khuẩn được nuôi trên môi trường LB lỏng trong 24 giờ thu 

hoạch TKT và pha loãng đếm mật số. Sau đó đưa huyền phù TKT về mật số 105 pfu/ml. 

Tiến hành: Rút 1 ml huyền phù TKT + 1 ml huyền phù vi khuẩn vào 3 ml môi 

trường LB lỏng đặt ở các điều kiện nhiệt độ khác nhau (270C, 300C, 350C) trên máy 

lắc ngang với vận tốc 170 rpm/phút. 

Ghi nhận chỉ tiêu: Mật số TKT (pfu/ml) sau 6 giờ, 12 giờ và 24 giờ. 

Phương pháp xác định mật số TKT: tương tự thí nghiệm 3.3.5.1 

3.3.6 Xử lý số liệu: Số liệu được xử lý bằng Excel, số liệu mật số TKT được chuyển 

sang lograrit và phân tích thống kê bằng phần mềm MstatC qua phép thử Duncan. 
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CHƯƠNG 4. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

 

4.1 Nội dung 1: Kết quả phân lập, tuyển chọn thực khuẩn thể và vi khuẩn gây 

bệnh thối hạt lúa  

4.1.1 Kết quả phân lập các dòng thực khuẩn thể phân bố ở các tỉnh đồng bằng 

sông Cửu Long 

Qua thu thập được các mẫu hạt lúa bị bệnh thối hạt thuộc 9 tỉnh ĐBSCL gồm Đồng 

Tháp, Vĩnh Long, Cần Thơ, Trà Vinh, An Giang, Hậu Giang, Kiên Giang, Sóc Trăng, và Bạc 

Liêu, đã ghi nhận bệnh thối hạt lúa biểu hiện triệu chứng rõ rệt trên nhiều giống lúa khác nhau 

như OM 4900, OM 4218, OM 5451, IR 50404 và một số giống chưa xác định. Trong quá 

trình thu mẫu bệnh ngoài đồng chủ yếu thu lúa bệnh vào giai đoạn trổ đến giai đoạn trước thu 

hoạch với nhiều triệu chứng khác nhau trên hạt lúa: (1) hạt lúa bị lép hoàn toàn hay bạc bông 

có thể do vi khuẩn xâm nhiễm vào giai đoạn bông lúa vừa trổ đều (Hình 4.1 B); (2) hạt lúa bị 

thối phần phôi nhũ có thể do vi khuẩn tấn công hạt lúa vào giai đoạn ngậm sữa (Hình 4.1 C-

D). Kết quả về sự xuất hiện và biểu hiện triệu chứng thối hạt hay bạc bông rất phù hợp với Li 

et al., (2017) đã thực hiện một thí nghiệm nghiên cứu suốt quá trình xâm nhiễm của vi khuẩn 

B. glumae vào giai đoạn lúa trổ. Kết quả vi khuẩn định vị nhiều ở mày lúa (glume), vi khuẩn 

nhân mật số cao khoảng 108 cfu/g và lan rộng ra các bộ phận của bông lúa như phấn hoa 

(stamen) và nhụy (gynoecium). Chính vì vậy ngăn cản quá trình thụ phấn làm cho hạt lúa lép 

hoàn toàn hoặc sự thụ phấn không diễn ra hoàn chỉnh ảnh hưởng đến sự hình thành hạt gạo 

gây ra hạt phát triển không bình thường như teo hạt, lép lửng (Hình 1D).  

Kết quả Bảng 4.1 đã phân lập được 60 dòng vi khuẩn trên môi trường King s’B 

agar 2%. Khuẩn lạc từ các dòng vi khuẩn gây bệnh thối hạt phân lập được có đặc điểm 

như sau: khuẩn lạc tròn, nhẵn, nhô màu trắng đục đến vàng xanh không phát huỳnh 

quang trên môi trường King’s B agar 2%, một số dòng vi khuẩn có khả năng tiết sắc tố 

vàng xanh trên môi trường King’s B agar 2% phù hợp theo miêu tả CPC (2007). Vì 

vậy, căn cứ vào triệu chứng gây bệnh thối hạt điển hình kết hợp với khuẩn lạc hình 

thành trên môi trường có thể những dòng vi khuẩn này thuộc loài Burkholderia 

glumae. Để xác định loài vi khuẩn là nguyên nhân gây bệnh thối hạt cần sử dụng một 

số kỹ thuật như kỹ thuật sinh học phân tử dựa vào trình tự ADN, hoặc phương pháp 

phage typing là một phương pháp sử dụng thực khuẩn thể nhằm phát hiện sự tồn tại 
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của vi khuẩn kí chủ. Trên cơ sở đó, tiếp tục phân lập TKT nhằm xác định loài và cũng 

làm nguồn vật liệu trong phòng trừ sinh học bệnh thối hạt lúa. 

Bên cạnh đó, kết quả phân lập được 112 dòng TKT từ mẫu lúa bệnh (Bảng 4.1). 

Số lượng TKT được phân lập trên mẫu lúa bị bệnh rất cao (gấp đôi số lượng vi khuẩn 

kí chủ). Thực vậy, để phân lập TKT hiệu quả đã sử dụng phương pháp tăng sinh là một 

phương pháp thu được nhiều TKT hơn vì theo Balogh et al., (2010) đã nhận định rằng 

nếu TKT không được phát hiện trong mẫu, biện pháp tăng sinh được sử dụng nhằm 

tăng cơ hội phân lập được TKT xuất hiện ở nồng độ vi khuẩn thấp vì TKT không thể 

hấp phụ vào tế bào vi khuẩn khi mật số của vi khuẩn thấp hơn104- 106 cfu/ml. Rõ ràng, 

kết quả của Viazis et al., (2011) đã chứng minh rằng TKT kí sinh vi khuẩn Escherichia 

coli O157 chỉ được phân lập khoảng 27% trong tổng số mẫu bằng phương pháp phân 

lập trực tiếp. Ngược lại, số lượng TKT được phân lập tăng lên bằng phương pháp tăng 

sinh khoảng 65% đến 95% trong tổng số mẫu phân lập. Tương tự, trong kết quả này 

cũng thấy rằng dễ dàng phân lập được TKT bằng phương pháp tăng sinh. Ngoài ra, 

trên một mẫu lúa bệnh có thể tồn tại trên 2 dòng TKT dựa theo đốm tan hình thành trên 

vi khuẩn kí chủ. Hơn nữa, một số mẫu lúa không phân lập được vi khuẩn gây bệnh chỉ 

phân lập TKT, do vậy TKT phân lập được nhiều so với vi khuẩn kí chủ. Kết qủa này 

chứng minh rằng TKT vẫn tồn tại ngoài tự nhiên khi vắng mặt kí chủ hoặc mật số vi 

khuẩn kí chủ thấp. 

Tóm lại, kết quả đã phân lập được 112 dòng TKT và 60 dòng vi khuẩn gây bệnh 

thối hạt lúa trên nhiều giống lúa khác nhau tại đồng bằng sông Cửu Long là nguồn 

nguyên liệu khởi đầu cho các thí nghiệm phòng trừ sinh học. 
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A B 

C D 

E F G 

Hình 4.1: Triệu chứng bệnh thối hạt và đặc điểm thực khuẩn thể: (A) triệu 

chứng bệnh thối hạt ở điều kiện ngoài đồng vào giai đoạn lúa ngậm sữa; (B) triệu 

chứng bệnh thối hạt vào giai đoạn lúa thụ phấn; (C) triệu chứng vỏ hạt bị bệnh thối 

hạt vào giai đoạn lúa chín; (D) triệu chứng hạt gạo bị bệnh thối hạt; (E) hình thái 

khuẩn lạc vi khuẩn Burkholderia glumae trên môi trường King’s B 2% agar; (F) 

hình thái đốm thực khuẩn đại diện nhóm TKT có đường kính plaque ~ 1-2 mm; (G) 

hình thái đốm thực khuẩn đại diện nhóm TKT có đường kính plaque > 2 mm 
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Ghi chú: (-): chưa biết 

4.1.2 Kết quả khả năng kí sinh của thực khuẩn thể đối với các dòng vi khuẩn 

Burkholderia glumae phân lập ở một số tỉnh ĐBSCL 

Kết quả Bảng 4.2 đã cho thấy khả năng kí sinh của 112 dòng TKT trên 60 dòng vi 

khuẩn gây bệnh thối hạt lúa có sự biến động lớn của các dòng TKT từ 3 đến 50. Đặc 

biệt có 8 dòng TKT có khả năng kí sinh nhiều dòng vi khuẩn gây bệnh thối hạt lúa 

(>44 dòng vi khuẩn, chiếm tỷ lệ 75%) gồm ФBurTV25a, ΦBurDT47b, ФBurDT46, 

ФBurDT47a, ФBurDT48a, ФBurDT48b, ФBurVL34, ФBurVL39 với số dòng vi 

khuẩn bị kí sinh lần lượt là 48, 46, 45, 50, 49, 49, 45, 47, 50. Đáng chú ý là hai dòng 

TKT có số ký chủ cao nhất là ФBurDT47a và ФBurAG58 có cùng số lượng ký chủ là 

50 (chiếm tỷ lệ 83,33%). 

Song song đó, Bảng 4.3 cũng cho thấy rằng mức độ bị kí sinh của 60 dòng vi 

khuẩn gây bệnh thối hạt bởi 112 dòng TKT thay đổi từ 5 - 86. Đặc biệt, dòng vi khuẩn 

BurKG52 bị TKT kí sinh nhiều nhất trong tổng số 60 vi khuẩn khảo sát với số lượng 

dòng TKT kí sinh là 86 (chiếm tỷ lệ là 76,78%). Ngược lại, dòng vi khuẩn BurBL41 chỉ 

có 5 dòng TKT kí sinh (chiếm tỷ lệ 4,46%). 

Bảng 4.1. Danh sách vi khuẩn gây bệnh thối hạt và thực khuẩn thể được phân lập ở một số tỉnh ĐBSCL 

STT Địa điểm thu mẫu Số dòng 

vi khuẩn 

Số dòng 

TKT 

Giống lúa 

1 Vĩnh Khánh – Thoại Sơn – An Giang 7 13 OM4218 

2 Huyện Hồng Dân – Bạc Liêu 4 8 OM 4900 

3 Trường Thạnh – Thới Lai – Cần Thơ 2 4 OM5451 

4 Thới Thạnh – Thới Lai – Cần Thơ 2 3 OM4218 

5  Long Hưng – Ô Môn – Cần Thơ 3 8 IR50404 

6 Phước Thới – Ô Môn – Cần Thơ 3 6 IR50404 

7  Lai Vung – Đồng Tháp 7 10 IR50404 

8 Tân Bình – Phụng Hiệp – Hậu Giang 7 12 OM5451 

9 Thạnh Hưng – Giồng Riềng – Kiên Giang 4 7 - 

10 Phước Thạnh – Giồng Riềng – Kiên Giang 3 5 - 

11 Ngọc Trúc – Giồng Riềng – Kiên Giang 2 5 - 

12 Thới An – Trần Đề – Sóc Trăng 1 3 OM4900 

13 Liêu Tú – Trần Đề – Sóc Trăng 2 4 OM4900 

14 Trung Bình – Trần Đề – Sóc Trăng 3 6 OM4900 

15 Tân Sơn – Trà Cú – Trà Vinh 3 5 IR50404 

16 Thông Hòa – Cầu Kè – Trà Vinh 1 3 - 

17 TT Cầu Kè – Trà Vinh 1 3 - 

18 Mang Thít – Vĩnh Long 2 3 OM5451 

20 Long Hồ – Vĩnh Long 3 6 OM5451 

 Tổng cộng 60 112  
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Qua kết quả trên đã nhận thấy rằng một số dòng TKT có khả năng kí sinh khá 

rộng, nhưng một số dòng TKT khác kí sinh hẹp hơn. Theo Dũng (2007), khả năng kí 

sinh của TKT phụ thuộc vào đặc điểm như cấu trúc của từng dòng TKT, dòng vi khuẩn 

kí chủ ví dụ các thụ thể trên bề mặt tế bào vi khuẩn kí chủ khác nhau sẽ mẫn cảm với 

sự kí sinh của TKT khác nhau. Kết quả này cũng phù hợp với Rahmani et al. (2015), 

ông kiểm tra các TKT được phân lập từ mẫu bệnh do vi khuẩn E. coli gây ra. Mỗi loài 

E. coli có những dòng TKT đặc thù của chính nó dựa vào đặc điểm đặc thù về cấu tạo 

của từng loài vi khuẩn quy định đặc điểm, mẫn cảm của chúng đối với TKT. Từ đó, 

ông cho rằng phạm vi ký chủ TKT thường hẹp do hầu hết TKT chỉ tấn công một loài 

và thậm chí một số dòng trong một loài. Khả năng kí sinh hẹp của TKT là một điều bất 

lợi trong liệu pháp TKT. Chính vì vậy, việc áp dụng phối hợp nhiều dòng TKT để tăng 

hiệu quả kí sinh các dòng vi khuẩn khác nhau thường được đề xuất trong nghiên cứu 

liệu pháp TKT trong phòng trị bệnh do tác nhân vi khuẩn (Jones et al., 2007). Ngoài ra 

để hạn chế sự kháng vi khuẩn thì sử dụng HH TKT được biết đến là một phương pháp 

hạn chế sự kháng ấy. Một số chi vi khuẩn đột biến làm giảm tính độc của TKT được 

ghi nhận như: Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris pv. pruni và Pantoea 

stewarti (Hendrick & Squeriia, 1984; Randhawa & Coverolo, 1986; Thomas, 1935; 

trích dẫn bởi Reddy, 2012). 

Từ kết quả trên, 6 dòng vi khuẩn (BurVL21, BurDT46, BurDT50, BurDT51, 

BurKG52, BurKG57) bị các dòng TKT kí sinh cao được chọn để nghiên cứu xác định 

chính xác loài gây bệnh tại đồng bằng sông Cửu Long bằng kỹ thuật sinh học phân tử. 

Bên cạnh đó, 8 dòng TKT gồm ФBurTV25a, ФBurDT46, ФBurDT47a, ФBurDT47b, 

ФBurDT48a, ФBurVL34, ФBurVL39, ФBurAG58 cũng được chọn dựa trên khả năng 

kí sinh vi khuẩn gây bệnh thối hạt rộng làm nguồn vật liệu cho các nghiên cứu sau. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rahmani%20R%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25834712
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Bảng 4.2 Khả năng ký sinh của 112 dòng TKT đối với 60 dòng vi khuẩn phân lập ở một số tỉnh ĐBSCL 

Phổ kí chủ TKT  Tổng vi 

khuẩn bị kí 

sinh 

TKT  Tổng vi khuẩn 

bị kí sinh 

TKT  Tổng vi 

khuẩn bị kí 

sinh 

TKT  Tổng vi khuẩn bị kí 

sinh 

Nhóm 1 (đường kính plaque 1~2 mm) Nhóm 2 (đường kính plaque > 2 mm) 

Phổ kí chủ<10 

ΦBurCT1b 4 ΦBurAG13b 7 ΦBurKG59 3 ΦBurAG11a 6 

ΦBurTV26b 4 ΦBurAG12b 7 ΦBurVL19 4 ΦBurCT1a 6 

ΦBurTV27b 4 ΦBurCT10b 8 ΦBurHG28a 4 ΦBurAG12a 7 

ΦBurAG15b 4 ΦBurHG30b 8 ΦBurAG13a 5 ΦBurCT10a 8 

ΦBurHG34 5 ΦBurDT45b 9 ΦBurTV27a 5 ΦBurAG14a 8 

ΦBurHG28b 5 ΦBurKG54b 9 ΦBurKG57 5 ΦBurKG58 9 

ΦBurAG11b 5 ΦBurVL18b 9 ΦBurAG15a 6   

ΦBurAG14b 6   ΦBurTV26a 6   

10< Phổ kí chủ <24 

ΦBurHG31b 10 ΦBurKG51b 18 ΦBurCT3a 10 ΦBurKG54a 13 

ΦBurST37 b 10 ΦBurCT2b 19 ΦBurKG60 10 ΦBurCT9 14 

ΦBurKG53b 11 ΦBurST40b 20 ΦBurST39 11 ΦBurKG53a 15 

ΦBurCT9 b 11 ΦBurVL21b 21 ΦBurST37 11 ΦBurKG56a 17 

ΦBurCT8b 14 ΦBurDT50b 23 ΦBurHG33 11 ΦBurCT8a 18 

ΦBurVL20b 14   ΦBurVL18a 12 ΦBurST38a 18 
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ΦBurCT3b 15   ΦBurDT45a 12 ΦBurBL44a 21 

ΦBurKG56b 16   ΦBurHG31a 12 ΦBurCT6a 21 

ΦBurKG55b 16   ΦBurTV24a 13 ΦBurKG55a 23 

ΦBurTV24b 17   ΦBurHG30a 13   

25< Phổ kí chủ<44 

ΦBurAG16b 25 ΦBurBL44b 34 ΦBurVL20a 25 ΦBurBL42a 32 

ΦBurVL22b 27 ΦBurTV25b 35 ΦBurKG51a 25 ΦBurVL22a 33 

ΦBurST35b 27 ΦBurST36b 36 ΦBurAG16a 26 ΦBurDT50a 33 

ΦBurAG17b 28 ΦBurCT6b 38 ΦBurVL21a 26 ΦBurCT7a 35 

ΦBurDT49b 28 ΦBurCT5b 38 ΦBurCT2a 26 ΦBurDT49a 35 

ΦBurHG29b 29 ΦBurST38b 39 ΦBurBL43a 27 ΦBurHG32a 35 

ΦBurBL42b 30 ΦBurCT4b 41 ΦBurST40a 27 ΦBurST36a 35 

ΦBurBL43b 30 ΦBurCT7b 42 ΦBurHG29a 28 ΦBurAG17a 37 

ΦBurKG52b 31 ΦBurDT48b 43 ΦBurCT5a 28 ΦBurBL41a 38 

ΦBurBL41b 32   ΦBurST35a 28 ΦBurKG52a 43 

ΦBurHG32b 33   ΦBurCT4a 31   

Phổ kí chủ >44 

ΦBurDT47b 46   ΦBurDT46 45 ΦBurDT48a 49 

    ΦBurVL34 45 ΦBurAG58 50 

    ΦBurVL39 47 ΦBurDT47a 50 

    ΦBurTV25a 48   
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Bảng 4.3. Số lượng thực khuẩn thể kí sinh các dòng vi khuẩn gây bệnh thối hạt 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

STT Chủng 

VK 

Số TKT 

ký sinh 
STT Chủng 

VK 

Số TKT 

ký sinh 
STT Chủng 

VK 

Số TKT  

ký sinh 

1 BurBL41 5 21 BurAG11 36 41 BurDT47 48 

2 BurHG32 9 22 BurST40 36 42 BurST38 49 

3 BurCT8 9 23 BurBL43 36 43 BurTV23 49 

4 BurTV25 10 24 BurST35 37 44 BurKG60 49 

5 BurBL44 18 25 BurKG59 38 45 BurVL18 51 

6 BurCT6 20 26 BurAG15 40 46 BurHG30 54 

7 BurDT49 20 27 BurST39 40 47 BurST36 54 

8 BurHG34 21 28 BurAG16 42 48 BurVL22 55 

9 BurCT7 24 29 BurCT4 43 49 BurKG54 57 

10 BurCT10 25 30 BurAG13 43 50 BurBL42 58 

11 BurAG17 25 31 BurDT48 43 51 BurDT45 58 

12 BurCT3 27 32 BurHG31 44 52 BurKG53 59 

13 BurCT9 27 33 BurST37 45 53 BurAG14 59 

14 BurTV26 28 34 BurCT5 45 54 BurHG33 61 

15 BurKG56 28 35 BurAG12 45 55 BurDT46 62 

16 BurKG58 30 36 BurVL19 45 56 BurDT50 62 

17 BurCT2 32 37 BurVL20 45 57 BurVL21 62 

18 BurKG55 33 38 BurTV24 46 58 BurDT51 64 

19 BurCT1 35 39 BurHG28 46 59 BurKG57 69 

20 BurTV27 35 40 BurHG29 48 60 BurKG52 86 

15 

18 

21 

13 14 

 

16 
 

17 

 
19 

 
20 

 

1 2 3 4 

8 7 6 

9 10 11 12 

5 

Hình 4.2: Khả năng kí sinh của một số dòng thực khuẩn thể trên vi khuẩn BurKG52 

vào thời điểm 24 giờ sau khi cấy: (1) ФBurTV25a, (2) ФBurDT46, (3) ФBurDT47a, (4) 

ФBurDT47b, (5) ФBurDT48a, (6) ФBurVL34, (7) ФBurVL39, (8) ФBurAG58, (9) 

ΦBurHG33, (10) Φ BurHG34, (11) Φ BurST35a, (12) ΦBurST35b, (13) ΦBurST36a, (14) 

ΦBurST36b, (15) ΦBurST37, (16) ΦBurST38a, (17) Φ BurST38b, (18) ΦBurBL43b, (19) 

ΦBurBL44b, (20) ΦBurDT49b, (21) ΦBurKG52b 
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4.1.3 Kết quả xác định vi khuẩn gây bệnh thối hạt lúa bằng kỹ thuật sinh học 

phân tử 

Kết qủa định danh vi khuẩn gây bệnh thối hạt dựa vào kỹ thuật PCR khi sử dụng 

cặp mồi đặt hiệu 1416S/1414A cho vi khuẩn Burkholderia glumae ghi nhận được sản 

phẩm khuếch đại của 6 dòng vi khuẩn BurVL21, BurDT46, BurDT50, BurDT51, 

BurKG52, BurKG57 với kích thướt khoảng 873 bp (Hình 4.3). Theo Schaad et al., 

(2001), dòng vi khuẩn chứa ADN được khuếch đại bằng cặp mồi đặc hiệu 1416S/1414A 

cho sản phẩm PCR khoảng 873 bp là dòng vi khuẩn Burkholderia glumae. 

Như vậy qua kết qủa nghiên cứu này, 6 chủng vi khuẩn phân lập từ mẫu bệnh 

thối hạt lúa tại các tỉnh ĐBSCL và có tính mẫn cảm với các dòng TKT được phân lập 

là vi khuẩn Burkholderia glumae. 

Theo công bố trong các nghiên cứu của Jeong et al., (2003); Nandakumar et al., 

(2005); Sayler et al., (2006); Cho et al., (2007); Ham et al., (2011); Adachi et al., 

(2012); Riera- Ruiz et al., (2014a); Riera- Ruiz et al., (2014b) đã ghi nhận bệnh thối 

hạt, bạc bông, thối cây con trên lúa do hai tác nhân là vi khuẩn B. glumae và B. 

gladioli với mức độ xuất hiện khác nhau tại nhiều quốc gia trên thế giới. Cụ thể một 

nghiên cứu của Nandakumar et al., (2005) đã phân lập vi khuẩn gây thối bẹ hay thối 

hạt tại các vùng trồng lúa của Louisiana, Mississippi, Arkansas, và Texas của Nam 

Mỹ, kết quả đã ghi nhận 75% là vi khuẩn B. glumae và 5% là vi khuẩn B. gladioli 

trong 292 mẫu lúa bệnh với triệu chứng bệnh rất giống nhau cũng như sự phát sinh và 

phát triển cũng tương đồng nên rất khó phân biệt, vì vậy để phân biệt chỉ dựa vào đoạn 

mồi đặc hiệu cho từng loài vi khuẩn. Tương tự tại quốc gia Ecuador, một nghiên cứu 

của Riera-Ruiz et al., (2014a) đã xác định tác nhân gây bệnh thối hạt hay bạc bông do 

vi khuẩn B. glumae tại vùng Palestina. Cũng vào năm 2014, Riera-Ruiz et al., (2014b) 

cũng đã công bố tác nhân gây bệnh thối hạt hay bạc bông do vi khuẩn B. gladioli tại 

vùng Coastal. Trong hai nghiên cứu của Riera-Ruiz et al. (2014a, 2014b) đã xác định 

bệnh bạc bông hay thối hạt trên hai vùng khác nhau là một trong hai tác nhân gồm vi 

khuẩn B. glumae hoặc B. gladioli. Do đó, bệnh thối hạt hay bạc bông trên lúa nguyên 

nhân chính gồm B. glumae hoặc B. gladioli, hay cả hai loại vi khuẩn tùy thuộc vào khả 

Qua kết quả xác định nguyên nhân gây bệnh hối hạt bằng kỹ thuật sinh học phân tử 

với cặp mồ đặc hiệu đã xác định loài vi khuẩn gây bệnh chủ yếu tại đồng bằng sông 

Cửu Long là do vi khuẩn Burkholderia glumae.  

Từ kết quả này, 6 dòng vi khuẩn B. glumae gồm BurVL21, BurDT46, 

BurDT50, BurDT51, BurKG52, BurKG57 đã được định danh tiếp tục so sánh khả 

năng gây hại trên giống lúa OM 4900 trong điều kiện nhà lưới nhằm chọn ra dòng vi 

khuẩn có khả năng gây hại cao để sử dụng trong nghiên cứu tuyển chọn các dòng thực 

khuẩn thể trong phòng trừ bệnh. 
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4.1.4 Kết quả khả năng gây hại của các dòng vi khuẩn Burkholderia glumae gây 

bệnh thối hạt trong điều kiện nhà lưới 

Khả năng gây hại của 6 dòng vi khuẩn B. glumae gồm BurVL21, BurDT46, 

BurDT50, BurDT51, BurKG52 và BurKG57 được thể hiện qua tỷ lệ hạt bệnh (Bảng 

4.4), và thành phần năng suất (Bảng 4.5) 

4.1.4.1 Tỷ lệ hạt bệnh  

Kết quả Bảng 4.4 cho thấy qua 3 thời điểm khảo sát gồm 5 NSKLB, 15 NSKLB 

và 25 NSKLB cả 6 nghiệm thức được xử lý các dòng vi khuẩn BurVL21, BurDT46, 

BurDT50, BurDT51, BurKG52 và BurKG57 có tỷ lệ hạt bị bệnh khác biệt ý nghĩa. 

Đặc biệt dòng vi khuẩn BurDT46 có tỷ lệ hạt bệnh cao hơn và khác biệt với các dòng 

vi khuẩn còn lại. Các thời điểm được ghi nhận cụ thể như sau: 

Tại các thời điểm 5 NSKLB, 15 NSKLB, 25 NSKLB, bệnh bắt đầu xuất hiện 

triệu chứng điển hình từ cuống hạt bị thối tại thời điểm 5 NSKLB. Tất cả các thời điểm 

ghi nhận với tỷ lệ hạt bệnh từ 1,82% đến 77,64%. Trong đó, nghiệm thức BurDT46 có 

tỷ lệ hạt bệnh lần lượt là 43,84%, 70,07%, 77,64% cao hơn và khác biệt với nghiệm 

thức BurVL21, BurDT50, BurDT51, BurKG52, BurKG57. Kế đến là nghiệm thức 

BurKG52 với tỷ lệ hạt bệnh lần lượt là 29,73%, 49,83%, 55,34% cao hơn và khác biệt 

với nghiệm thức BurDT51, BurVL21, BurKG57, BurDT50. Tiếp theo là nghiệm thức 

BurDT51 với tỷ lệ hạt bệnh lần lượt là 17,65%, 32,55%, 35,34% cao hơn và khác biệt 

nghiệm thức BurVL21, BurKG57, BurDT50. Tiếp theo hai nghiệm thức BurVL21 và 

BurKG57 có tỷ lệ hạt bệnh cao hơn và khác biệt với nghiệm thức BurDT50. 

Bên cạnh đó, AUDPC là chỉ số tích lũy bệnh theo thời gian (Bảng 4.4) cho thấy 

nghiệm thức BurDT46 có chỉ số AUDPC cao nhất đạt 1308,44 và khác biệt ý nghĩa so 

3 5 6 7 

500 bp 

~873 bp 

1000 bp 

1 2 3 4 5 6 7 

Hình 4.3: Sản phẩm PCR 

khuếch đại bằng cặp mồi 

đặc hiệu 1414S và 1416A: 

Giếng 1: Ladder 100 bp 

(Thermo scientific); Giếng 2: 

BurVL21, Giếng 3: BurDT46, 

Giếng 4: BurDT50, Giếng 5: 

BurDT51, Giếng 6: BurKG52, 

Giếng 7: BurKG57 
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với các nghiệm thức BurVL21 (249,63), BurDT51 (590,49), BurKG52 (923,70), 

BurKG57 (296,50) và BurDT50 có chỉ số AUDPC thấp nhất là 64,89. 

     Bảng 4.4 Tỷ lệ hạt bệnh trên bông được xử lý với sáu dòng vi khuẩn B. glumae  

Nghiệm thức 
Tỷ lệ hạt bệnh trên bông (%) 

AUDPC 
5 NSKLB 15 NSKLB 25 NSKLB 

BurVL21   5,01        d 12,97     d 18,96     d 249,63      d 

BurDT46 43,84a 70,07 a 77,64 a 1308,44a 

BurDT50   1,82          e   3,52         e   4,11         e 64,89          e 

BurDT51 17,65   c 32,55    c 35,34    c 590,49     c 

BurKG52 29,73 b 49,83  b 55,34  b 923,70   b 

 BurKG57   7,30       d 15,50      d 21,01      d 296,50       d 

Mức ý nghĩa 

CV (%) 

* 

25,85 

* 

12,45 

* 

11,00 

* 

19,96 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang   (5NSKLB) hoặc arcsin  (15NSKLB, 25 NSKLB) trước khi xử lý 

thống kê.  Trong cùng một cột những số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 

5% trong phép thử Duncan* khác biệt ở mức ý nghĩa 5% 

 

Tóm lại, kết quả về tỷ lệ hạt bệnh (Bảng 4.4), tất cả 6 dòng vi khuẩn đều có khả 

năng gây bệnh với mức độ gây hại khác nhau. Trong đó, nghiệm thức BurDT46 có tỷ 

lệ hạt bị nhiễm bệnh, chỉ số AUDPC cao nhất và ổn định so với các dòng vi khuẩn còn 

lại qua các thời điểm khảo sát. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
BurVL21 BurDT46 BurDT50 BurDT51 BurKG52 BurKG57 
 

Hình 4.4: Mức độ nhiễm bệnh thối hạt của sáu dòng vi khuẩn B. glumae  

tại thời điểm 10 NSKLB 
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4.1.4.2 Ảnh hưởng của sáu dòng vi khuẩn Burkholderia glumae đến chỉ tiêu năng 

suất lúa 

Kết quả Bảng 4.5 đã ghi nhận thành phần năng suất khác biệt ý nghĩa giữa các 

nghiệm thức khi xử lý với sáu dòng vi khuẩn khác nhau ở mức ý nghĩa 5%. 

Về chỉ tiêu số hạt chắc/bông giữa các nghiệm thức có sự khác biệt với nhau ở 

mức ý nghĩa 5%. Trong đó, nghiệm thức BurDT50 có số hạt chắc/bông 127,60 cao 

hơn và khác biệt so với các nghiệm thức BurVL21, BurDT51, BurKG52, BurKG7 có 

số hạt chắc /bông lần lượt là 85,18; 72,55; 70,72; 85,08 và nghiệm thức BurDT46 có 

số hạt chắc/bông thấp nhất 58,02. 

Về chỉ tiêu tỷ lệ hạt chắc (%), các nghiệm thức vẫn có sự khác biệt ý nghĩa với 

nhau. Nghiệm thức BurDT50 có tỷ lệ hạt chắc cao nhất 88,01% và khác biệt so với các 

nghiệm thức còn lại. Kế đến là hai nghiệm thức BurVL21 và BurKG57 có tỷ lệ hạt 

chắc không khác biệt lần lượt là 75,54% và 73,45%. Cuối cùng nghiệm thức BurDT46 

có tỷ lệ hạt chắc thấp nhất 39,53% và khác biệt so với các nghiệm thức còn lại. 

Về chỉ tiêu trọng lượng 1000 hạt không có sự khác biệt giữa các nghiệm thức. 

Theo Đệ (2008) cho rằng trọng lượng 1000 hạt do đặc tính di truyền của giống quyết 

định, còn môi trường chỉ ảnh hưởng một phần. Do đó, trọng lượng 1000 hạt không có 

sự khác biệt. 

Về chỉ tiêu trọng lượng thực tế, các nghiệm thức có sự khác biệt nhau dao động 

từ 18,47 (g/chậu) đến 34,51 (g/chậu). Trong đó, nghiệm thức BurDT46 có trọng lượng 

thấp nhất (18,47 g/chậu) và khác biệt so với các nghiệm thức còn lại. Kế đến là 

nghiệm thức BurKG52 có trọng lượng 24,16 (g/chậu) khác biệt so với BurVL21 và 

BurDT50, nhưng không khác biệt với hai nghiệm thức BurDT51 và BurK57 có năng 

suất thực tế lần lượt là 27,28 và 27,83 (g/chậu). 
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Bảng 4.5 Ảnh hưởng của sáu dòng vi khuẩn B. glumae đến chỉ tiêu năng suất lúa 

Từ kết quả tỷ lệ hạt bệnh sẽ thể hiện ảnh hưởng qua thành phần năng suất (Bảng 

4.5) của sáu dòng vi khuẩn B. glumae về số hạt chắc/bông, tỷ lệ hạt chắc và năng suất 

thực tế. Trong đó, nghiệm thức BurDT46 có các chỉ tiêu về năng suất thấp nhất, ngược 

lại nghiệm thức BurDT50 có các chỉ tiêu thành phần năng suất cao hơn các nghiệm 

thức còn lại. Kết quả này cũng khẳng định rằng nếu vi khuẩn xâm nhiễm vào bông lúa 

trong giai đoạn trổ đều ảnh hưởng đến năng suất đáng kể phù hợp với Trung et al., 

(1993) bệnh thối hạt ảnh hưởng khoảng 75% năng suất lúa tại đồng bằng sông Hồng.      

Từ đó nhận thấy rằng đây là một mầm bệnh quan trọng gây thiệt hại năng suất lúa đặc 

biệt vào điều kiện có mưa nhiều là một trong những yếu tố góp phần lây lan mầm bệnh 

đáng kể. Và trong kết quả khảo sát 6 dòng vi khuẩn gây bệnh thối hạt lúa đã chọn 

được dòng vi khuẩn BurDT46 là dòng vi khuẩn có khả năng gây hại cao nhất. Tuy 

nhiên khả năng gây hại của 6 dòng vi khuẩn ở mức độ nặng hay nhẹ khác nhau có thể 

tùy theo khả năng sở hữu các gen qui định độc tố gây hại trên cây lúa như toxoflavin, 

lipase, khả năng di chuyển của vi khuẩn, hệ thống cảm ứng III, exopolysaccharide, 

đồng thời nồng độ các độc tố khác nhau trên từng dòng vi khuẩn cũng gây bệnh ở mức 

độ khác nhau. Ngoài yếu tố gây độc thì tính nhạy cảm của cây ký chủ, nhiệt độ, ẩm độ 

trên bông lúa cũng cần thiết cho quá trình xâm nhiễm (Tsushima et al., 1996). Đặc 

biệt, đối với vi khuẩn B. glumae độc tố thực vật có màu vàng bao gồm toxoflavin và 

fervenulin là yếu tố quan trọng nhất trong quá trình gây hại (Zhou-qi et al., 2016). 

Theo kết quả quan sát trong quá trình nuôi cấy vi khuẩn trên môi trường King’s B 2% 

agar cho thấy cả 6 dòng vi khuẩn B. glumae đều tạo sắc tố màu vàng với mức độ ít 

nhiều khác nhau (Hình 4.5) có liên hệ với khả năng gây hại trên hạt lúa. Cụ thể dòng vi 

khuẩn BurDT46 tạo sắc tố vàng nhiều hơn 5 dòng vi khuẩn còn lại và dòng vi khuẩn 

Nghiệm thức 

Chỉ tiêu năng suất 

Số hạt 

chắc/bông 

Tỷ lệ hạt 

chắc (%) 

Trọng lượng 

1000 hạt (g) 

Trọng lượng 

thực tế 

(g/chậu) 

BurVL21 85,18    b 75,54  b 25,93 29,11  b 

BurDT46 58,02       d 39,53       e 23,30 18,47       d 

BurDT50 127,60 a 88,01 a 24,94 34,51 a 

BurDT51 72,55     c 64,22      c 24,85 27,28    bc 

BurKG52 70,72     c 54,64       d 23,97 24,16     c 

BurKG57 85,08   b 73,45  b 25,77 27,83    bc 

Mức ý nghĩa * * ns * 

CV (%) 10,08 3,11 7,76 12,60 

Ghi chú: Số liệu tỷ lệ hạt chắc được chuyển sang  arcsin trước khi xử lý thống kê. Trong cùng một 

cột những số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử 

Duncan* khác biệt ở mức ý nghĩa 5%. ns khác biệt không ý nghĩa.  
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này cũng cho tỷ lệ hạt bệnh cao hơn các dòng còn lại, ngược lại dòng vi khuẩn 

BurDT50 cho sắc tố màu vàng không nhiều cũng tương đồng cho tỷ lệ hạt bệnh ít hơn 

các dòng vi khuẩn còn lại. Điều này phù hợp với miêu tả của Yuan (2004); Ham et al. 

(2011); và Zhou-qi et al. (2016) thấy rằng độc tố thực vật có màu vàng bao gồm 

toxoflavin và fervenulin do vi khuẩn B. glumae tiết ra là yếu tố quan trọng nhất trong 

quá trình gây hại của vi khuẩn (Zhou-qi et al., 2016). Độc tố này là nguyên nhân gây 

ra triệu chứng thối hạt (Iiyama et al.,1995). Tương tự nghiên cứu của Nandakumar et 

al. (2009) cũng đã khảo sát khả năng gây hại của các dòng vi khuẩn B. glumae trên 

lúa. Trong 364 dòng vi khuẩn được khảo sát khả năng gây hại thì có đến 292 dòngvi 

khuẩn có khả năng gây hại vào giai đoạn cây con và trổ đều. Có 80% trong tổng số 

292 dòng vi khuẩn gây ra triệu chứng điển hình của bệnh thối hạt, 72 dòng vi khuẩn có 

độc lực cao gây các triệu chứng điển hình trên bông và cây con, 93 dòng vi khuẩn gây 

ra triệu chứng điển hình trên bông. Các dòng vi khuẩn B. glumae còn lại biểu hiện 

triệu chứng gây hại nhẹ chỉ trên bông hoặc cây con. Các kết quả nghiên cứu trên cũng 

tương đồng với thí nghiệm đánh giá khả năng gây hại của 6 dòng vi khuẩn B. glumae, 

rằng khả năng gây độc cho cây lúa tùy theo khả năng sở hữu các gen qui định độc tố 

của từng dòng vi khuẩn B. glumae gây bệnh trên lúa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Như vậy, dòng vi khuẩn B. glumae DT46 có khả năng gây hại cao nhất được 

chọn nhằm đánh giá hiệu quả của các dòng thực khuẩn thể triển vọng trong phòng trị 

bệnh thối hạt lúa tiếp theo trong điều kiện phòng thí nghiệm, nhà lưới và ngoài đồng. 

. 

Hình 4.5: Sự hình thành sắc tố của các dòng vi khuẩn B. glumae trên môi trường 

King’s 2% agar sau 48 giờ:(A) BurKG52, (B) BurDT50, (C) BurDT46, (D) 

BurVL21, (E) BurDT51 và (F) BurKG57 
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4.1.5 Kết quả khảo sát khả năng phân giải của các dòng thực khuẩn thể trên vi 

khuẩn Burkholderia glumae DT46 gây hại cao trong điều kiện phòng thí nghiệm 

Tiếp theo so sánh khả năng phân giải vi khuẩn B. glumae BurDT46 của tám dòng 

TKT gồm ФBurTV25a, ФBurDT46, ФBurDT47b, ФBurDT48a, ФBurVL34, ФBurVL39 

trong điều kiện phòng thí nghiệm. Nhìn chung vào thời điểm 24 giờ sau khi nuôi cấy 

đã xuất hiện đốm tan (plaque) trên môi trường King’s B 0,8% agar chứa vi khuẩn kí 

chủ và có sự khác biệt giữa các dòng TKT khác nhau ở mức ý nghĩa 5% thông qua 

đường kính đốm tan. 

Vào thời điểm 24 giờ sau khi nuôi cấy, cả 8 dòng TKT đều có khả năng phân giải 

vi khuẩn B. glumae DT46 thể hiện qua sự hình thành plaque trên đĩa. Cụ thể, dòng 

TKT ФBurAG58, ФBurDT47a và ФBurDT48a cho đường kính phân giải tương đương 

nhau và cao hơn khác biệt ý nghĩa với các nghiệm thức còn lại (Bảng 4.6 và Hình 4.6). 

Tương tự vào thời điểm 36 giờ, khả năng tiêu diệt vi khuẩn B. glumae DT46 có 

sự gia tăng thông qua đường kính plaque tăng. Cả ba dòng TKT ФBurAG58, 

ФBurDT47a và ФBurDT48a với đường kính plaque lần lượt là 5,0 mm, 5,0 mm và 5,0 

mm vẫn duy trì khả năng phân giải vi khuẩn B. glumae DT46 cao hơn và khác biệt với 

các dòng TKT còn lại. Kế đến là dòng TKT Ф BurVL 34 có đường kính plaque là 3,5 

mm cao hơn và khác biệt so với các dòng TKT còn lại. 

 Đến thời điểm 48 giờ, khả năng phân giải của sáu dòng TKT cũng có sự khác 

biệt nhau. Trong đó, hai dòng TKT ФBurDT47a và ФBurDT48a vẫn duy trì khả năng 

phân giải vi khuẩn B. glumae DT46 cao hơn và khác biệt ý nghĩa so với các dòng TKT 

còn lại với đường kính phân giải lần lượt là 5,9 mm và 6,0 mm. Tiếp theo là dòng TKT 

ФBurAG58 và ФBurVL34 có đường kính phân giải lần lượt là 5,1 mm và 4,0 mm cao hơn 

và khác biệt với các dòng TKT ФBurTV25a, ФBurVL39, ФBurDT46, ФBurDT47b với 

đường kính phân giải lần lượt là 2,9 mm, 3,6 mm, 3,5 mm và 2,1 mm (Bảng 4.6). 

Tóm lại, qua kết quả đánh giả khả năng phân giải của tám dòng TKT trên vi 

khuẩn B. glumae DT46 thể hiện qua đường kính đốm tan, thấy rằng ba dòng TKT 

ФBurAG58, ФBurDT47a và ФBurDT48a được phân lập từ mẫu thu thập tại tỉnh 

AnGiang và đồng Tháp có khả năng phân giải vượt trội so với các dòng TKT còn lại 

nên được chọn khảo sát cho các thí nghiệm khảo sát đặc điểm phân loại tiếp theo. Mặt 

khác nhằm tăng tính đa dạng cá dòng TKT ở vùng sinh thái khác nhau và hạn chế tính 

kháng của vi khuẩn đối với TKT nên dòng TKT ФBurVL 34 được phân lập từ Vĩnh Long 

cũng được chọn bổ sung để khảo sát trong các thí nghiệm tiếp theo. 
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Bảng 4.6 Đường kính đốm tan của 8 dòng thực khuẩn phân giải vi khuẩn B. glumae 

DT46 gây bệnh thối hạt lúa 

Nghiệm thức 

Đường kính đốm tan (mm) 

24 giờ 36 giờ 48 giờ 

ФBurTV25a 2,3     c   2,9     d  2,9        e 

ФBurVL 34 2,9  b   3,5  b 4,0    c 

ФBurVL39 3,1  b  3,2    c 3,6      d 

ФBurAG58 3,9a  5,0a 5,1  b 

ФBurDT46 3,3  b 3,1    cd 3,5      d 

ФBurDT47a 3,8a   5,0a 5,9a 

ФBurDT47b 1,0      d 2,0       e 2,1            f 

ФBurDT48a 4,0a  5,0a  6,0a 

Mức ý nghĩa * * * 

CV (%) 8,92 6,58 6,16 
Ghi chú: Các số trong cùng một cột theo sau bởi một ký tự giống nhau thì không khác biệt ý nghĩa ở mức 5% 

theo phép thử Duncan* khác biệt ý nghĩa ở mức 5%. NSKCB: ngày sau khi chủng bệnh 

ФBurVL34 

 

ФBurDT47b ФBurDT48a 

ФBurV25a 

ФBurDT46 

ФBurVL39 

ФBurDT47a 

 

ФBurAG58 

 

Hình 4.6: Đường kính đốm tan của 8 dòng thực khuẩn thể trên vi khuẩn B. glumae DT46 

vào thời điểm 24 giờ sau khi nuôi cấy 
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4.2 Nội dung 2: Kết quả đánh giá khả năng phòng trị bệnh thối hạt của các dòng 

thực khuẩn thể triển vọng trong điều kiện nhà lưới 

4.2.1 Hiệu quả của thực khuẩn thể trong phòng trị bệnh thối hạt do vi khuẩn 

Burkholderia glumae DT46 trong điều kiện nhà lưới 

Kết quả đánh giá hiệu quả của 4 dòng TKT (ФBurVL34, ФBurAG58, 

ФBurDT47a, ФBurDT48a) triển vọng đơn lẻ hoặc HH TKT phòng trừ bệnh thối hạt 

lúa thông qua tỷ lệ hạt bệnh (Bảng 4.7), mật số thực khuẩn thể trên bông (Bảng 4.8), 

hiệu quả giảm bệnh (Bảng 4.9), thành phần năng suất (Bảng 4.10).  

4.2.1.1 Tỷ lệ hạt bệnh  

Kết quả Bảng 4.7 cho thấy tỷ lệ hạt bệnh trên bông có sự khác nhau giữa các 

nghiệm thức có xử lý đơn dòng TKT hoặc HH TKT đều thấp hơn và khác biệt ý nghĩa 

so với nghiệm thức đối chứng ở mức ý nghĩa 5%. 

Tại thời điểm 5 NSKLB, cả 5 nghiệm thức xử lý TKT đơn hoặc hỗn hợp đều có 

tỷ lệ hạt bệnh thấp hơn và khác biệt so với đối chứng. Đặc biệt nghiệm thức 

ФBurAG58 và ФBurDT47a có tỷ lệ hạt bệnh lần lượt là 4,22% và 4,30% thấp hơn và 

khác biệt các nghiệm thức ФBurDT48a, tuy nhiên không khác biệt ý nghĩa so với 

nghiệm thức ФBurVL34 (7,88%) và HH TKT (8,75%). 

Đến thời điểm 10, 15 và 20 NSKLB tỷ lệ hạt bệnh của các nghiệm thức đều tăng. 

Tất cả các nghiệm thức xử lý đều có tỷ lệ hạt bị bệnh thấp hơn và khác biệt ý nghĩa so 

với nghiệm thức đối chứng, trong đó nghiệm thức ФBurAG58 có tỷ lệ hạt bệnh thấp 

nhất, kế đến là 3 nghiệm thức xử lý TKT đơn ФBurVL34, ФBurDT47a và 

ФBurDT48a. Nghiệm thức xử lý HH TKT cho hiệu quả thấp nhất.  

Bên cạnh đó, chỉ số AUDPC của các nghiệm thức xử lý TKT trong khoảng 

141,74 – 468,45 đều thấp hơn và khác biệt so với ĐC (723,57). Trong đó, ФBurAG58 

có chỉ số AUDPC là 141,74 thấp nhất và khác biệt so với nghiệm thức còn lại. Kế đến 

là các nghiệm thức ФBurVL34, ФBurDT47a, ФBurDT48a có chỉ số AUDPC không 

khác biệt nhau lần lượt là 247,20; 243,69 và 289,36. Cuối cùng là nghiệm thức HH 

TKT là 468,35. 
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          Nhìn chung, kết quả về tỷ lệ hạt bệnh (Bảng 4.7) đã cho thấy rằng tất cả nghiệm 

thức xử lý TKT đều có tỷ lệ hạt bệnh và chỉ số AUDPC đều thấp hơn so với đối 

chứng. Trong đó, nghiệm thức xử lý dòng TKT ФBurAG58 thể hiện hiệu quả giảm 

bệnh cao nhất với mức độ bệnh luôn thấp hơn so với các nghiệm thức còn lại, kế đến 

là 3 nghiệm thức xử lý TKT đơn còn lại và cuối cùng là nghiệm thức HH TKT. 

4.2.1.2 Mật số của các dòng thực khuẩn thể trên bông và hiệu quả giảm bệnh 

Kết quả khảo sát sự tồn tại của các dòng TKT trên bông lúa được thể hiện ở 

Bảng 4.8 qua 4 thời điểm ghi nhận (0 GSKLB, 12 GSKLB, 24 GSKLB, 7 NSKLB). 

Nhìn chung, các dòng TKT có sự gia tăng mật số đáng kể từ 0 giờ đến 12 giờ và mật 

số sau đó sẽ giảm dần theo thời gian. 

Tại thời điểm 0 GSKLB, mật số TKT của các nghiệm thức không có sự khác biệt 

với log mật số TKT dao động từ 5,35 đến 5,55.  

Đến thời điểm 12 GSKLB, log mật số TKT đều tăng so với thời điểm 0 GSKLB. 

Nghiệm thức ФBurVL34, ФBurAG58 và ФBurDT47a có log mật số TKT (pfu/g 

bông) lần lượt là 7,98; 8,09 và 7,98 cao hơn và khác biệt so với nghiệm thức 

ФBurDT48a (7,10) và HH TKT có mật số thấp nhất là 5,75. 

Vào thời điểm 24 GSKLB, log mật số TKT bắt đầu giảm và dao động từ 4,38 

đến 6,43. Nghiệm thức ФBurVL34, ФBurAG58 và ФBurDT47a có log mật số TKT 

cao hơn và khác biệt so với nghiệm thức ФBurDT48a (5,28) và HH TKT (4,38). 

Riêng thời điểm 7 NSKLB, TKT vẫn còn tồn tại trên bông lúa và mật số TKT 

giảm so với thời điểm 24 GSKLB. Trong đó, nghiệm thức ФBurAG58 có log mật số 

Bảng 4.7 Tỷ lệ hạt bệnh được xử lý với các dòng thực khuẩn thể đơn lẻ hoặc hỗn hợp thực 

khuẩn thể qua các thời điểm 

Nghiệm 

thức 

Tỷ lệ hạt bệnh trên bông (%) 
AUDPC 

5 NSKLB 10 NSKLB 15 NSKLB 20 NSKLB 

ФBurVL34   7,88    bc 11,33  c 18,25   c 28,58   c 247,20  c 

ФBurAG58   4,22     c   5,58     d   9,20      d 21,05       d  141,76   d 

ФBurDT47a   4,30     c 12,35  c 18,88   c 28,77    c 243,69  c 

ФBurDT48a   9,15    b 14,20  c 22,65   c 29,10    c 289,36  c 

HH TKT   8,75    bc 23,25 b 36,88 b 44,03   b 468,35 b 

Đối chứng 27,40 a 35,00a 54,10a 70,18 a 723,57a 

Mức ý nghĩa * * * * * 

CV (%) 28,72 11,93 14,99 3,02 17,43 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang  (5NSKLB) hoặc arcsin  (10 NSKLB, 15 NSKLB, 20 

NSKLB) trước khi xử lý thống kê. Trong cùng một cột những số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì 

không khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử Duncan* khác biệt ở mức ý nghĩa 5% 
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TKT đạt 4,90 cao hơn và khác biệt so với các nghiệm thức còn lại ФBurVL34 (3,38), 

ФBurDT47a (3,20), ФBurDT48a (3,15) và HH TKT (3,25).  

Hiệu quả giảm bệnh: Kết quả Bảng 4.9 đã ghi nhận các dòng TKT đơn và HH 

TKT đều cho hiệu quả giảm bệnh tại các thời điểm 5 NSKLB, 10 NSKLB, 15 NSKLB 

và 20 NSKLB. Đặc biệt nghiệm thức ФBurAG58 thể hiện hiệu quả giảm bệnh cao hơn 

so với các nghiệm thức còn lại. 

Vào thời điểm 5 NSKLB, các nghiệm thức đều có hiệu quả giảm bệnh cao. 

Trong đó, nghiệm thức ФBurAG58 và ФBurDT47a có hiệu quả giảm bệnh lần lượt là 

84,59% và 84,27% cao hơn và khác biệt so với các nghiệm thức ФBurVL34 (71,21%), 

ФBurDT47a (66,61%) và HH TKT (41,22%).  

Đến thời điểm 10 NSKLB, nghiệm thức ФBurAG58 vẫn duy trì hiệu quả giảm 

bệnh cao nhất (84,02%) và khác biệt so với các nghiệm thức ФBurDT47a (64,66%), 

ФBurDT48a (59,43%) và HH TKT (33,54%), tuy nhiên không khác biệt so với Ф 

BurVL34 có hiệu quả giảm bệnh là 67,68%. 

Tương tự vào thời điểm 15 NSKLB, các nghiệm thức vẫn duy trì được hiệu quả 

giảm bệnh. Nghiệm thức ФBurAG58 có hiệu quả giảm bệnh cao nhất là 83,01% và 

khác biệt so với ФBurDT47a (58,10%) và HH TKT (31,85%), tuy nhiên không khác 

biệt so với các nghiệm thức ФBurVL34, ФBurDT48a có hiệu quả giảm bệnh lần lượt 

là 66,25 và 65,13%. 

Riêng thời điểm 20 NSKLB, hiệu quả giảm bệnh của nghiệm thức ФBurAG58 

(70,01%) cao hơn và khác biệt so với các nghiệm thức còn lại. 

Bảng 4.8 Mật số các dòng TKT trên bông ở từng thời điểm khảo sát 

Nghiệm thức 
Log mật số TKT (pfu/g bông) 

0 GSKLB 12 GSKLB 24 GSKLB 7 NSKLB 

ФBurVL34 5,38 7,98a 6,15 a 3,38   b 

ФBurAG58 5,35 8,09a 6,43a 4,90a 

ФBurDT47a 5,55 7,98a 6,10 a 3,20   b 

ФBurDT48a 5,45 7,10  b 5,28  b 3,15   b 

HH TKT 5,53 5,75   c 4,38    c 3,25   b 

Mức ý nghĩa ns * * * 

CV (%) 5,77 5,23 5,53 7,46 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang logx trước khi xử lý thống kê. Trong cùng một cột những số 

có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử 

Duncan. *  khác biệt ở mức ý nghĩa 5% 
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       Nhìn chung, qua 4 thời điểm khảo sát tất cả các nghiệm thức đều cho hiệu quả 

giảm bệnh trên 50%. Trong đó, nghiệm thức ФBurAG58 có hiệu quả giảm bệnh cao 

nhất và ổn định qua các thời điểm, tiếp theo là các nghiệm thức ФBurVL34, 

ФBurDT47a, ФBurDT48a và HH TKT.  

4.2.1.3 Ảnh hưởng của các dòng thực khuẩn thể đến chỉ tiêu năng suất 

Kết quả Bảng 4.10 cho thấy các nghiệm thức xử lý TKT đều có thành phần năng 

suất cao hơn so với đối chứng không xử lý TKT. 

Về chỉ tiêu số hạt chắc/bông, các nghiệm thức TKT đơn và HH TKT đều khác 

biệt ý nghĩa thống kê so với đối chứng. Trong đó, nghiệm thức ФBurAG58 có số hạt 

chắc/bông là 103,90 cao nhất và khác biệt so với tất cả nghiệm thức còn lại 

ФBurVL34 (87,05), ФBurDT47a (86,43), ФBurDT48a (85,97), HH TKT (73,63) và 

ĐC (60,25).  

Về tỷ lệ hạt chắc, nghiệm thức ФBurAG58 với tỷ lệ hạt chắc là 80,65% cao hơn 

và khác biệt so với các nghiệm thức còn lại. Kế đến là các nghiệm thức ФBurVL34, 

ФBurDT47a, ФBurDT48a có tỷ lệ hạt chắc không khác biệt nhau lần lượt là 71,27%; 

70,50% và 69,98%. Riêng nghiệm thức HH TKT có tỷ lệ hạt chắc thấp nhấp trong số 5 

nghiệm thức có xử lý TKT (55,74%), nhưng vẫn cao hơn và khác biệt so với đối 

chứng (44,31%).  

Về trọng lượng 1000 hạt thấy rằng tất cả các nghiệm thức có trọng lượng 1000 

hạt không khác biệt nhau. Theo Đệ (2008) cho rằng trọng lượng 1000 hạt là một trong 

những yếu tố góp phần vào thành phần năng suất, do hai yếu tố cấu thành là trọng 

lượng vỏ trấu chiếm 20% và trọng lượng hạt chiếm 80%. So với các chỉ tiêu thành 

Bảng 4.9 Hiệu quả giảm bệnh thối hạt được xử lý TKT qua các thời điểm 

Nghiệm thức Hiệu quả giảm bệnh (%) 

5 NSKLB 10 NSKLB 15 NSKLB 20 NSKLB 

ФBurVL34 71,21  b 67,68 ab 66,25 ab 59,26  b 

ФBurAG58 84,59a 84,02 a 83,01 a 70,01a 

ФBurDT47a 84,27a 64,66   b 65,13 ab 58,95  b 

ФBurDT48a 66,61  b 59,43   b 58,10  b 58,53  b 

HH TKT 41,22   c 33,54    c 31,85    c 37,23    c 

Mức ý nghĩa * * * * 

CV (%) 5,45 14,22 18,84 3,15 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang arcsin trước khi xử lý thống kê. Trong cùng một cột những 

số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử Duncan. 

*  khác biệt ở mức ý nghĩa 5%. 
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phần năng suất khác thì trọng lượng 1000 hạt ít biến động. Vì vậy, trọng lượng 1000 

hạt ở các nghiệm thức có xử lý TKT và đối chứng không khác biệt ý nghĩa thống kê 

dao động từ 26,14 đến 26,82 g.  

Về trọng lượng thực tế (g/chậu), hầu hết các nghiệm thức xử lý TKT đều có 

trọng lượng thực tế cao hơn và khác biệt so với đối chứng, ngoại trừ nghiệm thức HH 

TKT. Đặc biệt, nghiệm thức ФBurAG58 có trọng lượng thực tế 34,66 (g/chậu) cao 

hơn và khác biệt so với các nghiệm thức còn lại. Kế đến là các nghiệm thức 

ФBurVL34, ФBurDT47a và ФBurDT48a có trọng lượng thực tế (g/chậu) không khác 

biệt nhau. Nghiệm thức HH TKT có trọng lượng thực tế là 22,56 thấp hơn và khác biệt 

so với các nghiệm thức có xử lý TKT còn lại và không khác biệt so với đối chứng.  

Bảng 4.10 Hiệu quả của thực khuẩn thể ảnh hưởng đến chỉ tiêu năng suất lúa 

Nghiệm thức Chỉ tiêu năng suất 
Số hạt 

 chắc/bông 

Tỷ lệ hạt chắc 

(%) 

Trọng lượng 

1000 hạt (g) 

Trọng lượng thực tế 

(g/chậu) 

ФBurVL34 87,05    b 71,27  b 26,35 27,34  b 

ФBurAG58 103,90a 80,65a 26,35 34,66a 

ФBurDT47a 86,43    b 70,50  b 26,82 27,80  b 

ФBurDT48a 85,97    b 69,98  b 26,06 27,88  b 

HH TKT 73,63     c 55,74    c 25,82 22,56    c 

Đối chứng 60,25      d 44,31     d 26,14 20,45    c 

Mức ý nghĩa * * ns * 

CV (%) 2,67 3,68 3,06 9,23 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang arcsin trước khi xử lý thống kê. Trong cùng một cột những 

số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử Duncan. 

*  khác biệt ở mức ý nghĩa 5%. ns: không khác biệt ý nghiã 5% 

 

Qua tỷ lệ hạt bệnh (Bảng 4.7), mật số thực khuẩn thể trên bông (Bảng 4.8), hiệu 

quả giảm bệnh (Bảng 4.9) và chỉ tiêu năng suất (Bảng 4.10) cho thấy các nghiệm thức 

xử lý các dòng TKT khảo sát khi xử lý đơn lẽ hay phối hợp đều mang lại hiệu quả cao 

trong phòng trị bệnh thối hạt lúa ở điều kiện nhà lưới, tuy nhiên hiệu quả giữa các 

nghiệm thức khác nhau. Theo Jones et al., (2007), hiệu quả áp dụng TKT để kiểm soát 

mầm bệnh phụ thuộc vào nhiều yếu tố khác nhau như việc áp dụng TKT như thế nào, 

khả năng tồn tại của TKT trên tán lá cây, thời gian xử lí TKT trên bông và sự hiện diện 

của vi khuẩn ký chủ. Điều này thể hiện trong thí nghiệm này như sau: (1) các dòng 

TKT đơn hoặc HH TKT được phun trên bông lúa vào buổi chiều, vì vậy TKT có cơ 

hội gia tăng mật số trên bông do tránh được tác động của ánh sáng mặt trời đồng thời 

có sự hiện diện của vi khuẩn kí chủ góp phần gia tăng mật số và sự tồn tại của TKT 

trên bông lúa, (2) việc áp dụng TKT trên bông lúa khác với trên tán lá (chịu tác dụng 

trực tiếp bởi ánh sáng) trên bông đã tạo điều kiện thuận lợi cho TKT có thể định vị bên 

trong hoa sẽ tiếp cận và tiêu diệt vi khuẩn B. glumae. Thực tế, trong thí nghiệm này 

nghiệm thức HH TKT có hiệu quả kém hơn so với TKT đơn lẻ trong điều kiện lây 

bệnh nhân tạo ở nhà lưới, có thể trong HH TKT là mỗi dòng TKT đơn sẽ tấn công vi 
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khuẩn độc lập nhau. Cho nên tế bào kí chủ nào bị tấn công trước bởi một dòng TKT 

đơn nào đó có thể ức chế sự xâm nhiễm của các dòng TKT đơn còn lại nên mật số 

TKT trên bông thấp hơn nghiệm thức TKT đơn vì thế liên quan đến hiệu quả phòng trị 

thấp hơn TKT đơn, hiện tượng này còn gọi là hiện tượng cản nhiễm (interference) là 

hiện tượng xuất hiện nhanh khi 2 virut cùng xâm nhiễm vào tế bào theo một thứ tự 

nhất định, virut thứ nhất sẽ ngăn cản trong một thời gian dài sự nhân lên của virut thứ 

hai. Do vậy, trong nghiệm thức HH TKT mật số TKT sinh ra sẽ thấp dẫn đến khả năng 

phòng trừ bệnh kém hiệu quả hơn nên hiệu quả kém hơn TKT đơn. Một nghiên cứu 

khác của Trân (2016) đã ghi nhận tương tự khi khảo sát hiệu quả phòng trị bệnh cháy 

lá trên cây hành của các dòng TKT đơn và HH TKT (Ф16, Ф17A và Ф31) ở mật số 

108 pfu/ml, đã thấy rằng HH TKT có hiệu quả phòng trị thấp hơn TKT đơn và hiệu quả 

giảm bệnh tương quan thuận với mật số TKT tồn tại trên tán lá cây. Tuy nhiên, hiện 

tượng xảy ra khi cây được lây nhiệm nhân tạo với 1 dòng vi khuẩn trong điều kiện nhà 

lưới. Thực tế, trong điều kiện tự nhiên cây lúa có thể nhiễm bệnh bởi nhiều dòng vi 

khuẩn khác nhau, nên việc sử dụng HH TKT có thể mang lại hiệu quả khác hơn. Ngày 

nay, trong thực tế HH TKT được các nhà nghiên cứu trên thế giới khuyến cáo nên sử 

dụng trong quản lí bệnh trên cây trồng (Kering, 2019). Lý do chính là hỗn hợp thực 

khuẩn thể ngăn chặn sự kháng của vi khuẩn kí chủ vì ngoài tự nhiên vi khuẩn kí chủ 

luôn biến đổi các thụ thể trên lớp màng vi khuẩn nhằm hạn chế bị TKT tiêu diệt tăng 

khả năng kí sinh thông qua các TKT khác nhau. Sự đồng tiến hóa liên tục giữa TKT và 

vi khuẩn sẽ tạo nên những loài vi khuẩn kháng TKT thông qua cơ chế như thay đổi các 

thụ thể nhằm ức chế hấp phụ TKT, thay đổi cấu trúc ADN, thay đổi hệ thống miễn 

dịch hoặc hệ thống chỉnh sửa gen. Bằng cách sử dụng HH TKT làm cho vi khuẩn kí 

chủ không thể thay đổi các cơ chế cùng một lúc từ đó hạn chế sự kháng vi khuẩn 

(Kering, 2019). Thứ hai, hỗn hợp TKT làm mở rộng phổ kí sinh nhiều chủng vi khuẩn 

kí chủ khác nhau nhiều hơn vì mỗi dòng TKT có giới hạn phổ kí chủ, do TKT thuộc 

các họ khác nhau sẽ hấp phụ vào tế bào kí chủ bằng thụ thể khác nhau. Minh chứng 

cho vấn đề này theo Nobrega et al., (2018) thấy rằng họ Siphoviridae hấp phụ vào vi 

khuẩn kí chủ thông qua các thụ thể trên màng tế bào như LPS, LamB, TolC FepA, 

chiên mao, sợi pili, teichoic acid; đối với họ Myoviridae hấp phụ vào vi khuẩn kí chủ 

thông qua các thụ thể trên màng tế bào như OmpC and OmpF, Peptidoglycan. Do vậy, 

hỗn hợp TKT được ưu tiên sử dụng phòng trị bệnh trên cây trồng ở điều kiện ngoài đồng. 

Tóm lại, qua kết quả đánh giá hiệu quả phòng trị của 4 dòng TKT đơn 

(ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a và ФBurDT48a) hay hỗn hợp 4 dòng TKT đều 

thể hiện hiệu quả phòng trị bệnh thối hạt thông qua các chỉ tiêu đã ghi nhận trong điều 

kiện nhà lưới. Trong đó dòng TKT ФBurAG58 cho hiệu quả rõ và cao hơn các nghiệm 

thức khác, tiếp theo là dòng TKT ФBurVL34, ФBurDT47a, ФBurDT48a và hỗn hợp 4 

dòng TKT. Vì vậy tiếp tục sử dụng dòng TKT ФBurAG58 cho các thí nghiệm về mật 

số, thời gian áp dụng TKT, phòng trị bệnh thối hạt ở điều kiện ngoài đồng. Về HH 

TKT ở thí nghiệm ngoài đồng chỉ sử dụng hỗn hợp 3 dòng TKT (ФBurAG58, 



 

98 

 

ФBurVL34, ФBurDT47a) mà không sử dụng dòng TKT ФBurDT48a mặc dù dòng 

TKT này có hiệu quả tương đương dòng TKT ФBurDT47a và ФBurVL34 với những 

lý do sau: (1) sử dụng đa dạng vùng sinh thái các dòng TKT (ФBurVL34 được phân 

lập ở Vĩnh Long, ФBurAG58 được phân lập ở An Giang, ФBurDT47a và ФBurDT48a 

được phân lập ở Đồng Tháp), (2) khả năng kí sinh dòng TKT ФBurDT48a có 49 trong 

khi dòng ФBurDT47a là 50, (3) về khả năng tồn tại và nhân mật số trên bông lúa của 

ba dòng TKT (ФBurAG58, ФBurVL34, ФBurDT47a) có mật số cao hơn và khác biệt 

so với dòng TKT ФBurDT48a ở thời điểm 12 giờ SKLB và 24 giờ SKLB, đây là thời 

điểm quan trọng nếu ngăn chặn mật số vi khuẩn B. glumae giảm sẽ cho hiệu quả quản 

lí bệnh cao theo chu trình xâm nhiễm sơ cấp của Tsushima (1996), (4) giảm thiểu thời 

gian nhân nuôi TKT đạt hiệu quả kinh tế cao. Do đó, chọn ba dòng TKT gồm 

ФBurAG58, ФBurVL34, ФBurDT47a cho các nghiên cứu tiếp theo. 
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Hình 4.7: Hiệu quả phòng trị của các dòng TKT đối với bệnh thối hạt do vi khuẩn B. glumae 

DT46 tại thời điểm 5 NSKLB 

Hỗn hợp TKT ФBurDT48a ФBurDT47a 

ФBurVL34 ФBurAG58 Đối chứng 
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4.2.2 Hiệu quả phòng trị bệnh thối hạt của thực khuẩn thể ở các mật số khác 

nhau trong điều kiện nhà lưới 

Kết quả đánh giá các mật số TKT khác nhau phòng trị bệnh thối hạt được thể 

hiện tại Bảng 4.11 qua 3 thời điểm ghi nhận (10 NSKLB, 15 NSKLB và 20 NSKLB), 

tất cả các nghiệm thức xử lý TKT đều cho hiệu quả phòng trị bệnh thông qua tỷ lệ hạt 

bệnh trên bông, AUDPC, và tỷ lệ hạt chắc trên bông. Các mật số TKT có sự khác biệt 

so với đối chứng ở mức ý nghĩa 5%. Trong đó, nghiệm thức xử lý TKT ở mật số 108 

pfu/ml cho hiệu quả phòng trị bệnh vượt trội. Cụ thể là: 

Ở thời điểm 5 NSKLB, nghiệm thức xử lý TKT ở các mật số 105 pfu/ml (5,11%), 

106 pfu/ml (6,00%), 107 pfu/ml (7,13%) có tỷ lệ hạt bệnh không khác biệt so với 

nghiệm thức ĐC (6,40%) ở mức ý nghĩa 5%. Tuy nhiên, nghiệm thức xử lý TKT ở 

mật số 108 pfu/ml thể hiện hiệu quả phòng trị bệnh cao nhất với tỷ lệ hạt bệnh 0,00% 

thấp hơn và khác biệt hơn so với các nghiệm thức còn lại. 

Vào thời điểm 10 NSKLB, hầu hết tất cả các nghiệm thức xử lý TKT có tỷ lệ hạt 

bệnh trong khoảng 7,89% đến 27,57% thấp hơn so với nghiệm thức ĐC (47,08%). 

Trong đó, nghiệm thức xử lý TKT ở mật số 108 pfu/ml có tỷ lệ hạt bệnh thấp nhất 

(7,89%) và khác biệt so với 3 mật số còn lại. Kế đến là nghiệm thức xử lý TKT ở mật 

số 107 pfu/ml, 106pfu/ml có tỷ lệ hạt bệnh lần lượt là 14,37% và 17,71% thấp hơn và 

khác biệt so với mật số 105 pfu/ml (27,57%). 

Tiếp theo vào thời điểm 15 NSKLB, các nghiệm thức xử lý TKT đều có tỷ lệ hạt 

bệnh tăng so với 10 NSKLB nhưng vẫn thấp hơn và khác biệt so với nghiệm thức ĐC 

(53,71%). Trong đó, nghiệm thức xử lý TKT ở mật số 108 pfu/ml vẫn có tỷ lệ hạt bệnh 

thấp nhất (8,37%) kế đến là nghiệm thức xử lý TKT ở mật số 107 pfu/ml và 106 pfu/ml 

có hiệu quả phòng trị bệnh tương đương nhau về mặt ý nghĩa thống kê với tỷ lệ hạt 

bệnh lần lượt là 23,11% và 27,36 % và khác biệt so với mật số 105 pfu/ml (33,29%). 

Đến thời điểm 20 NSKLB, các nghiệm thức xử lý TKT tiếp tục có tỷ lệ bệnh 

tăng so với 2 thời điểm trước nhưng thấp hơn và khác biệt so với nghiệm ĐC 

(82,21%). Trong đó nghiệm thức xử lý TKT ở mật số 108 pfu/ml tiếp tục cho hiệu quả 

phòng trị bệnh hiệu quả nhất với tỷ lệ hạt bệnh (8,98%) thấp hơn so với các nghiệm 

thức còn lại. Tiếp đến là nghiệm thức xử lý TKT ở mật số 107 pfu/ml có tỷ lệ hạt bệnh 

(29,33%) thấp hơn và khác biệt so với nghiệm thức xử lý TKT ở mật số 105 pfu/ml 

(36,98%). Tuy nhiên, về mặt thống kê nghiệm thức xử lý TKT ở mật số 106 pfu/ml có 

tỷ lệ hạt bệnh (32,95%) không có sự khác ý nghĩa đối với hai nghiệm thức xử lý TKT 

ở mật số 105 pfu/ml và 107 pfu/ml. 

Về chỉ số AUDPC của các nghiệm thức xử lý TKT ở các mật số khác nhau dao 

động trong khoảng 103,8 đến 409,5 thấp hơn và có khác biệt ý nghĩa so với nghiệm 

thức ĐC (725,5). Trong đó, nghiệm thức xử lý TKT ở mật số 108 pfu/ml có chỉ số 

AUDPC thấp hơn (103,8) khác biệt so với 3 mật số còn lại. Tiếp theo là nghiệm thức 
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xử lý TKT ở mật số 107 pfu/ml và 106 pfu/ml có chỉ số AUDPC lần lượt là 278,6; 

322,7 thấp hơn nghiệm thức xử lý TKT ở mật số 105 pfu/ml (409,5) nhưng xét về mặt 

thống kê giữa 2 nghiệm thức 107 pfu/ml và 106 pfu/ml có diện tích tiến triển bệnh 

không có sự khác biệt. Kết quả này cho thấy, quá trình tiến triển bệnh ở nghiệm thức 

xử lý TKT ở mật số 108 pfu/ml tiến triển chậm hơn so với các nghiệm thức còn lại. 

Về tỷ lệ hạt chắc/bông, tất cả các nghiệm thức xử lý TKT đều có tỷ lệ hạt 

chắc/bông cao hơn và khác biệt ý nghĩa so với đối chứng. Trong đó, nghiệm thức xử lý 

TKT ở mật số 108 pfu/ml có tỷ lệ hạt chắc/bông là 76,51% cao nhất và khác biệt so với 

các nghiệm thức còn lại. Kế đến là nghiệm thức 107 pfu/ml là 63,44% và nghiệm thức 

106 pfu/ml (52,14 %) không khác biệt nhau. Tuy nhiên, nghiệm thức 105 pfu/ml và 

nghiệm thức 106pfu/mlkhông khác biệt về mặt thống kê. 

Tóm lại, qua kết quả khảo sát mật số TKT khác nhau (105pfu/ml; 106 pfu/ml; 107 

pfu/ml; 108 pfu/ml) đều thể hiện giảm bệnh cho tỷ lệ hạt bệnh, AUDPC thấp hơn, và tỷ 

lệ hạt chắc trên bông cao hơn và khác biệt so với nghiệm thức đối chứng. Trong đó, 

nghiệm thức 108 pfu/ml cho tỷ lệ hạt nhiễm bệnh thấp nhất và tỷ lệ hạt chắc trên bông 

cao nhất, vượt trội so với các nghiệm thức còn lại qua các thời điểm khảo sát. Thực ra 

trong nghiên cứu này cũng như các nghiên cứu khác (Adachi et al., 2012) cũng đã 

chứng minh rằng mật số thực khuẩn tương đồng với hiệu quả giảm bệnh. Nguyên nhân 

có thể được giải thích như sau: (1) Mật số cao từ ban đầu sẽ tăng khả năng tiếp xúc 

giữa TKT với vi khuẩn kí chủ là cơ hội TKT kí sinh vào kí chủ làm cho vi khuẩn kí 

chủ không thể gia tăng mật số và ngăn chặn được mầm bệnh ngay từ ban đầu, (2) Tác 

nhân phòng trừ với mật số ban đầu cao sẽ tăng khả năng tồn tại trong môi trường đặc 

biệt tán lá cây bị giới hạn nhiều yếu tố như nhiệt độ, khô hạn và tia UV. Đó là những lí 

do mật số thực khuẩn thể ở 108 pfu/ml trong thí nghiệm này cho hiệu quả phòng trị 

bệnh thối hạt lúa cao. 
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Bảng 4.11 Hiệu quả phòng trị bệnh thối hạt ở các mật số thực khuẩn thể khác nhau trong điều kiện nhà lưới 

Nghiệm thức 

Tỷ lệ hạt bệnh trên bông (%) 

AUDPC 

Tỷ lệ hạt 

chắc/bông 

(%)  5 NSKLB 10 NSKLB 15 NSKLB 20 NSKLB 

105(pfu/ml) 5,11 a 27,57 b 33,29 b 36,98 b 409,5 b 48,51 c 

106 (pfu/ml) 6,00 a 17,71 c 27,36 c 32,95 bc 322,7 c 52,14 bc 

107 (pfu/ml) 7,13 a 14,37 c 23,11 c 29,33 c 278,6 c 63,44 b 

108(pfu/ml) 0,00 b 7,89 d 8,37 d 8,98 d 103,8 d 76,51 a 

Đối chứng 6,40 a 47,08 a 53,71 a 82,21 a 725,5 a 15,38 d 

Mức ý nghĩa * * * * * * 

CV (%) 23,80 8,38 7,2 8,96 10,55 15,11 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang  (5NSKLB) hoặc arcsin  (10 NSKLB, 15 NSKLB, 20 NSKLB) trước khi xử lý thống kê. Trong cùng 

một cột những số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử Duncan* khác biệt ở mức ý nghĩa 5% 
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Hình 4.8: Hiệu quả phòng trị bệnh thối hạt lúa do vi khuẩn B. glumae DT46 ở các mật số thực khuẩn thể khác nhau ở thời điểm 10 NSKLB

ĐC 105 pfu/ml 106 pfu/ml 107 pfu/ml 108 pfu/ml 
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4.2.3 Khảo sát thời điểm xử lý thực khuẩn thể trên bông trong phòng trị bệnh 

thối hạt do vi khuẩn B. glumaeDT46 ở điều kiện nhà lưới 

Kết quả khảo sát thời điểm áp dụng TKT lên hiệu quả phòng trị bệnh thối hạt lúa 

do vi khuẩn B. glumae được ghi nhận qua tỷ lệ hạt bệnh trên bông, AUDPC, và tỷ lệ 

hạt chắc trên bông (Bảng 4.12) và mật số TKT trên bông (Bảng 4.13). 

4.2.3.1. Tỷ lệ hạt bệnh trên bông và tỷ lệ hạt chắc trên bông 

Kết quả tỷ lệ hạt bệnh, AUDPC và tỷ lệ hạt chắc thể hiện qua Bảng 4.12 cả ba 

nghiệm thức có sự khác biệt ở mức ý nghĩa 5%. 

Ở thời điểm 5 NSKLB tỷ lệ hạt bệnh của các nghiệm thức dao động trong 

khoảng từ 10,23% đến 40,58%. Nghiệm thức xử lý TKT 2 giờ trước khi lây bệnh 

(GTKLB) hoặc 2 GTKLB + 5 NSKLB có tỷ lệ hạt bệnh lần lượt là 11,93% và 10,23% 

thấp hơn và khác biệt so với nghiệm thức 5 NSKLB và đối chứng với tỷ lệ hạt bệnh 

lần lượt là 26,24% và 40,68% (Hình 4.9). 

Đến thời điểm 10 NSKLB và 15 NSKLB bệnh thối hạt có chiều hướng gia tăng, 

tất cả các nghiệm thức có sự khác biệt về mặt thống kê. Trong đó nghiệm thức xử lý 

TKT 2 GTKLB hoặc 2 GTKLB + 5 NSKLB vẫn cho tỷ lệ hạt bệnh thấp hơn so với 

nghiệm thức 5 NSKLB. 

Về chỉ số AUDPC nghiệm thức 2 GTKLB hoặc 2 GTKLB + 5 NSKLB cho chỉ 

số AUDPC lần lượt là 152,9 và 111,6 thấp hơn và khác biệt so với nghiệm thức 5 

NSKLB với chỉ số AUDPC là 343,8. 

Về tỷ lệ hạt chắc trên bông nghiệm thức xử lý TKT 2 GTKLB (87,81%) hoặc 2 

GTKLB + 5 NSKLB (86,69%) đạt cao hơn nghiệm thức 5 NSKLB (64,68%) và 

nghiệm thức đối chứng (41,53%), kết ủa này phù hợp với mức độ hạt bệnh và AUDPC 

thể hiện ở các nghiệm thức. 

Như vậy, qua kết quả khảo sát việc áp dụng TKT và mầm bệnh trên bông lúa vào 

giai đoạn lúa trổ đều trong điều kiện nhà lưới kết luận được thời điểm phun TKT trước 

2 GTKLB hoặc phun TKT 2 GTKLB + 5 NSKLB cho hiệu quả cao trong phòng trị 

bệnh thối hạt lúa so với thời điểm 5 NSKLB.  
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Bảng 4.12 Ảnh hưởng các thời điểm xử lí thực khuẩn thể đến bệnh thối hạt lúa trong 

điều kiện nhà lưới 

 

4.2.3.2 Mật số thực khuẩn thể tồn tại trên bông  

Kết quả khảo sát mật số TKT tồn tại trên bông qua các thời điểm xử lý được thể 

hiện ở Bảng 4.13 thấy rằng tất cả 3 nghiệm thức 2 GTKLB, 2 GTKLB + 5 NSKLB, 5 

NSKLB có sự khác biệt ở thời điểm 12 GSKXLvà 24 GSKXL. 

Ở thời điểm 0 GSKXL, log mật số TKT của các nghiệm thức không có sự khác 

biệt về mặt thống kê với mật số dao động từ 8,45 đến 8,71. 

Đến thời điểm 12 GSKXL, log mật số TKT ở 2 nghiệm thức 2 GTKLB (9,52) 

hoặc 2 GTKLB + 5 NSKLB (9,32) cao hơn và khác biệt so với nghiệm thức 5 

NSKLB (7,14). 

Vào thời điểm 24 GSKXL, log mật số TKT giảm ở tất cả các nghiệm thức. 

Trong đó nghiệm thức 2 GTKLB có log mật số TKT tồn tại trên bông lúa là 7,98 cao 

và khác biệt với nghiệm thức 5 NSKLB (5,34). Riêng đối với nghiệm thức 2 GTKLB 

+ 5 NSKLB với log mật số TKT trên bông (6,90) không khác biệt 2 GTKLB và 5 

NSKLB. 

Bên cạnh đó, ở thời điểm 15 NSKLB, cả ba nghiệm thức vẫn còn tồn tại TKT 

trên bông lúa và các nghiệm thức không có sự khác biệt dao động từ 5,06 đến 6,24 

(pfu /g bông) nhưng kết quả cho thấy mật số vẫn tiếp tục giảm so với thời điểm 12 giờ 

SKXL và 24 GSKXL. 

Nghiệm thức 
Tỷ lệ hạt bệnh trên bông (%) 

AUDPC 

Tỷ   lệ 

hạt 

chắc/bông 

(%) 5 NSKLB 10 NSKLB 15 NSKLB 

2 GTKLB 11,93 c 15,76 c 17,71 c 152,9 c   87,81 a 

2  GTKLB  + 5 NSKLB 10,23 c 11,30 c 11,30 c 111,6 c 86,69 a 

5 NSKLB 26,24b 35,18 b 40,93 b 343,8 b 64,68 b 

Đối chứng 40,58a 55,11a 60,83 a 529,1a 41,53 c 

Mức ý nghĩa * * * * * 

CV(%) 15,86 15,25 14,15 22,49 6,3 7 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang arcsin   trước khi xử lý thống kê. Các số trung bình trong cùng 

một cột theo sau bởi những chữ cái giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử 

Duncan* khác biệt ở mức ý nghĩa 5%. NSKLB: ngày sau khi lây bệnh. GTKLB: giờ trước khi lây bệnh. 
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  Bảng 4.13 Mật số thực khuẩn thể tồn tại trên bông ở các thời điểm xử lý trong điều 

kiện nhà lưới 

Nghiệm thức 

 Log mật số TKT trên bông (pfu/g bông) 

0 GSKXL 12 GSKXL 24 GSKXL 15 NSKLB 

2 GTKLB 8,61 9,52 a 7,98 a 5,55 

2  GTKLB  + 5 NSKLB 8,71 9,32 a 6,90 ab 5,06 

5 NSKLB 8,45 7,14 b 5,34 b 6,24 

Mức ý nghĩa ns * * ns 

CV (%) 6,16 6,11 19,10 18,79 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang log x trước khi xử lý thống kê. Các số trung bình trong cùng một 

cột theo sau bởi những chữ cái giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử 

Duncan* khác biệt ở mức ý nghĩa 5%, ns khác biệt không ý nghĩa. GSKXL: Giờ sau khi xử lý. NSKLB: 

ngày sau khi lây bệnh. GTKLB: giờ trước khi lây bệnh. 

 

Nhìn chung, qua kết quả Bảng 4.12 và Bảng 4.13 đã ghi nhận tỷ lệ hạt bệnh, 

AUDPC, và tỷ lệ hạt chắc trên bông tương quan thuận với sự tồn tại của TKT trên 

bông lúa. Trong thí nghiệm này đã chứng minh rằng việc áp dụng TKT trước khi có sự 

hiện diện của vi khuẩn kí chủ sẽ góp phần gia tăng hiệu quả quản lí bệnh, cụ thể là xử 

lí TKT 2 GTKLB hoặc 2 GTLKB kết hợp 5 NSKLB cho các chỉ tiêu về bệnh và sự 

tồn tại của TKT trên bông hiệu quả hơn nghiệm thức áp dụng TKT 5 NSKLB. Vì vậy, 

trong kết quả này thấy rằng thời điểm áp dụng TKT và sự xuất hiện của vi khuẩn gây 

bệnh có liên quan đến khả năng kiểm soát bệnh. Thật vậy, Jones et al., (2007) cũng đã 

nhận định thời điểm áp dụng TKT có liên quan rất nhiều cũng như quyết định thành 

công của biện pháp sinh học đến hiệu quả giảm bệnh: Xử lý TKT trước khi mầm bệnh 

xuất hiện và xâm nhiễm vào cây trồng mang lại hiệu quả cao hơn sau khi xử lý TKT 

có sự hiện diện của mầm bệnh vì mầm bệnh đã thiết lập sự xâm nhiễm vào cây trồng. 

Mặt khác, việc TKT thiết lập quần thể sớm tạo điều kiện cho TKT có khả năng tiêu 

diệt mầm bệnh trực tiếp ngay sau khi vi khuẩn xuất hiện. Một nghiên cứu của Civerolo 

và Keil (1969) đã khảo sát thời điểm áp dụng TKT trên cây đào phòng trị bệnh đốm lá 

do vi khuẩn Xanthomonas purni. Nếu xử lí TKT 1 ngày hoặc 1 giờ trước khi lây bệnh 

sẽ có hiệu quả. Ngược lại xử lí TKT 1 ngày hoặc 1 giờ sau khi lây bệnh sẽ có hiệu quả 

thấp hoặc không có hiệu quả. Tương tự, theo nghiên cứu của Giang (2016) cũng cho 

thấy thời điểm phun trước kết hợp sau hoặc phun trước có hiệu quả phòng trị vi khuẩn 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae gây bệnh cháy bìa lá lúa tương đương nhau ở thời 

điểm 3 NSKLB với tỷ lệ bệnh lần lượt là 9,7%;10,8% và hiệu quả hơn so với nghiệm 

thức phun sau (18,7%) và đối chứng (31,3%). Do đó, với rất nhiều nghiên cứu đã 

khẳng định thời điểm áp dụng TKT rất quan trọng là một trong những nhân tố quyết 

định thành công hay thất bạy cho liệu pháp thực khuẩn thể trên cây trồng. Vì vậy trong 

thí nghiệm này đối với vi khuẩn B. glumae được áp dụng phun TKT trước ngay sau 

khi có sự xuất hiện của vi khuẩn kí chủ sẽ mang hiệu quả phòng trị bệnh cao hơn cũng 
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như góp phần bảo vệ hạt chắc trên bông trong giai đoạn chín và thu hoạch. Như vậy, 

việc áp dụng TKT một lần đúng vào thời điểm vi khuẩn chưa xuất hiện và xâm nhiễm 

vào bông lúa sẽ mang lại hiệu quả phòng trị bệnh cao. Do đó, đối với bệnh thối hạt 

trên lúa có thể phun TKT trước (1 lần) khi có sự xuất hiện của vi khuẩn sẽ tiết kiệm 

thời gian so với việc phun TKT 2 lần (5 NSKLB). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  
5 NSKLB 

2 GTKLB 
2 GTKLB + 5 NSKLB 

Đối chứng 

Hình 4.9: Hiệu quả phòng trị bệnh thối hạt trên lúa do B. glumae BurDT46 

bằng thực khuẩn thể ФBurAG58 ở thời điểm 5 NSKLB 
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4.3 Nội dung 3: Xác định tính an toàn của các dòng thực khuẩn thể triển vọng 

trong thực tiễn sản xuất 

Qua kết quả đã phân lập được 112 dòng TKT tại 9 tỉnh đồng bằng sông Cửu 

Long. Sau đó, qua các phương pháp đánh giá khả năng kí sinh, so sánh đường kính 

đốm tan, và sử dụng phòng trừ bệnh thối hạt trong điều kiện nhà lưới. Kết quả đã tìm 

ra 3 dòng TKT triển vọng gồm ФBurAG58, ФBurVL34, ФBurDT47a có hiệu quả 

phòng trị bệnh thối hạt cao trong điều kiện nhà lưới. Tuy nhiên, để áp dụng 3 dòng 

TKT này ra điều kiện ngoài đồng cần hiểu rõ 3 dòng TKT này thuộc nhóm TKT độc 

hay nhóm TKT ôn hòa. Vì vậy, tiếp tục khảo sát hình thái 3 dòng TKT này dưới kính 

hiển vi điện tử nhằm xác định 3 dòng thực khuẩn thuộc nhóm thực khuẩn thể nào theo 

phân loại của Ủy ban quốc tế về Phân loại Virus (International Committee on 

Taxonomy of Viruses, ICTV) kết hợp với giải trình tự bộ genome của TKT để xác 

định nhóm phân loại và tính an toàn của TKT trước khi áp dụng ngoài thực tế. 

4.3.1 Khảo sát đặc điểm hình thái thực khuẩn thể triển vọng dưới kính hiển vi 

điện tử (TEM) 

  Kết quả Hình 4.10 đã ghi nhận 3 dòng thực khuẩn thể ФBurAG58, ФBurVL34, 

ФBurDT47a có đầu là khối đa diện và đuôi ngắn. Dựa theo phân loại của Ackermann (2009) 

thực khuẩn thể chứa đầu là khối đa diện và đuôi ngắn thuộc họ Podoviridae. Hiện nay, theo 

ICTV (2011) đã phân loại họ Podoviridae gồm 2 phụ họ (Autographivirinae và 

Picovirinae), 11 chi, 43 loài với đặc điểm hình thái TKT có đầu hình đa diện và đuôi ngắn. 

Do đó, dựa vào đặc điểm hình thái kết luận ban đầu 3 dòng TKT gồm ФBurAG58, 

ФBurVL34, ФBurDT47a thuộc họ Podoviridae.  
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Tuy nhiên, việc định danh dựa vào đặc điểm hình thái virion của TKT sẽ không xác 

định được đến mức độ phụ họ. Nhằm để định danh chính xác đến phụ họ và cũng để xác định 

TKT tan hay TKT tiềm tan dựa vào không có hay có sự hiện diện gen qui định enzyme 

integrase trong bộ genome của TKT để đảm bảo tính an toàn trước khi sử dụng là rất cần 

thiết, từ đó làm cơ sở áp dụng ngoài thực tiển sản xuất phòng trị bệnh thối hạt lúa. 

4.3.2 Kết quả giải trình tự các dòng thực khuẩn thể triển vọng 

Dựa vào kết quả định danh họ TKT (Hình 4.10) về cấu trúc TKT chưa kết luận 

được nhóm TKT thuộc nhóm TKT sinh tan (lytc/virulent phage) hay nhóm TKT tiềm 

tan (lysogenic/tempetate phage), nhằm xác định tính an toàn của dòng TKT trước khi 

áp dụng thực nghiệm ở điều kiện ngoài đồng cũng như tương lai áp dụng trên diện tích 

rộng. Vì vậy nghiên cứu tiếp tục giải trình tự bộ gen của 3 dòng TKT được thực hiện 

dựa trên phương pháp Nga et al., (2021). Kết quả giải trình tự bộ genome của TKT 

ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a (Hình 4.11) cụ thể như sau: 

TKT ФBurVL34 có kích thước bộ genome khoảng 44.657 bp bao gồm 69 CDS 

(coding sequence) quy định 69 ORFs (open reading frames) cụ thể gồm các nhóm như 

ORF qui định protein cấu trúc có màu vàng, các ORFs qui định một số protein chức 

năng có màu xanh như primase, helicase, ligase, DNA/RNA polymerase, 

B 

C 

Hình 4.10: Hình thái các dòng thực khuẩn thể triển vọng dưới kính hiển vi điện tử  

(A) ФBurVL34; (B) ФBurAG58; (C) ФBurDT47a; (D) TKT P22 thuộc họ Podoviridae (ICTV, 2011) 
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endonuclease, exonuclease; ngoài ra còn các ORFs qui định các enzyme phân hủy 

vách tế bào vi khuẩn có màu đỏ như O- spanin (phân hủy vách tế bào), lysozyme 

(phân hủy peptidoglycan). Các ORFs màu trắng là các gen chưa xác định được chức 

năng (hypothecical protein). Trong toàn bộ genome của ФBurVL34 hoàn toàn không 

có gen quy định enzyme integrase chỉ định cho nhóm TKT ôn hòa, vì vậy TKT 

ФBurVL34 thuộc nhóm TKT sinh tan. 

TKT ФBurAG58 có kích thước bộ genome khoảng 36.275 bp chứa 41 CDS quy 

định 41 ORFs (open reading frames), bao gồm các ORFs qui định protein cấu trúc có 

màu màu vàng, các ORFs qui định một số protein chức năng có màu xanh như 

primase, helicase, ligase, polymerase, endonuclease, exonuclease; ngoài ra còn các 

ORFs qui định các enzyme phân hủy vách tế bào vi khuẩn có màu đỏ như O- spanin 

(phân hủy vách tế bào), lysozyme (phân hủy peptidoglycan), TerS subunit (enzyme có 

chức năng đóng gói TKT). Các ORFs màu trắng là các gen chưa xác định được chức 

năng (hypothecical protein). Tương tự, TKT ФBurAG58 không có ORF quy định 

enzyme integrase nên TKT này cũng thuộc nhóm TKT sinh tan. 

Tương tự, TKT ФBurDT47a có kích thướt bộ genome khoảng 45.466 bp chứa 71 

CDS qui định 71 ORFs, bao gồm các ORF qui định protein cấu trúc có màu vàng (đầu, 

đuôi, vỏ protein), một số ORFs qui định các protein chức năng có màu xanh như 

primase, helicase, ligase, polymerase, endonuclease, exonuclease. Ngoài ra, còn có 

một số ORFs qui định các enzyme phân hủy vách tế bào vi khuẩn có màu đỏ như O- 

spanin (phân hủy vách tế bào), lysozyme (phân hủy peptidoglycan). Các ORFs màu 

trắng là các gen chưa xác định được chức năng (hypothecical protein). Do vậy, TKT 

ФBurDT47a không có ORF qui định enzyme integrase nên TKT ФBurDT47a cũng 

thuộc nhóm TKT sinh tan. 

Vì vậy, theo kết quả giải trình tự bộ genome của ba dòng TKT (Hình 4.11) đã 

chứng minh rằng trong toàn bộ genome của ba dòng TKT (ФBurVL34, ФBurAG58, 

ФBurDT47a) không sở hữu gen qui định enzyme integrase, TKT sở hữu gen này 

không những không tiêu diệt tế bào kí chủ mà còn có chức năng chèn ADN của TKT 

vào sợi ADN của tế bào vi khuẩn kí chủ và nhân lên cùng bộ gen của vi khuẩn kí chủ 

tức là nhóm TKT ôn hòa hay tiềm tan. Do đó, ba dòng TKT (ФBurVL34, ФBurAG58, 

ФBurDT47a) thuộc nhóm TKT độc. Kết quả này kết luận được 3 dòng TKT thuộc 

nhóm TKT độc (sinh tan) nên là tác nhân phòng trừ sinh học bệnh thối hạt an toàn ở 

điều kiện ngoài đồng.  

Bảng 4.14 Dữ liệu bộ genome của ba dòng thực khuẩn thể kí sinh vi khuẩn 

Burkholderia glumae 

Thực khuẩn thể Chiều dài bộ gen (bp) % G+C 

ФBurVL34 44.657 58 

ФBurAG58 36.275 58 

ФBurDT47a 45.466 58 
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Hình 4.11: Chức năng từng gen trong bộ genome của thực khuẩn thể: 

 (A) ФBurVL34; (B): ФBurAG58; (C) ФBurDT47a 
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4.4 Nội dung 4: Đánh giá hiệu quả của các dòng thực khuẩn thể triển vọng phòng trị bệnh 

thối hạt lúa ở điều kiện ngoài đồng 

4.4.1 Hiệu quả của thực khuẩn thể phòng trị bệnh thối hạt trên lúa do vi khuẩn 

Burkholderia glumae DT46 ở điều kiện ngoài đồng vụ Đông Xuân 2017-2018 

4.4.1.1 Tổng quan thí nghiệm 

Thí nghiệm đánh giá hiệu quả phòng trị bệnh thối hạt trên lúa ở điều kiện ngoài 

đồng TKT đơn ФBurAG58 và HH TKT (ФBurAG58, ФBurVL34 và ФBurDT47a) ở mật 

108 pfu/ml được thực hiện tại ấp Bình Điền, xã Bình Ninh, huyện Tam Bình, tỉnh Vĩnh 

Long vào thời điểm vụ Đông Xuân (2017-2018) với nhiệt độ trung bình trong khoảng 

27,30C – 33,80C và không mưa, bệnh thối hạt xuất hiện với tần số thấp, vì vậy ruộng thí 

nghiệm được thực hiện lây bệnh nhân tạo. Giữa các lô thí nghiệm được phân rảnh phân 

cách khoảng 0,5 m nhằm hạn chế sự lây nhiễm TKT giữa các nghiệm thức. Trong quá 

trình thực hiện thí nghiệm, ngoài bệnh thối hạt (được lây bệnh nhân tạo) còn xuất hiện 

bệnh đạo ôn lá (giai đoạn 25-45 NSKS) và bệnh đạo ôn cổ bông (giai đoạn sau khi trổ 

đều) tuy nhiên tỷ lệ bệnh không cao vì nông dân xử lý bằng cách phun thuốc hóa học có 

hoạt chất diệt nấm (Phụ chương). Ngoài ra bệnh cháy bìa lá lúa cũng xuất hiện với tỷ lệ 

thấp và không đồng đều nhau. Mặt khác, đối với thuốc trừ vi khuẩn không được sử dụng 

trong suốt quá trình canh tác. Kết quả thí nghiệm được ghi nhận qua các thời điểm 10 

NSKLB, 15 NSKLB, 20 NSKLB và thu hoạch lúa bao gồm chỉ tiêu về tỷ lệ hạt bệnh trên 

bông (Bảng 4.15), hiệu quả giảm bệnh (Bảng 4.16) và tỷ lệ hạt chắc và chỉ tiêu năng suất 

(Bảng 4.17).  

4.4.1.2 Tỷ lệ hạt bệnh và hiệu quả giảm bệnh 

Kết quả thí nghiệm đánh giá hiệu quả phòng trị bệnh thối hạt của dòng TKT đơn 

(ФBurAG58) và HH TKT ở mật số 108pfu/ml được ghi nhận thông qua tỷ lệ hạt bệnh, 

AUDPC (Bảng 4.15) và hiệu quả giảm bệnh (Bảng 4.16) và tỷ lệ hạt chắc và chỉ tiêu năng 

suất (Bảng 4.17). 

Về tỷ lệ hạt bệnh trên bông (Bảng 4.16), tất cả các nghiệm thức xử lí TKT đơn 

(ФBurAG58), HH TKT và Oxolinic axit có tỷ lệ hạt bệnh thấp hơn và khác biệt với nghiệm 

thức đối chứng qua 3 thời điểm khảo sát là 10 NSKLB, 15 NSKLB và 20 NSKLB.  

Tại ba thời điểm ghi nhận chỉ tiêu cả hai nghiệm thức TKT ФBurAG58 đơn và HH 

TKT tương đương thuốc hóa học oxolinic axit với tỷ lệ hạt bệnh lần lượt là (11,92% đến 

21,66%); (8,02% đến 14,59%); (10,02% đến 19,87%). Cả ba nghiệm thức có tỷ lệ hạt bệnh thấp 

hơn và khác biệt nghiệm thức đối chứng (29,39% đến 37,37%) ở cả ba thời điểm 10 

NSKLB, 15 NSKLB và 20 NSKLB.  
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Đồng thời tương tự tỷ lệ hạt bệnh, chỉ số AUDPC của các nghiệm thức có xử lý dao 

động trong khoảng 147,7-166,0 tương đương nhau về mặt thống kê. Cả ba nghiệm thức xử lý 

phòng trị thấp hơn và khác biệt với ghiệm thức đối chứng với chỉ số AUDPC là 345,8. 

Như vậy, qua 3 thời điểm khảo sát cho thấy giữa các nghiệm thức có xử lý TKT 

ФBurAG58 đơn, HH TKT ở mật số 108pfu/ml và Oxolinic axit có tỷ lệ hạt bệnh và chỉ số 

AUDPC thấp hơn khác biệt so với nghiệm thức đối chứng.  

Bảng 4.15 Tỷ lệ hạt bệnh thối hạt được xử lý thực khuẩn thể qua các thời điểm khảo sát 

Nghiệm thức 
Tỷ lệ hạt bệnh (%) 

AUDPC 
10  NSKLB 15 NSKLB 20 NSKLB 

ФBurAG58 11,92  b 16,42  b 21,66  b 166,0  b 

HH TKT 8,02    b 13,69  b 14,59  b 125,0  b 

Oxolinic axit 10,02  b 14,58  b 19,87  b 147,7  b 

Đối chứng 29,39a 34,18a 37,37a 345,8a 

Mức ý nghĩa * * * * 

CV(%) 15,89 18,5 16,58 20,79 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang arcsin
 
(10NSKLB, 15 NSKLB, 20 NSKLB) trước khi xử lý thống kê. Trong cùng một 

cột những số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử Duncan, (*) khác biệt ở 

mức ý nghĩa 5%. HH TKT: hỗn hợp 3 TKT (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a) 

 

Về hiệu quả giảm bệnh (HQGB), kết quả ở Bảng 4.16 cho thấy giữa cả hai nghiệm 

thức xử lý TKT ФBurAG58 đơn và HH TKT tương đương và không khác biệt với 

Oxolinic axit qua 3 thời điểm khảo sát theo phép thử Duncan với HQGB của TKT 

ФBurAG58 đơn và HH TKT trên 50%. 

Bảng 4.16 Hiệu quả giảm bệnh thối hạt được xử lý thực khuẩn thể qua các thời điểm khảo sát 

Nghiệm thức 
Hiệu quả giảm bệnh (%) 

10  NSKLB 15 NSKLB 20 NSKLB 

ФBurAG58 56,16 47,69 38,80 

HH TKT 70,03 57,88 59,63 

Oxolinic axit 65,56 55,65 43,65 

Mức ý nghĩa ns ns ns 

CV(%) 12,02 22,7 24,5 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang arcsin  trước khi xử lý thống kê. Trong cùng một cột những số có cùng 

chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử Duncan. HH TKT: hỗn hợp 3 

TKT (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a); ns: không khác biệt. 
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4.4.1.3 Tỷ lệ hạt chắc và năng suất thực tế 

Về tỷ lệ hạt chắc/bông: hai nghiệm thức xử lý TKT (ФBurAG58 và HH TKT) có tỷ 

lệ hạt chắc/bông lần lượt là 66,32% và 69,91% cao hơn và khác biệt ý nghĩa so với đối 

chứng với tỷ lệ hạt chắc/bông là 58,88%. Riêng nghiệm thức Oxolinic axit có tỷ lệ hạt 

chắc/bông (64,29%) không khác biệt ý nghĩa so với nghiệm thức đối chứng không xử lý. 

Về năng suất thực tế (NSTT): nghiệm thức xử lý TKT ФBurAG58 đơn hay HH 

TKT có năng suất thực tế lần lượt là 3,49 tấn/ha và 3,70 tấn/ha cao hơn và khác biệt nghiệm 

thức đối chứng (2,97 tấn/ha) ở mức ý nghĩa 10%. Tuy nhiên oxolinic axit với NSTT lần 

lượt là 3,36 (tấn/ha) tương đươngvà không khác biệt nghiệm thực đối chứng.  

Tóm lại, qua kết quả đánh giá hiệu quả của TKT ФBurAG58 đơn và HH TKT ở 

điều kiện ngoài đồng vụ Đông Xuân 2017-2018 trong điều kiện nhiễm bệnh nhân tạo, hai 

nghiệm thức áp dụng TKT ФBurAG58 đơn hay HH TKT được thể hiện hiệu quả phòng 

trừ bệnh thông qua chỉ tiêu tỷ lệ hạt bệnh trên bông, AUDPC, hiệu quả giảm bệnh và 

thành phần năng suất. Tương tự trong điều kiện nhà lưới, hiệu quả giảm bệnh của TKT 

ФBurAG58 đơn trên 80% hay HH TKT cho hiệu quả giảm bệnh trên 30%. Tuy nhiên 

trong kết quả thí nghiệm ngoài đồng có phần khác so với kết quả ở điều kiện nhà lưới vì 

HH TKT (108pfu/ml) thể hiện hiệu quả tương đương với nghiệm thức ФBurAG58 đơn 

với hiệu quả trên 50%. Lý do có thể lý giải như sau: trong điều kiện nhà lưới, cây lúa ít bị 

tác động bởi điều kiện môi trường hơn so với ngoài đồng nên sự ảnh hưởng của bệnh đa 

số chỉ do vi khuẩn BurDT46 gây ra. Đối với điều kiện ngoài đồng, không những có lây 

bệnh nhân tạo với dòng vi khuẩn BurDT46 mà còn là không gian mở nên nguồn bệnh 

trong ruộng có thể hơn một dòng vi khuẩn gây bệnh do nhiều nơi (ruộng lân cận, giống, 

mầm bệnh trong đất,…) (Kim, 2015), vì vậy nghiệm thức HH TKT đã thể hiện hiệu quả 

rõ tương tự nghiệm thức ФBurAG58 trong phòng trị bệnh thối hạt. 
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Bảng 4.17 Chỉ tiêu năng suất của các nghiệm thức vụ Đông Xuân 2017-2018 

Nghiệm thức 

Chỉ tiêu năng suất 

Tỷ lệ hạt chắc/bông (%) 
Năng suất thực tế (tấn/ha) 

 

ФBurAG58 66,32a 
3,49a 

 

HH TKT  
69,91a 

3,70a 

 

Oxolinic axit 64,29ab 
3,36ab 

 

Đối chứng 58,88 b 
2,97 b 

 

Mức ý nghĩa * 
10% 

 

CV (%) 4,35 
9,72 

 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang arcsin trước khi xử lý thống kê. Trong cùng một cột những số có cùng 

chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử Duncan, (*) khác biệt ở mức ý 

nghĩa 5%. HH TKT: hỗn hợp 3 TKT (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a) 
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Hình 4.12: Hiệu quả của thực khuẩn thể phòng trị bệnh thối hạt lúa do vi khuẩn B. glumae DT46 

 ở thời điểm 10 NSKLB trong vụ Đông Xuân 2017-2018 

 

ФBurAG58 HH TKT 

Oxolinic axit Đối chứng 
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4.4.2 Hiệu quả của thực khuẩn thể phòng trị bệnh thối hạt do vi khuẩn Burkholderia 

glumae DT46 ở điều kiện ngoài đồng vụ Hè Thu sớm 2018 

Trong kết quả sử dụng TKT đơn hay HH TKT ở mật số 108 pfu/ml cho hiệu quả 

phòng trị bệnh thối hạt trên 48% vụ Đông Xuân 2017-2018. Để khẳng định hiệu quả của 

TKT trong vụ Hè Thu trong năm 2018, tiếp tục bố trí thử nghiệm hiệu quả của TKT đối 

với bệnh thối hạt vào vụ Hè Thu sớm. Tuy nhiên, trong thí nghiệm này có sự so sánh mật 

số TKT khác nhau (108 và 107 pfu/ml) có khả năng ức chế bệnh thối hạt ở điều kiện ngoài 

đồng nhằm xác định mật số 107 pfu/ml có mang lại hiệu quả phòng trừ bệnh không, sẽ 

góp phần giảm chi phí nhân nuôi và tăng khả năng áp dụng liệu pháp TKT phòng trị bệnh 

thối hạt khả thi trên diện rộng. 

4.4.2.1 Tổng quan thí nghiệm 

Vào vụ Hè Thu sớm (2018) là thời điểm vào mùa mưa ở giai đoạn trổ và thu hoạch, 

nhiệt độ trung bình 27,30C – 28,40C, ẩm độ không khí cao, đây là điều kiện thuận hợp cho 

bệnh phát triển nên mức độ bệnh thối hạt nhiễm bệnh cao hơn vụ Đông Xuân. Thí nghiệm 

đánh giá hiệu quả phòng trừ bệnh thối hạt trên lúa của TKT ФBurAG58 hoặc HH TKT 

(ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a) ở 2 mật số 108 và 107 pfu/ml được bố trí theo thể 

thức khối hoàn toàn ngẫu nhiên một nhân tố ở điều kiện ngoài đồng tại ấp Bình Điền, xã 

Bình Ninh, huyện Tam Bình, tỉnh Vĩnh Long.  

Thí nghiệm được thực hiện trên giống lúa OM4900 với thời gian sinh trưởng 95 – 

105 ngày, lúa sinh trưởng và phát triển bình thường trong điều kiện vụ Hè Thu sớm năm 

2018. Trong vụ Hè Thu sớm, ruộng lúa xuất hiện một số sâu, bệnh hại như: bệnh đạo ôn 

lá (20 NSKS), bệnh đốm nâu (35 NSKS), sâu cuốn lá (30 NSKS) và một số sâu bệnh khác 

nhưng không đáng kể. Vào gần thời điểm xử lý TKT, thời tiết xuất hiện mưa nhiều, đặc 

biệt vào buổi chiều nên phải tiến hành xử lý TKT và lây bệnh nhân tạo vào buổi sáng (kết 

thúc xử lí TKT trước 8 giờ 30 phút sáng). Kết quả thí nghiệm được thể hiện qua tỷ lệ hạt 

bệnh trên bông (Bảng 4.18), mật số TKT trên bông (Bảng 4.19), hiệu quả giảm bệnh 

(Bảng 4.20) và thành phần năng suất (Bảng 4.21) giữa các nghiệm thức có sự khác biệt ý 

nghĩa 5% qua các thời điểm khảo sát. 

4.4.2.2 Tỷ lệ hạt bệnh trên bông 

Kết quả Bảng 4.18 cho thấy các nghiệm thức có xử lý TKT có tỷ lệ hạt bệnh trên 

bông thấp hơn và khác biệt về ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức đối chứng không có 

xử lý TKT. Nhìn chung hai nghiệm thức xử lý TKT ФBurAG58 hoặc HH TKT ở mật số 
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108 pfu/ml cho hiệu quả cao hơn thông qua có tỷ lệ hạt bệnh thấp hơn và khác biệt ý 

nghĩa so với nghiệm thức đối chứng không xử lý TKT. 

Ở thời điểm 10 NSKLB, cả 4 nghiệm thức xử lý TKT và nghiệm thức Oxolinic axit 

đều có tỷ lệ hạt bệnh trên bông thấp hơn nghiệm thức đối chứng. Tuy nhiên, nghiệm thức 

HH TKT ở mật số 107 pfu/ml không khác biệt ý nghĩa so với nghiệm thức đối chứng 

(Hình 4.13). 

Đến thời điểm 15 NSKLB, tỷ lệ hạt bệnh trên bông của tất cả các nghiệm thức đều 

tăng, dao động trong khoảng 21,86% đến 38,41%. Trong đó 4 nghiệm thức TKT ở mật số 

108 và 107 pfu/ml và nghiệm thức Oxolinic axit có tỷ lệ hạt bệnh thấp hơn và khác biệt ý 

nghĩa so với nghiệm thức đối chứng, nghiệm thức xử lý HH TKT mật số 107 pfu/ml vẫn 

không khác biệt so với nghiệm thức đối chứng. 

Đến giai đoạn 20 NSKLB, 2 nghiệm thức ФBurAG58 và HH TKT ở mật số108 

pfu/ml có tỷ lệ hạt bệnh trên bông thấp và khác biệt ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức 

HH TKT mật số 107 pfu/ml. 

Qua 3 thời điểm khảo sát, có thể thấy tỷ lệ hạt bệnh trên bông ở tất cả nghiệm thức 

đều tăng. Trong đó, 2 nghiệm thức ФBurAG58 và HH TKT ở mật số 108 pfu/ml lại tăng 

không đáng kể so với các nghiệm thức còn lại. Cụ thể từ 19,49% lên 23,88% ở nghiệm 

thức ФBurAG58 mật số 108 pfu/mL và 21,36 lên 26,63% ở nghiệm thức xử lý HH TKT 

so với đối chứng là tăng từ 35,98% lên 53,42% 

Mặt khác, chỉ số AUDPC của các nghiệm thức xử lý TKT và Oxolinic axit đều thấp 

hơn và khác biệt so với đối chứng. Trong đó chỉ số AUDPC ở 3 nghiệm thức ФBurAG58 

(108 và 107 pfu/ml), HH TKT (108 pfu/ml) thấp hơn và khác biệt so với nghiệm thức HH 

TKT (107pfu/mL). Cả ba nghiệm thức này tương đương và không khác biệt so với 

nghiệm thức xử lý Oxolinic axit. 
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Bảng 4.18 Tỷ lệ hạt bệnh trên bông của các nghiệm thức qua các thời điểm  

Nghiệm thức 
Tỷ lệ hạt bệnh trên bông (%) 

AUDPC 
10 NSKLB 15 NSKLB 20NSKLB 

ФBurAG58 (108 pfu/ml) 19,49 b 22,62 b 23,88    d 213,7  c 

ФBurAG58 (107 pfu/ml) 18,29 b 26,16 b 30,48   cd 233,0  c 

HH TKT (108 pfu/ml) 21,36 b 21,86 b 26,63    d 228,0  c 

HH TKT (107 pfu/ml) 29,05ab 30,32ab 41,59 b 325,0 b 

Oxolinic axit 22,69 b 25,43 b 39,83 bc 276,6 bc 

Đối chứng 35,98a 38,41a 53,42a 409,5a 

Mức ý nghĩa * * * * 

CV (%) 17,96 12,14 12,2 17,34 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang arcsin trước khi xử lý số liệu thống kê. Các số trung bình trong cùng một cột 

những số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử Duncan, * khác biệt ở 

mức ý nghĩa 5%, NSKLB: ngày sau khi lây bệnh. HH TKT: hỗn hợp 3 TKT (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a) 

4.4.2.3 Khả năng tồn tại của thực khuẩn thể trên bông 

Khảo sát sự tồn tại và phát triển của TKT trên bông lúa của các nghiệm thức được 

biểu hiện qua mật số của từng dòng TKT tại 3 thời điểm khảo sát (0 GSKLB, 24 GSKLB 

và 7 NSKLB). Kết quả từng thời điểm được thể hiện qua Bảng 4.19. 

Tại thời điểm 0 GSKXL, 4 nghiệm thức được xử lý TKT chưa biểu hiện sự khác 

biệt thông qua log (pfu/g) dao động từ 3,71 – 4,45. Hai nghiệm thức không xử lý TKT là 

Oxolinic axit và đối chứng không có sự tồn tại TKT chứng tỏ rằng hai nghiệm thức này 

không có sự nhiễm chéo của các nghiệm thức được xử lý TKT. 

Vào thời điểm 24 GSKXL, cả bốn nghiệm thức xử lý TKT có log mật số TKT dao 

động từ 3,41 đến 4,42 cao hơn và khác biệt với nghiệm thức oxolinic axit và đối chứng 

với log mật số TKT là 0,00. Trong đó, nghiệm thức xử lý HH TKT ở mật số 108 pfu/ml 

với log (pfu/ml) là 4,42 cao hơn và khác biệt ý nghĩa thống kê với các nghiệm thức 

ФBurAG58 (107pfu/ml, 108pfu/ml) và HH TKT (107pfu/ml) với log mật số TKT (pfu/ml) lần 

lượt là 3,41; 3,63 và 3,52.  

Vào thời điểm 7 NSKLB cả 5 nghiệm thức có log mật số TKT từ 4,49 đến 6,21 tương 

đương và không khác biệt về mặt thống kê. Tuy nhiên tại thời điểm này nghiệm thức 

oxolinic axt và đối chứng không được xử lý TKT nhưng có sự tồn tại của TKT có thể do sự 

nhiễm chéo hoặc ngoài tự nhiên đã có sự xuất hiện TKT tiêu diệt vi khuẩn B. glumae. 
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Bảng 4.19 Mật số thực khuẩn thể trên bông qua các thời điểm khảo sát 

Nghiệm thức 

Log (pfu/g) 

0 GSKXL 24 GSKXL 

ФBurAG58 (108 pfu/ml) 3,84a  3,41  b  

ФBurAG58 (107 pfu/ml) 4,45a  3,63  b  

HH TKT (108 pfu/ml) 3,95a  4,42a  

HH TKT (107 pfu/ml) 3,71a 3,52  b  

Oxolinic axit 0,00  b  0,00    c 

Đối chứng 0,00  b 0,00    c 

CV (%) 18,17 12,98 
Mức ý nghĩa * * 

Ghi chú: Các số trung bình trong cùng một cột những số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không 

khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử Duncan, * khác biệt ở mức ý nghĩa 5%, NSKXL: ngày sau 

khi xử lý. HH TKT: hỗn hợp 3 TKT (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a) 

 

4.4.2.4 Hiệu quả giảm bệnh 

Ở thời điểm 10 và 15 NSKLB, Bảng 4.20 đã ghi nhận tất cả các nghiệm thức đều 

cho hiệu quả giảm bệnh tương đương với nhau, không có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê 

của hiệu quả giảm bệnh giữa các nghiệm thức. Hiệu quả giảm bệnh dao động từ 18,31% – 

47,68% ở thời điểm 10 NSKLB và từ 21,25% - 43,13% ở thời điểm 15 NSKLB. 

Đến thời điểm 20 NSKLB, 2 nghiệm thức ФBurAG58 và HH TKT ở mật số 108 

pfu/ml vẫn có phần trăm hiệu quả giảm bệnh cao nhất nhưng thời điểm này 2 nghiệm thức 

này có sự khác biệt ý nghĩa so với 2 nghiệm thức HH TKT ở mật số 107 pfu/ml và 

Oxolinic axit, hiệu quả tương đương so với nghiệm thức ФBurAG58 mật số 107pfu/ml. 

Nhìn chung, qua 3 thời điểm khảo sát trong 4 nghiệm thức xử lý TKT có 3 nghiệm 

thức gồm ФBurAG58 (108 và 107 pfu/ml), hoặc HH TKT (108 pfu/ml) đều cho hiệu quả 

giảm bệnh từ 49,62% đến 55,46% ở thời điểm 20 NSKLB. Trong đó, 2 nghiệm thức 

ФBurAG58 và HH TKT (108 pfu/ml) cho hiệu quả cao nhất và ổn định qua các thời điểm. 

Như vậy, qua kết quả cho thấy khi xử lý TKT ở mật số càng cao thì hiệu quả giảm bệnh 

càng tốt. Theo Balogh (2007), mật số thực khuẩn thể có ảnh hưởng tới hiệu quả phòng trị 

bệnh cây trồng do vi khuẩn gây ra. Các nghiên cứu cho thấy thực khuẩn thể cần được áp 

dụng ở mật số cao sẽ kiểm soát hiệu quả bệnh. Tác giả đã áp dụng huyền phù thực khuẩn 

thể với mật số 106 và 108 pfu/ml làm giảm đáng kể bệnh đốm vi khuẩn trên cà chua, 

ngược lại áp dụng huyền phù TKT với mật số 104 pfu/ml thì không có kết quả khả quan. 

Qua Bảng 4.20 thấy rằng hai nghiệm thức xử lý TKT cho hiệu quả giảm bệnh cao hơn 
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nghiệm thức Oxolinic axit và có thể thay thế dần biện pháp hóa học trong phòng trừ bệnh 

hại cây trồng. 

 

Bảng 4.20 Hiệu quả giảm bệnh thối hạt của thực khuẩn thể qua các thời điểm khảo sát  

Nghiệm thức 
Hiệu quả giảm bệnh (%) 

10 NSKLB 15 NSKLB 20 NSKLB 

ФBurAG58 (108 pfu/ml) 43,76 40,97 55,46a 

ФBurAG58 (107 pfu/ml) 47,68 31,78 44,16ab 

HH TKT (108 pfu/ml) 39,69 43,13 49,62a 

HH TKT (107 pfu/ml) 18,31 21,25 21,92  b 

Oxolinic axit 39,37 33,78 25,58  b 

Mức ý nghĩa ns ns * 

CV (%) 54,27 50,73 38 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang arcsin trước khi xử lý số liệu thống kê. Các số trung bình trong cùng một cột những 

số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 5% trong phép thử Duncan, * khác biệt ở mức ý nghĩa 

5%, NSKLB: ngày sau khi lây bệnh. HH TKT: hỗn hợp 3 TKT (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a) 

 

4.4.2.5 Ảnh hưởng của các nghiệm thức xử lý thực khuẩn thể đến tỷ lệ hạt chắc và 

năng suất thực tế 

Kết quả Bảng 4.21 cho thấy các nghiệm thức xử lý TKT và thuốc hóa học Oxolinic 

axit đều có thành phần năng suất cao hơn và khác biệt so với nghiệm thức đối chứng. 

Ngoài ra, 2 nghiệm thức xử lý TKT ФBurAG58 (108 pfu/ml) và HH TKT (108 pfu/ml) 

khác biệt về ý nghĩa thống kê ở một số chỉ tiêu năng suất so với các nghiệm thức còn lại. 

Về chỉ tiêu tỷ lệ hạt chắc, tất cả các nghiệm thức xử lý TKT đều có tỷ lệ hạt chắc 

cao hơn và khác biệt ý nghĩa thống kê so với đối chứng. Hai nghiệm thức HH TKT và 

ФBurAG58 ở mật số 108 pfu/ml có tỷ lệ hạt chắc lần lượt là 77,55% và 73,60% cao hơn và 

khác biệt so với nghiệm thức Oxolinic axit. 

Về năng suất thực tế, tất cả các nghiệm thức đều có năng suất cao hơn và khác biệt 

so với nghiệm thức đối chứng. Trong đó, nghiệm thức HH TKT ở mật số 108 pfu/ml có 

năng suất cao nhất (3,67 tấn/ha) và khác biệt so với HH TKT (2,94 tấn/ha), tuy nhiên lại 

không khác biệt so với nghiệm thức xử lý TKT ФBurAG58 ở mật số108 pfu/ml (3,30 

tấn/ha) và Oxolinic axit (3,26 tấn/ha). 
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Bảng 4.21 Chỉ tiêu năng suất lúa vụ Hè Thu Sớm 2018 

Nghiệm thức 
Chỉ tiêu năng suất 

Tỷ lệ hạt chắc/bông (%) Năng suất thực tế (tấn/ha) 

ФBurAG58 (108 pfu/ml) 73,60ab 3,30ab 

ФBurAG58 (107 pfu/ml) 60,04  c 2,91 b 

HH TKT (108 pfu/ml) 77,55a 3,67a 

HH TKT (107 pfu/ml) 56,83   c 2,94 b 

Oxolinic axit 65,28  bc 3,26ab 

Đối chứng 46,62    d 1,67  c 

Mức ý nghĩa * * 

CV(%) 9,96 14,43 
Ghi chú: Các số trung bình trong cùng một cột những số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở 

mức ý nghĩa 5% trong phép thử Duncan, * khác biệt ở mức ý nghĩa 5%, NSKLB: ngày sau khi lây bệnh. HH TKT: 

hỗn hợp 3 TKT (ФBurVL34, ФBurAG58, ФBurDT47a) 

 

Tóm lại qua kết quả đánh giá hiệu quả phòng trị bệnh thối hạt lúa bằng TKT qua 2 

vụ lúa (Đông Xuân và Hè Thu sớm) đã nhận thấy rằng TKT đơn hay HH TKT có hiệu 

quả phòng trị bệnh trong điều kiện lây bệnh nhân tạo dòng vi khuẩn B. glumae DT46 và 

tương đương thuốc hóa học. Đặc biệt HH TKT phát huy hiệu quả rỏ hơn sử dụng TKT 

đơn có thể liên quan đến khả năng kí sinh của HH TKT vì ngoài dòng vi khuẩn B. glumae 

DT46 được lây bệnh nhân tạo thì ở điều kiện ngoài đồng là một không gian mở nên có thể 

tồn tại nhiều dòng vi khuẩn B. glumae khác nhau, vì thế HH TKT đã sở hữu nhiều cơ chế 

kí sinh khác nhau nên HH TKT gia tăng hiệu quả hơn TKT đơn. Ngoài ra, từ kết quả so 

sánh bốn mật số TKT khác nhau (gồm 105 pfu/ml, 106 pfu/ml, 107 pfu/ml, 108 pfu/ml) 

trong kết quả nhà lưới đã tìm ra mật số 108 pfu/ml là mật số TKT cho hiệu quả phòng trị 

cao nhất và khác biệt với ba mật số TKT còn lại nên đây là mật số TKT tối ưu để phòng 

trị bệnh thối hạt và dễ dàng nhân nuôi đạt mật số khi áp dụng vào sản xuất. Cuối cùng, 

thật may mắn TKT thuộc họ Podoviridae là họ có thể thích ứng cao trong điều kiện khô 

hạn và xử lý TKT vào bông lúa thì mật số TKT giảm nhưng duy trì và thể hiện hiệu quả 

cao. Chính vì ba lý do trên nên nhận thấy rằng HH TKT luôn thể hiện hiệu quả phòng trị 

bệnh thối hạt lúa cả hai vụ Đông Xuân và Hè Thu sớm. Bên cạnh đó, ưu điểm của việc áp 

dụng TKT sẽ không gây ô nhiễm môi trường, không ảnh hưởng đến sức khỏe con người, 

và đặc biệt là không tiêu diệt các vi khuẩn có lợi. Kết quả nghiên cứu này đã khẳng định 

được hiệu quả của thực khuẩn thể trong phòng trị bệnh thối hạt trên lúa ở điều kiện ngoài 
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đồng, mở ra hướng ứng dụng liệu pháp TKT trong phòng trừ bệnh hại vi khuẩn trong điều 

kiện canh tác lúa theo hướng hữu cơ ở Việt nam.  

Vì vậy, từ kết quả nghiên cứu này có thể đề xuất để phòng trị bệnh thối hạt do vi 

khuẩn B. glumae ở điều kiện ngoài đồng nên phun thực khuẩn thể hai lần: (1) giai đoạn 

lúa vừa mới trổ (trổ khoảng 5%) vào buổi chiều ở mật số 108 pfu/ml và (2) giai đoạn lúa 

trổ đều sẽ cho hiệu quả giảm bệnh tương đương hoặc cao hơn thuốc hóa học axit oxolinic.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ФBurAG58 (108 pfu/ml) HH TKT (108 pfu/ml) 

Oxolinic axit Đối chứng 

Hình 4.13: Hiệu quả của TKT phòng trị bệnh thối hạt lúa do vi khuẩn B. glumae DT46 

vào thời điểm 10 NSKLB trong vụ Hè Thu sớm 2018 

HH TKT (107 pfu/ml) 

ФBurAG58 (107 pfu/ml) 



 

124 

 

 

 

4.5 Nội dung 5: Khảo sát điều kiện nhân nuôi thực khuẩn thể triển vọng 

Dựa vào hiệu quả phòng trừ bệnh thối hạt của TKT ở điều kiện ngoài đồng cao 

cùng với tính an toàn của các dòng TKT này, thấy rằng đây là một tác nhân phòng trừ 

sinh học tiềm năng nhằm ứng dụng vào thực tế sản xuất nhằm giảm lượng thuốc hóa học 

được sử dụng vào giai đoạn lúa trổ lẹc xẹc hoặc lúa trổ đều vào vụ Hè Thu và Thu Đông. 

Thực tế, phương pháp nhân nuôi TKT được sử dụng trong các thí nghiệm trên đạt mật số 

TKT chỉ đủ để sử dụng ở diện tích hẹp. Vì vậy để tăng khả năng ứng dụng TKT vào thực 

tế sản xuất cần tiếp tục khảo sát các điều kiện nhân nuôi TKT nhằm đạt được mật số cao. 

Vì vậy, tiếp tục khảo sát một số điều kiện nhân nuôi ảnh hưởng mật số TKT như môi 

trường tối hảo, thời điểm cấy vi khuẩn kí chủ, chỉ số MOI và nhiệt độ là những yếu tố chủ 

yếu để thiết lập mật số TKT cao. 

4.5.1 Kết quả khảo sát các loại môi trường lên khả năng nhân mật số thực khuẩn thể 

Kết quả khảo sát mật số của dòng TKT ФBurAG58 trên 4 loại môi trường gồm 

King’s B, Nutrient, PDA, và PDA + peptone khác nhau ở mức ý nghĩa 5% qua các thời 

điểm khảo sát (Bảng 4.22). 

Ở thời điểm 24 giờ sau khi bố trí, ba loại môi trường gồm King’sB, Nutrient, PDA+ 

Peptone cho log mật số TKT lần lượt là 10, 41; 10, 43 và 10, 67 cao hơn và khác biệt với 

môi trường PDA với log mật số TKT là 9,52.  

Tương tự thời điểm 48 giờ, 72 giờ và 96 giờ, ba loại môi trường gồm King’sB, 

Nutrient, PDA+ Peptone cho log mật số TKT cao hơn và khác biệt với môi trường PDA.  

Tóm lại, qua kết quả khảo sát bốn loại môi trường (King’s B, Nutrient, PDA, và 

PDA + peptone) có ba loại môi trường là King’s B, Nutrient và PDA + peptone cho log 

mật số TKT cao và tương đương nhau ở thời điểm 24 giờ sau khi bố trí, tuy nhiên qua các 

thời điểm sau log mật số TKT giảm. Về mặt dinh dưỡng cả ba loại môi trường có hàm 

lượng dinh dưỡng cao như King’s B, Nutrient, và PDA+ peptone với thành phần peptone 

là điều kiện thích hợp nhân nuôi vi khuẩn. Tương tự theo nghiên cứu của Kim et al., 

(2021) thấy rằng peptone ảnh hưởng đến sự hấp phụ của TKT vào vi khuẩn 

Staphylococcus aureus cụ thể khi bổ sung peptone (0,4g/lít) vào môi trường sẽ gia tăng 

100 lần khả năng TKT hấp phụ vào vi khuẩn kí chủ, do đó có thể là lí do mà ba loại môi 

trường này có log mật số TKT cao. Đối với môi trường PDA có thể dinh dưỡng không 

thích hợp cho vi khuẩn phát triển (không chứa peptone) cũng như không có chất hỗ trợ 

TKT hấp phụ vào vi khuẩn vì vậy có thể là lí do môi trường PDA có log mật số TKT thấp 
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hơn và khác biệt với môi trường còn lại. Tóm lại, chọn môi ba loại môi trường gồm 

King’s B, Nutrient, hoặc PDA + peptone cho các nghiên cứu nhân nuôi TKT tiếp theo. 

Tuy nhiên, về kinh tế cũng như vật liệu sẵn có trong nghiên cứu, tiếp tục sử dụng môi 

trường King’s B cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Bảng 4.22 Ảnh hưởng các loại môi trường đến mật số thực khuẩn thể ФBurAG58 

Nghiệm thức Log (pfu/ml) 

24 giờ 48 giờ  72 giờ 96 giờ 

King’s B 10,41a 10,31a 10,19a 9,95a 

Nutrient  10,43a 10,25a 9,84ab 9,65a 

PDA 9,52   b  9,49   b 9,19 b 8,35  b 

PDA + Peptone  10,67a 10,42a 10,05a 10,07a 

Mức ý nghĩa * * * * 

CV (%) 1,65 2,68 3,60 4,0 

Ghi chú: Trong cùng một cột những số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức 

ý nghĩa 5% trong phép thử Duncan* khác biệt ở mức ý nghĩa 5% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 4.14: Mật số thực khuẩn thể trên bốn loại môi trường với hệ số pha loãng 

10-7 tại thời điểm 72 giờ sau khi bố trí 

King B Nutrient 

PDA PDA + Peptone 
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4.5.2 Kết quả khảo sát thời gian cấy thực khuẩn thể lên khả năng nhân mật số thực khuẩn thể 

Kết quả khảo sát thời gian cấy TKT ФBurAG58 trên môi trường King’s B (lỏng và 

0,8% agar) được thể hiện tại Bảng 4.23 qua ba thời điểm khảo sát (24 giờ, 48 giờ và 72 

giờ), giữa các nghiệm thức có sự khác biệt ở mức ý nghĩa 5%. 

       Về thời điểm nuôi cấy TKT ФBurAG58, qua trung bình thời điểm gồm cấy vi khuẩn 

trước 16 giờ sau đó bổ sung TKT và cấy TKT cùng lúc cấy vi khuẩn đã ghi nhận cấy vi 

khuẩn trước 16 giờ sau đó bổ sung TKT có log mật số TKT cao hơn và khác biệt với 

nghiệm thức cấy vi khuẩn và TKT cùng lúc qua ba thời điểm ghi nhận (24 giờ, 36 giờ và 

48 giờ). 

Về môi trường nuôi cấy TKT ФBurAG58, qua trung bình hai dạng môi trường 

King’s B lỏng và 0,8% agar qua ba thời điểm đã nhận thấy rằng môi trường King’s B 

lỏng có log mật số TKT cao hơn và khác biệt với môi trường King’s B 0,8% agar. 

Do có sự tương tác giữa môi trường và thời điểm cấy vi khuẩn nên một số nghiệm 

thức có sự khác biệt so với trung bình. Cụ thể qua ba thời điểm 24, 48 và 72 giờ sau khi 

nhân nuôi, trong điều kiện nuôi cấy vi khuẩn và TKT cùng lúc thì môi trường King’s B 

lỏng và môi trường 0,8% agar không khác nhau về mật số TKT thu được và khác so với 

trung bình. Ngoài ra ở thời điểm 48 giờ, trong cùng loại môi trường nuôi cấy King’s B 

0,8% agar thì thời điểm cấy vi khuẩn trước 16 giờ và cấy vi khuẩn cùng lúc TKT thì mật 

số TKT nhân nuôi đạt được không khác biệt nhau và khác so với trung bình. 

Tóm lại, qua kết quả khảo sát hai thời điểm cấy TKT (cấy vi khuẩn trước16 giờ và 

cấy TKT cùng lúc vi khuẩn) trên môi trường King’B ở hai dạng lỏng và 0,8% agar đã tìm 

ra cấy vi khuẩn trước 16 giờ trên môi trường lỏng cho log mật số TKT cao hơn và khác 

biệt với các điều kiện còn lại. Bên cạnh đó, nhân nuôi TKT trên môi trường King’B lỏng 

có mật số TKT cao hơn trên môi trường King’s B 0,8% agar. 
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Bảng 4.23 Ảnh hưởng điều kiện nhân nuôi đến mật số thực khuẩn thể ФBurAG58 

Tổ hợp nghiệm thức Log (mật số TKT, pfu/ml) ở các thời gian nhân nuôi 

24 giờ 36 giờ 48 giờ 

Môi trường lỏng/trước 16 giờ 10,43a 10,65a 9,35a 

Môi trường 0,8% agar/ trước 16 giờ 9,02   b 8,47    b 8,07  b 

Môi trường lỏng/cùng lúc 7,60     c 7,90    b 7,57    c 

Môi trường 0,8% agar/ cùng lúc 7,52     c 8,12    b 7,60    c 

TB(A): Dạng môi trường    

Môi trường lỏng 9,01A 9,27A 8,46A 

Môi trường 0,8% agar 8,27  B 8,30  B 7,83  B 

TB(B): thời điểm cấy vi khuẩn    

Cấy vi khuẩn trước 16 giờ 9,75A 9,56 A 8,71A 

Cấy vi khuẩn và TKT cùng lúc 7,56  B 8,13  B 7,58   B 

F(A): Môi trường ** ** ** 

F(B): Thời gian cấy vi khuẩn ** ** ** 

F(AXB) ** ** ** 

CV(%) 3,03 3,89 4,99 

Ghi chú: Số liệu được chuyển sang log (mật số) trước khi xử lý thống kê. Các số trung bình trong cùng 

một cột theo sau bởi những chữ cái giống nhau thì không khác biệt ở mức ý nghĩa 1% trong phép thử 

Duncan.  

**: khác biệt mức ý nghĩa 1%; 
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Hình 4. 15: Mật số thực khuẩn thể ở các nghiệm thức với hệ số pha loãng 10-6 tại thời điểm 24 giờ 

Nuôi vi khuẩn trước 16 giờ trên môi trường KB0,8% Nuôi vi khuẩn trước 16 giờ trên môi trường KB lỏng 

Vi khuẩn và TKT cùng lúc trên KB lỏng 

 

Vi khuẩn và TKT cùng lúc trên KB 0,8% 
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4.5.3 Kết quả khảo sát chỉ số MOI ảnh hướng đến khả năng nhân mật số của dòng 

thực khuẩn thể triển vọng 

Kết quả khảo sát chỉ số MOI (0,01; 0,1 và 1) đến mật số TKT ФBurAG58 cũng như 

chỉ số OD600nm thể hiện độ đục của huyền phù vi khuẩn chỉ thị cho mật số vi khuẩn trog 

môi trường lỏng thể hiện qua Bảng 4.24 thấy rằng cả ba chỉ số có sự khác biệt ý nghĩa 5% 

cụ thể như sau: 

Vào thời điểm 6 giờ sau khi bố trí thấy rằng cả ba chỉ số MOI (0,01; 0,1 và 1) có log 

mật số TKT từ 8,54 đến 9,18 tương đương và không khác biệt ở mức ý nghĩa 5%. 

Đến thời điểm 24 giờ sau khi bố trí, giữa ba chỉ số có sự khác biệt nhau với log mật 

số TKT dao động từ 9,08 đến 10,00. Trong đó chỉ số MOI là 1,0 cho log mật số TKT 

bằng 10,00 cao hơn và khác biệt với chỉ số MOI là 0,01 và 0,1 với log mật số TKT lần 

lượt là 9,08 và 9,18. 

Song song đó, vào thời điểm 6 giờ sau khi bố trí cũng được thể hiện qua giá trị 

OD600nm giữa các nghiệm thức có sự khác biệt ý nghĩa 5%. Trong đó chỉ số OD là 1,00 có 

giá trị OD là 0,43 cao hơn và khác biệt với chỉ số MOI với chỉ số 0,001 và 0,1 với giá trị 

OD lần lượt là 0,24 và 0,26. 

Đến thời điểm 24 giờ sau khi bố trí cả hai nghiệm thức có chỉ số MOI là 0,1 và 1,0 

có giá trị OD lần lượt là 1,48 và 1,48 cao hơn và khác biệt với chỉ số MOI là 0,01 với giá 

trị OD là 0,86. 

Tóm lại, qua ba chỉ số MOI (0,01, 0,1 và 1,0) qua 2 thời điểm khảo sát 6 giờ và 24 

giờ sau khi bố trí nhận thấy rằng chỉ số MOI bằng 1,0 cho log mật số TKT cao hơn hai chỉ 

số MOI 0,01 và 0,1. Bên cạnh đó, giá trị OD ở chỉ số MOI là 1,0 cao hơn hai chỉ số còn 

lại vào thời điểm 6 giờ vì OD thể hiện qua độ đục huyền phù mà chỉ số MOI bằng 1,0 tức 

là mật số TKT bằng với mật số vi khuẩn ban đầu thêm vào môi trường thử nghiệm cho 

nên độ đục huyền phù môi trường đục hơn hai nghiệm thức còn lại với chỉ số OD lần lượt 

là 0,01 và 0,1. Tương tự đến thời điểm 24 giờ sau khi bố trí vi khuẩn kí chủ tiếp tục gia 

tăng mật số thông qua giá trị OD cao thể hiện qua chỉ số MOI bằng 0,1 và 1,0 tương quan 

thuận với mật số TKT ở chỉ số MOI bằng 1,0 cao hơn hai nghiệm thức còn lại.  
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Bảng 4.24 Ảnh hưởng của  chỉ số MOI đến mật số thực khuẩn thể ФBurAG58 và OD  

Nghiệm thức 

OD Log (pfu/ml) 

6 giờ 24 giờ 6 giờ 24 giờ 

0,01 0,24 b  0,86  b 8,54 9,08    b  

0,1 0,26 b 1,48a 8,57 9,18    b  

1,0 0,43a    1,48a 9,18 10,00a 

Mức ý nghĩa * * ns * 

CV (%) 21,93 6,94 3,86 1,01 

Ghi chú: Trong cùng một cột những số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức ý 

nghĩa 5% trong phép thử Duncan* khác biệt ở mức ý nghĩa 5% 

4.5.4 Kết quả khảo sát nhiệt độ ảnh hưởng đến khả năng nhân mật số thực khuẩn thể triển vọng 

Kết quả Bảng 4.25 log mật số TKT ФBurAG58 được khảo sát ở 3 nhiệt độ gồm 

270C, 300C và 370C qua 4 thời điểm ghi nhận, các nghiệm thức có sự khác biệt ở thời 

điểm 3 giờ và 24 giờ sau khi bố trí. Tuy nhiên, tại thời điểm 6 giờ và 12 giờ giữa các 

nghiệm thức không có sự khác biệt ý nghĩa. 

Đến thời điểm 6 giờ và 12 giờ giữa ba nhiệt độ không khác biệt ý nghĩa về mặt 

thống kê 5%. 

Đến thời điểm 24 giờ sau khi bố trí, nhiệt độ 300C cho log mật số TKT ФBurAG58 

cao hơn và khác biệt với nhiệt độ 270C và 370C 

Tóm lại, nhiệt độ 300C là nhiệt độ thích hợp cho TKT ФBurAG58hơn nhiệt độ 270C 

và 370C thông qua log mật số TKT cao và ổn định qua các thời điểm quan sát. Có thể 

nhiệt độ 300C là nhiệt độ mà TKT ФBurAG58 tiếp xúc dễ dàng với vi khuẩn B. glumae. 

 

Bảng 4.25 Mật số thực khuẩn thể chịu ảnh hưởng bởi nhiệt độ qua các thời điểm khảo sát 

Nghiệm thức Log (pfu/ml) 

 6 giờ 12 giờ 24 giờ 

270C  9,97 9,20 9,26  b 

300C  10,13 9,16 9,62a 

370C  9,74 9,00 8,96    c 

Mức ý nghĩa  ns ns * 

CV (%)  2,24 1,69 1,47 

Ghi chú: Trong cùng một cột những số có cùng chữ cái theo sau giống nhau thì không khác biệt ở mức ý 

nghĩa 5% trong phép thử Duncan* khác biệt ở mức ý nghĩa 5% 
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Về kết quả khảo sát môi trường nhân nuôi TKT thấy rằng TKT ФBurAG58 nuôi 

trong môi trường King’B lỏng, Nutrient, PDA + Peptone cho mật số cao. Ngoài ra, thời 

điểm cấy vi khuẩn trước 16 giờ cho mật số TKT cao hơn cấy TKT cùng lúc vi khuẩn vì 

TKT là virut kí sinh chuyên tính tế bào vi khuẩn một cách bị động, cụ thể các bộ phận cấu 

tạo nên virut không có chức năng bơi tìm vi khuẩn kí chủ vì vậy mật số TKT cao hay thấp 

phụ thuộc rất nhiều vào mật số vi khuẩn kí chủ. Nếu mật số của vi khuẩn thấp hơn104- 

106 cfu/ml thì TKT không thể hấp phụ vào tế bào vi khuẩn (Balogh et al., 2010). Trong thí 

nghiệm này gia tăng mật số vi khuẩn bằng cách nuôi vi khuẩn trước 16 giờ sau đó bổ 

sung TKT nên mật số TKT cao hơn nghiệm thức bổ sung TKT và vi khuẩn cùng lúc. Kết 

quả này tương tự Rajnovic et al., (2019) cũng đã khảo sát nhiều mật số vi khuẩn khác 

nhau (106, 107, 108 cfu/ml) với nhiều mật số TKT khác nhau được thể hiện qua giá trị OD. 

Kết quả nhận thấy bổ sung vi khuẩn vào môi trường ở mật số 108 cfu/ml sau khoảng 15 

phút mật số TKT gia tăng trong khi bổ sung vi khuẩn ở mật số 107 cfu/ml thì TKT bắt đầu 

phân giải vi khuẩn khoảng 60 phút sau khi bố trí, tiếp tục ông đã bổ sung vi khuẩn ở mật 

số 106 cfu/ml đến khoảng 120 phút sau TKT mới bắt đầu phân giải vi khuẩn. Do đó với 

thí nghiệm này gia tăng mật số vi khuẩn kí chủ ngay thời điểm ban đầu là một trong 

những yếu tố quyết định mật số TKT cao hay thấp. Hơn nữa mật số vi khuẩn gia tăng cao 

cũng liên quan đến bản chất của môi trường nuôi cấy. Rõ ràng trong thí nghiệm này TKT 

được nuôi trong môi trường lỏng ở điều kiện lắc 100 rpm/phút dễ tăng mật số vi khuẩn kí 

chủ hơn môi trường 0,8% agar trong đĩa thạch. Vì vậy, mật số TKT cao khi bổ sung vi 

khuẩn trước 16 giờ trong môi trường lỏng ở điều kiện lắc 100 rpm/phút. 

Về chỉ số MOI trong thí nghiệm này với chỉ số MOI là 1,0 cho mật số TKT cao vào 

thời điểm 24 giờ sau khi bố trí. Kết quả này có thể liên quan đến khả năng TKT hấp phụ 

vào vi khuẩn kí chủ vì mật số TKT càng cao tức nghĩa tỷ lệ gặp nhau giữa TKT với vi 

khuẩn càng cao nên chỉ số MOI là 1 có mật số TKT cao hơn chỉ số MOI là 0,01 và 0,1 

vào thời điểm 24 giờ. 

Về nhiệt độ ảnh hưởng đến khả năng nhân mật số TKT, trong thí nghiệm này nhiệt 

độ 300C cho mật số TKT cao hơn nhiệt độ 270C và 370C. Thấy rằng ở nhiệt độ tối hảo để 

vi khuẩn B. glumae phát triển là 370C (Ham et al., 2011; Zhou-qi et al., 2016) nhưng 

nhiệt độ này lại cho mật số TKT thấp hơn nhiệt độ 300C. Lý do có thể liên quan đến màng 

bảo vệ sinh học (biofilm formation) của vi khuẩn B. glumae. Theo Pires et al., (2021) thấy 

rằng màng bảo vệ sinh học hình thành từ vi khuẩn là một trở ngại lớn cho TKT khuếch 

tán và hấp phụ vào vi khuẩn do đó có thể ở nhiệt độ 370C vi khuẩn B. glumae đã thiết lập 

màng bảo vệ sinh học nên TKT khó tiếp cận dẫn đến mật số TKT thấp. Cụ thể một nghiên 

cứu của González et al., (2018) về ảnh hưởng của màng biofilm đến khả năng khuếch tán 
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cũng như xâm nhập của 2 loại staphylophages (vB_SauM_phiIPLA-RODI và 

vB_SepM_phiIPLA-C1C). Kết quả ghi nhận rằng khả năng 2 TKT này xâm nhập vào vi 

khuẩn chịu ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố như mật số TKT ban đầu, sự hấp phụ của TKT 

vào vi khuẩn kí chủ, sự mẫn cảm của vi khuẩn. Do đó khi màng biofilm hình thành là một 

trong những trở ngại lớn nhằm phát triển một chế phẩm sinh học từ TKT. Do vậy nhiệt độ 

là một trong những yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến sự hình hình màng biofilm đến khả 

năng phân giải vi khuẩn. Vì thế 3 mức độ nhiệt độ trong thí nghiệm này một phần nào đó 

nói lên những trở ngại cũng như yếu tố ảnh hưởng gián tiếp đến nghiên cứu mật số TKT 

ФBurAG58 cao hay thấp. 

Tóm lại, qua các thí nghiệm về điều kiện nuôi cấy TKT ФBurAG58 đã khảo sát 

nhận thấy rằng TKT thích hợp môi trường giàu dinh dưỡng chứa thành phần peptone 

cũng như dạng môi trường lỏng thích hợp cho mật số TKT cao. Ngoài ra yếu tố mật số vi 

khuẩn kí chủ ban đầu, nhiệt độ và chỉ số MOI cũng là ba yếu tố cũng rất quan trọng góp 

phần nhân nuôi mật số TKT cao nhằm gia tăng mật số TKT để phát triển sản phẩm TKT 

trong tương lai giảm thiểu thuốc hóa học cũng đồng thời hạn chế sự kháng của vi khuẩn. 
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CHƯƠNG 5. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ XUẤT 

5.1 Kết luận 

- Phân lập được 112 dòng TKT và 60 dòng vi khuẩn gây bệnh thối hạt tại chín tỉnh 

đồng bằng sông Cửu Long của Việt Nam.  

- Đã chọn được 8 dòng thực khuẩn thể (ФBurTV25a, ФBurDT46, ФBurDT47a, 

ФBurDT47b, ФBurDT48a, ФBurVL34, ФBurVL39, ФBurAG58) có phổ kí sinh rộng 

trên 75% trong tổng số vi khuẩn gây bệnh thối hạt. 

- Xác định 6 dòng vi khuẩn gồm BurVL21, BurDT46, BurDT50, BurDT51, 

BurKG52 và BurKG57 mẫn cảm với các dòng thực khuẩn thể phân lập khoảng trên 55%, 

đồng thời xác định được 6 dòng vi khuẩn này là loài Burkholderia glumae bằng kỹ thuật 

sinh học phân tử với cặp mồi đặc hiệu 1416S/1414A. Trong đó, dòng vi khuẩn BurDT46 

được phân lập tại Đồng Tháp gây bệnh thối hạt cao hơn các dòng vi khuẩn còn lại trên 

giống lúa OM4900 trong điều kiện nhà lưới 

- Tuyển chọn được 4 dòng TKT (ФBurAG58, ФBurDT47a, ФBurDT48a, 

ФBurVL34) có khả năng phân giải B. glumae DT46 gây hại cao nhất. 

- Bốn dòng TKT đơn (ФBurVL 34, ФBurAG58, ФBurDT47a và ФBurDT48a) cũng 

như hỗn hợp 4 dòng TKT đều cho hiệu quả giảm bệnh thối hạt trên 31% ở điều kiện nhà 

lưới. Trong đó, dòng TKT ФBurAG58 cho hiệu quả giảm bệnh cao trên 70% khác biệt so với 

các nghiệm thức còn lại. Ngoài ra mật số TKT ở 108 pfu/ml với thời điểm áp dụng TKT 2 giờ 

trước khi lây bệnh hay phun TKT kết hợp 2 giờ trước khi lây bệnh và 5 ngày sau khi lây 

bệnh cho hiệu quả giảm bệnh cao.  

- Về hình thái của cả 3 dòng TKT (ФBurVL 34, ФBurAG58 và ФBurDT47a) dưới 

kính hiển vi điện tử (TEM) có đầu là khối đa diện và đuôi ngắn thuộc họ Podoviridae. Kết 

quả giải trình tự toàn bộ genome xác định được 3 dòng TKT đều thuộc nhóm TKT độc 

mang tính an toàn khi ứng dụng phòng trị ở điều kiện ngoài đồng. 
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- Áp dụng TKT ФBurAG58 và HH TKT (ФBurVL 34, ФBurAG58, và ФBurDT47a) ở mật 

số 108 pfu/ml đã cho hiệu quả giảm bệnh thối hạt trên 50% qua 2 vụ Đông Xuân và Hè Thu Sớm. 

- Xác định được môi trường King’s B, Nutrient, PDA + peptone là môi trường thích hợp 

nhân mật số TKT. Ngoài ra, thời điểm cấy vi khuẩn trước 16 giờ trên môi trường King’s B lỏng 

đạt mật số TKTcao. Hơn nữa, chỉ số MOI 1,0 cũng thích hợp cho mật số TKT ФBurAG58 

đạt tương ứng 1010 pfu/ml và Nhiệt độ 300C cũng phù hợp cho khả năng nhân mật số TKT. 

5.2  Đề xuất 

- Cần khảo nghiệm hiệu quả của HH TKT trong phòng trừ bệnh thối hạt trên diện 

tích rộng ở nhiều tỉnh ĐBSCL 

- Cần tiếp tục nghiên cứu điều kiện tồn trữ chế phẩm TKT dài hạn ở nhiệt độ phòng 

góp phần đưa ứng dụng TKT tiếp cận thực tiễn. 
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PHỤ CHƯƠNG 

 

Phụ bảng 1: Bảng ANOVA tỷ lệ bệnh thối hạt khi xử lý với sáu chủng vi khuẩn B. glumae 

tại thời điểm 5 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 4192,557 838,511 25,4278 0,0000 

Sai số 24  790,031  32,918   

Tổng cộng 29 4982,588    

CV (%) = 25,85 

Phụ bảng 2: Bảng ANOVA tỷ lệ bệnh thối hạtkhi xử lý với sáu chủng vi khuẩn B. glumae 

tại thời điểm 15 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 7196,169  1439,234  91,4665 0,0000 

Sai số 24  377,642    15,735   

Tổng cộng 29 7573,811    

CV (%) = 12,45 

Phụ bảng 3: Bảng ANOVA tỷ lệ bệnh thối hạtkhi xử lý với sáu chủng vi khuẩn B. glumae 

tại thời điểm 25 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 7931,253 1586,251 105,9507 0,0000 

Sai số 24  359,318   14,972   

Tổng cộng 29 8290,571    

CV (%) = 11,00 

Phụ bảng 4: Bảng ANOVA diện tích bên dưới đường cong tiến triển bệnh (AUDPC) khi xử 

lý với sáu chủng vi khuẩn B. glumae  

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 5513895,834 1102779,167 84,5742 0,0000 

Sai số 24  312940,456   13039,186   

Tổng cộng 29 5826836,290    

CV (%) = 19,96 
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Phụ bảng 5: Bảng ANOVA trung bình cấp bệnh khi xử lý với sáu chủng vi khuẩn B. glumae 

tại thời điểm 5 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 13,414 2,683  21,7813  0,0000 

Sai số 24  2,956 0,123   

Tổng cộng 29 16,370    

CV (%) = 23,98 

Phụ bảng 6: Bảng ANOVA trung bình cấp bệnh khi xử lý với sáu chủng vi khuẩn B. glumae 

tại thời điểm 15 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 36,847 7,396 58,7198 0,0000 

Sai số 24  3,012 0,125   

Tổng cộng 29 39,859    

CV (%) = 17,09 

Phụ bảng 7: Bảng ANOVA trung bình cấp bệnh khi xử lý với sáu chủng vi khuẩn B. glumae 

tại thời điểm 25 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 38,544 7,709 71,4287 0,0000 

Sai số 24  2,590 0,108   

Tổng cộng 29 41,134    

CV (%) = 14,52 

Phụ bảng 8: Bảng ANOVA ảnh hưởng của sáu chủng vi khuẩn B. glumae đến số hạt chắc/bông 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 14428,273 2885,655 41,0387 0,0000 

Sai số 24  1687,572   70,315   

Tổng cộng 29 16115,845    

CV (%) = 10,08 

 

 

 

 



 

147 

 

Phụ bảng 9: Bảng ANOVA ảnh hưởng của sáu chủng vi khuẩn B. glumae đến tỷ lệ hạt chắc  

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 2888,364 577,673 198,0997 0,0000 

Sai số 24   69,986   2,916   

Tổng cộng 29 2958,350    

CV (%) = 3,11 

Phụ bảng 10: Bảng ANOVA ảnh hưởng của sáu chủng vi khuẩn B. glumae đến trọng lượng 1000 hạt 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5  28,632 5,725 1,5513 0,2117 

Sai số 24  88,564 3,690   

Tổng cộng 29 117,186    

CV (%) = 7,76 

Phụ bảng 11: Bảng ANOVA ảnh hưởng của sáu chủng vi khuẩn B. glumae đến năng suất thực tế 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 711,981 142,396 12,4093 0,0000 

Sai số 24 275,399  11,475   

Tổng cộng 29 987,379    

CV (%) = 12,60 

Phụ bảng 12: Bảng ANOVA đường kính đốm tan ở thời điểm 24 giờ 
   

Nguồn biến động Độ tự do 

Tổng bình Trung bình 

Giá trị F Xác suất 
phương bình phương     

      

Nghiệm thức 7 20,396 2,914 39,0874 0,0000 

Sai số 16 1,193 0,075   
      

Tổng cộng 23 21,589    
      

CV (%) = 8,92 
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Phụ bảng 13: Bảng ANOVA đường kính đốm tan ở thời điểm 36 giờ 
   

Nguồn biến động Độ tự do 

Tổng bình Trung bình 

Giá trị F Xác suất 
phương bình phương     

      

Nghiệm thức 7 27,403 3,915 65,0597 0,0000 

Sai số 16 0,963 0,060   
      

Tổng cộng 23 28,366    
      

CV (%) = 6,58 

      

Phụ bảng 14: Bảng ANOVA đường kính đốm 

 tan ở thời điểm 48 giờ 
   

Nguồn biến động Độ tự do 

Tổng bình Trung bình 

Giá trị F Xác suất 
phương bình phương     

      

Nghiệm thức 7 41,293 5,899 89,8747 0,0000 

Sai số 16 1,050 0,066   
      

Tổng cộng 23 42,343    
      

CV (%) = 6,16 

      

Phụ bảng 15: Bảng ANOVA tỷ lệ bệnh thối hạtkhi xử lý với các dòng TKT tại thời điểm 10 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 1246,140 249,228 31,9159 0,0000 

Sai số 18  140,560   7,809   

Tổng cộng 23 1386,700    

CV (%) = 11,93 

 

Phụ bảng 16: Bảng ANOVA tỷ lệ bệnh thối hạtkhi xử lý với các dòng TKT tại thời điểm 15 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 2190,674 438,135 21,4100 0,0000 

Sai số 18  368,352  20,564   

Tổng cộng 23 2559,026    

CV (%) = 14,99 
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Phụ bảng 17: Bảng ANOVA tỷ lệ bệnh thối hạtkhi xử lý với các dòng TKT tại thời điểm 20 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 2290,915 458,183 358,1887 0,0000 

Sai số 18   23,025   1,279   

Tổng cộng 23 2313,940    

CV (%) = 3,02 

 

Phụ bảng 18: Bảng ANOVA trung bình cấp bệnh khi xử lý với các dòng TKT tại thời điểm 5 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 4,772 0,954 26,9482 0,0000 

Sai số 18 0,638 0,035   

Tổng cộng 23 5,410    

CV (%) = 18,90 

 

Phụ bảng 19: Bảng ANOVA trung bình cấp bệnh khi xử lý với các dòng TKT tại thời điểm 10 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 5,692 1,138 22,9120 0,0000 

Sai số 18 0,894 0,050   

Tổng cộng 23 6,587    

CV (%) = 16,44 

 

Phụ bảng 20: Bảng ANOVA trung bình cấp bệnh khi xử lý với các dòng TKT tại thời điểm 15 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 14,377 2,875 19,2945 0,0000 

Sai số 18  2,683 0,149   

Tổng cộng 23  17,06    

CV (%) = 21,20 
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Phụ bảng 21: Bảng ANOVA mật số của các dòng TKT tồn tại trên bông tại thời điểm 0 GSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 4 0,123 0,031 0,3367  

Sai số 15 1,374 0,098   

Tổng cộng 19 1,497    

CV (%) = 5,77 

 

Phụ bảng 22: Bảng ANOVA mật số của các dòng TKT tồn tại trên bông tại thời điểm 12 GSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 4 15,430 3,857 24,1333 0,0000 

Sai số 15  2,398 0,150   

Tổng cộng 19 17,827    

CV (%) = 5,23 

 

Phụ bảng 23: Bảng ANOVA mật số của các dòng TKT tồn tại trên bông tại thời điểm 24 GSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 4 11,267 2,807 27,6158 0,0000 

Sai số 15  1,530 0,098   

Tổng cộng 19 12,797    

CV (%) = 5,53 

 

Phụ bảng 24: Bảng ANOVA mật số của các dòng TKT tồn tại trên bông tại thời điểm 7 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 4 9,010 2,253 31,7523 0,0000 

Sai số 15 1,064 0,071   

Tổng cộng 19 10,074    

CV (%) = 7,46 
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Phụ bảng 25: Bảng ANOVA hiệu quả giảm bệnh của các nghiệm thức xử lý TKT tại thời điểm 5 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 4 1959,389 489,847 50,5981 0,0000 

Sai số 15  145,217    9,681   

Tổng cộng 19 2104,606    

CV (%) = 5,45 

 

Phụ bảng 26: Bảng ANOVA hiệu quả giảm bệnh của các nghiệm thức xử lý TKT tại thời điểm 10 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 4 2148,910 537,227 9,7919 0,0004 

Sai số 15  822,970  54,865   

Tổng cộng 19 2971,880    

CV (%) = 14,22 

 

Phụ bảng 27: Bảng ANOVA hiệu quả giảm bệnh của các nghiệm thức xử lý TKT tại thời điểm 15 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 4 2382,231 595,558 6,4063 0,0033 

Sai số 15 1394,467  92,964   

Tổng cộng 19 3776,697    

CV (%) = 18,84 

 

Phụ bảng 28: Bảng ANOVA hiệu quả giảm bệnh của các nghiệm thức xử lý TKT tại thời điểm 20 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 4 779,234 194,808 82,1057 0,0000 

Sai số 15  35,590 2,373   

Tổng cộng 19     

CV (%) = 3,15 
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Phụ bảng 29: Bảng ANOVA ảnh hưởng của các dòng TKT đến số hạt chắc/bông 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 4325,007 865,001 176,7061 0,0000 

Sai số 18   88,113   4,895   

Tổng cộng 23 4413,120    

CV (%) = 2,67 

 

Phụ bảng 30: Bảng ANOVA ảnh hưởng của các dòng TKT đến tỷ lệ hạt chắc 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 1245,701 249,140 62,5089 0,0000 

Sai số 18   71,742   3,986   

Tổng cộng 23 1317,443    

CV (%) = 3,68 

 

Phụ bảng 31: Bảng ANOVA ảnh hưởng của của các dòng TKT đến trọng lượng 1000 hạt 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5  2,322 0,464 0,7193  

Sai số 18 11,621 0,646   

Tổng cộng 23     

CV (%) = 3,06 

 

Phụ bảng 32: Bảng ANOVA của các dòng TKT đến năng suất thực tế 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 5 490,228 98,046 16,0426 0,0000 

Sai số 18 110,008 6,112   

Tổng cộng 23     

CV (%) = 9,23 
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Phụ bảng 33: Thông số về trung bình nhiệt độ và ẩm độ ở vị trí bố trí thí nghiệm trong điều kiện nhà lưới 

 

 

 

 

 

 

Phụ bảng 34: Bảng ANOVA tỷ lệ bệnh trên bông khi xử lý với các mật số thực khuẩn thể 

khác nhau tại thời điểm 5 NSKLB 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 4 15,664 3,916 17,3156 0,0000 

Sai số 15 3,392 0,226   

Tổng cộng 19 19,056    

CV (%) = 23,80      

 

Phụ bảng 35: Bảng ANOVA tỷ lệ bệnh trên bông khi xử lý với các mật số thực khuẩn thể 

khác nhau tại thời điểm 10 NSKLB 

 

Phụ bảng 36: Bảng ANOVA tỷ lệ bệnh trên bông khi xử lý với các mật số thực khuẩn thể 

khác nhau tại thời điểm 15 NSKLB 

Thời gian Nhiệt độ (oC) Ẩm độ (%) 

7 - 8 (giờ) 29,00 67,00 

9 - 10 (giờ) 31,20 63,70 

12 - 13 (giờ) 37,70 40,00 

16 - 17 (giờ) 35,50 53,00 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 4 1730,260 432,565 80,6181 0,0000 

Sai số 15 80,484 5,366   

Tổng cộng 19 1810,744    

CV (%) = 8,38      

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 4 4883,235 1220,809 107,7456 0,0000 

Sai số 15 169,957 11,330   

Tổng cộng 19 5054,058    
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Phụ bảng 37: Bảng ANOVA tỷ lệ bệnh trên bông khi xử lý với các mật số thực khuẩn thể 

khác nhau tại thời điểm 20 NSKLB 

 

 

 

Phụ bảng 38: Bảng ANOVA diện tích bên dưới đường cong tiến triển bệnh (AUDPC) khi 

xử lý với các mật số thực khuẩn thể khác nhau 

 

Phụ bảng 39: Bảng ANOVA tỷ lệ bệnh trên bông của các thời điểm khảo sát khi xử lý với 

thực khuẩn thể tại thời điểm 5 NSKLB 

 

 

 

 

 

 

CV (%) = 8,96      

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 4 1947,588 486,897 92,5081 0,0000 

Sai số 15 78,949 5,263   

Tổng cộng 19 2026,538    

CV (%) = 7,20      

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 4 836990,874 209247,719     138,6618 0,0000 

Sai số 15 22635,756 1509,050   

Tổng cộng 19 859626,631    

CV (%) = 10,55      

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 3 1188,738 396,246 21,4793 0,0000 

Sai số 12 221,374 18,448   

Tổng cộng 15 1410,112    

CV (%) = 15,86      
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Phụ bảng 40: Bảng ANOVA tỷ lệ bệnh trên bông của các thời điểm khảo sát khi xử lý với 

thực khuẩn thể tại thời điểm 10 NSKLB 

 

Phụ bảng 41: Bảng ANOVA tỷ lệ bệnh trên bông của các thời điểm khảo sát khi xử lý với 

thực khuẩn thể tại thời điểm 15 NSKLB 

 

Phụ bảng 42: Bảng ANOVA diện tích bên dưới đường cong tiến triển bệnh (AUDPC) của 

các thời điểm khảo sát khi xử lý với thực khuẩn thể 

 

 

 

 

 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 3 2059,258 686,419 29,5382 0,0000 

Sai số 12 278,860 23,238   

Tổng cộng 15 2338,118    

CV (%) = 15,25      

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 3 2501,274 833,758 36,4184 0,0000 

Sai số 12 274,726 22,894   

Tổng cộng 15 2776.000    

CV (%) = 14,15      

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 3 442299,213 147433,071 36,0391 0,0000 

Sai số 12 49091,051 4090,921   

Tổng cộng 15 491390,263    

CV (%) = 22,49  
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Phụ bảng 43: Bảng ANOVA ảnh hưởng của các thời điểm khảo sát thực khuẩn thể đến 

tỷ lệ hạt chắc trên bông 
  

Nguồn biến động Độ tự do 

Tổng bình Trung bình 

Giá trị F Xác suất 
phương bình phương     

      

Nghiệm thức 3 5737,605 1912,535 95,5656 0,0000 

Sai số 12 240,153 20,013   
      

Tổng cộng 15 5977,758    
      

CV (%) = 6,37      

 

Phụ bảng 44: Bảng ANOVA mật số của thực khuẩn thể tồn tại trên bông tại thời điểm 0 GSKXL 

 

Phụ bảng 45: Bảng ANOVA mật số của thực khuẩn thể tồn tại trên bông tại thời điểm 12 GSKXL 

 

 

 

 

 

 

 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 2 0,131 0,065 0,2330 0,0000 

Sai số 9 2,528 0,281   

Tổng cộng 11 2,659    

CV (%) = 6,16      

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 2 13,991 6,995 24,9745 0,0002 

Sai số 9 2,521 0,280   

Tổng cộng 11 16,512    

CV (%) = 6,11      
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Phụ bảng 46: Bảng ANOVA mật số của thực khuẩn thể tồn tại trên bông tại thời điểm 24 GSKXL 

 

Phụ bảng 47: Bảng ANOVA mật số của thực khuẩn thể tồn tại trên bông tại thời điểm 15 NSKLB 

 

Phụ bảng 48: Bảng ANOVA tỷ lệ hạt bệnh trên bông khi xử lý các nghiệm thức khác nhau 

tại thời điểm 10 NSKLB vụ Đông Xuân 2017-2018 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 22,980 7,660 0,6360  

Nghiệm thức 3 658,917 219,639 18,2356 0,0004 

Sai số 9 108,400 12,044   

Tổng cộng 15 790,298    

CV(%): 15,89      

Phụ bảng 49: Bảng ANOVA tỷ lệ hạt bệnh trên bông khi xử lý các nghiệm thức khác nhau 

tại thời điểm 15 NSKLB vụ Đông Xuân 2017-2018 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 107,035   35,678 1,5704 0,2633 

Nghiệm thức 3 526,710 175,570 7,7281 0,0073 

Sai số 9 204,466 22,718   

Tổng cộng 15 838,211    

CV(%): 18,50      

 

 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 2 14,042 7,021 4,2294 0,0507 

Sai số 9 14,940 1,660   

Tổng cộng 11 28,982    

CV (%) = 19,10      

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 2 2,809 1,404 1,2608 0,3291 

Sai số 9 10,024 1,114   

Tổng cộng 11 12,833    

CV (%) = 18,79      
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Phụ bảng 50: Bảng ANOVA tỷ lệ hạt bệnh trên bông khi xử lý các nghiệm thức khác nhau 

tại thời điểm 20 NSKLB vụ Đông Xuân 2017-2018 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình bình 

phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 65,647    21,882 0,9884  

Nghiệm thức 3 514,183 171,394 7,7414 0,0073 

Sai số 9 199,260   22,140   

Tổng cộng 15 779,089    

CV(%): 16,58%      

Phụ bảng 51: Bảng ANOVA diện tích bên dưới đường cong tiến triển bệnh (AUDPC) khi 

xử lý ở các nghiệm thức vụ Đông Xuân 2017-2018 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình bình 

phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 887,985 295,995 0,1781  

Nghiệm thức 3 122847,023 40949,008 24,6376 0,0001 

Sai số 9 14958,479 1662,053   

Tổng cộng 15 138693,487    

CV(%): 20,79%      

Phụ bảng 52: Bảng ANOVA hiệu quả giảm bệnh khi xử lý ở các nghiệm thức khác nhau tại 

thời điểm 10 NSKLB vụ Đông Xuân 2017-2018 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình bình 

phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 473,744 157,915 3,8226 0,0763 

Nghiệm thức 2 161,244 80,622 1,9516 0,2224 

Sai số 6 247,867 41,311   

Tổng cộng 11 882,855    

CV(%):12,02%      

Phụ bảng 53: Bảng ANOVA hiệu quả giảm bệnh khi xử lý ở các nghiệm thức khác nhau tại 

thời điểm 15 NSKLB vụ Đông Xuân 2017-2018 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình bình 

phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 360,093   120,031   1,0475 0,4374 

Nghiệm thức 2 75,869 37,934    0,3310  

Sai số 6 687,540 114,590   

Tổng cộng 11 1123,501    

CV(%):22,70%      
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Phụ bảng 54: Bảng ANOVA hiệu quả giảm bệnh khi xử lý ở các nghiệm thức khác nhau tại 

thời điểm 20 NSKLB vụ Đông Xuân 2017-2018 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình bình 

phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 2109,307   703,102 6,5549 0,0254 

Nghiệm thức 2 456,019 228,010 2,1257 0,2005 

Sai số 6 643,586 107,264   

Tổng cộng 11 3208,912    

CV(%):24,50%      

Phụ bảng 55: Bảng ANOVA tỷ lệ hạt chắc/bông khi xử lý ở các nghiệm thức khác nhau lúc 

thu hoạch vụ Đông Xuân 2017-2018 

Nguồn biến 

động 
Độ tự do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 12,201 4,067 0,7468  

Nghiệm thức 3 91,128 30,376 5,5775 0,0193 

Sai số 9 49,016 5,446   

Tổng cộng 15 152,345     

CV (%) = 4,35 

Phụ bảng 56: Bảng ANOVA năng suất thực tế khi xử lý ở các nghiệm thức khác nhau lúc 

thu hoạch vụ Đông Xuân 2017-2018 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 0,288 0,096 0,8880  

Nghiệm thức 3 1,136 0,379 3,4976 0,0629 

Sai số 9 0,974 0,108   

Tổng cộng 15 2,398    

CV(%):9,72      

Phụ bảng 57: Bảng ANOVA tỷ lệ hạt bệnh trên bông khi xử lý các nghiệm thức khác nhau 

tại thời điểm 10 NSKLB vụ Hè Thu 2018 

Nguồn biến 

động 
Độ tự do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 166,098 55,366 2,0073 0,1562 

Nghiệm thức 5 405,519 81,104 2,9404 0,0480 

Sai số 15 413,742 27,583   

Tổng 23 985,359    

CV=17,96      

      



 

160 

 

Phụ bảng 58: Bảng ANOVA tỷ lệ hạt bệnh trên bông khi xử lý các nghiệm thức khác nhau 

tại thời điểm 15 NSKLB vụ Hè Thu 2018 

Nguồn biến 

động 
Độ tự do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 79,363 26,454 1,8191 0,1869 

Nghiệm thức 5 297,455 59,491 4,0909 0,0153 

Sai số 15 218,134 14,542   

Tổng 23 594,952    

CV=12,14      

Phụ bảng 59: Bảng ANOVA tỷ lệ hạt bệnh trên bông khi xử lý các nghiệm thức khác nhau 

tại thời điểm 20 NSKLB vụ Hè Thu 2018 

Nguồn biến 

động 
Độ tự do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 74,221 24,740 1,2426 0,3292 

Nghiệm thức 5 907,681 181,536 9,1178 0,0004 

Sai số 15 298,650 19,910   

Tổng 23 1280,552    

CV=12,2      

Phụ bảng 60: Bảng ANOVA diện tích bên dưới đường cong tiến triển bệnh (AUDPC) khi 

xử lý ở các nghiệm thức vụ Hè Thu 2018 

Nguồn biến 

động 
Độ tự do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 13080,6 4360,218 1,8379 0,1836 

Nghiệm thức 5 112362,2 22472,453 9,4723 0,0003 

Sai số 15 35586,6 2372,444   

Tổng 23 161029,5    

CV=17,34      

 

Phụ bảng 61: Bảng ANOVA mật số thực khuẩn thể trên bông tại thời điểm 0 giờ sau khi xử lý 

Nguồn biến 

động 

Độ tự 

do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 0,863 0,288   1,2297 0,3335 

Nghiệm thức 5 86,301 17,260 73,7419 0,0000 

Sai số 15 3,511 0,234   

Tổng cộng 23 90,676    

CV (%) = 18,17 
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Phụ bảng 62: Bảng ANOVA mật số thực khuẩn thể trên bông tại thời điểm 12 giờ sau khi xử lý 

Nguồn biến 

động 

Độ tự 

do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 0,602 0,201 1,9043 0,1723 

Nghiệm thức 5 77,571 15,514 147,2541 0,0000 

Sai số 15 1,580 0,105   

Tổng cộng 23 79,754    

CV (%) = 12,98 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Phụ bảng 63:  Bảng ANOVA hiệu quả giảm bệnh khi xử lý ở các nghiệm thức 

khác nhau tại thời điểm 15 NSKLB vụ Hè Thu 2018 

Nguồn biến 

động 
Độ tự do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 1716,888 572,296 1,3629 0,3010 

Nghiệm thức 4 2076,715 519,179 1,2364 0,3469 

Sai số 12 5039,009 419,917   

Tổng 19 8832,613    

CV(%)=54,27      

Phụ bảng 64:  Bảng ANOVA hiệu quả giảm bệnh khi xử lý ở các nghiệm 

thức khác nhau tại thời điểm 20 NSKLB vụ Hè Thu 2018 

Nguồn biến 

động 
Độ tự do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 1530,254 510,085 1,6962 0,2207 

Nghiệm thức 4 1196,459 299,115 0,9947  

Sai số 12 3608,666 300,722   

Tổng 19 6335,379    

CV=50,73      

Phụ bảng 65:  Bảng ANOVA tỷ lệ hạt chắc/bông khi xử lý ở các nghiệm thức 

khác nhau lúc thu hoạch vụ Hè Thu 2018 

Nguồn biến 

động 
Độ tự do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 166,834 55,611 0,2513  

Nghiệm thức 4 3639,333 909,833 4,1121 0,0252 

Sai số 12 2655,106 221,259   

Tổng 19 6461,273    

CV=38%      
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Phụ bảng 67: Bảng ANOVA măng suất thực tế khi xử lý ở các nghiệm thức khác nhau lúc 

thu hoạch vụ Hè Thu 2018 

Nguồn biến 

động 
Độ tự do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 14,418 4,806 26,3488 0,0000 

Nghiệm thức 5 9,511 1,902 10,4291 0,0002 

Sai số 15 2,736 0,182   

Tổng 23 26,665    

CV=14,43      

 

Phụ bảng 68: Bảng ANOVA mật số của thực khuẩn thể ở thời điểm 24 giờ sau khi nhân  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Phụ bảng 66:  Bảng ANOVA  hiệu quả giảm bệnh khi xử lý ở các nghiệm thức 

khác nhau tại thời điểm 10 NSKLB vụ Hè Thu 2018 

Nguồn biến động 
Độ tự do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Lặp lại 3 55,263 18,421 0,4623  

Nghiệm thức 5 2575,537 515,107 12,9520 0,0001 

Sai số 15 596,558 39,771   

Tổng 23 3227,358    

CV=9,96      

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 3 3,227 1,076 37,7996 0,0000 

Sai số 12 0,342 0,028   

Tổng cộng 15 3,569    

CV (%) =  1,65      
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Phụ bảng 69: Bảng ANOVA mật số của thực khuẩn thể ở thời điểm 48 giờ sau khi nhân  

 

Phụ bảng 70: Bảng ANOVA mật số của thực khuẩn thể ở thời điểm 72 giờ sau khi nhân  

 

Phụ bảng 71: Bảng ANOVA mật số của thực khuẩn thể ở thời điểm 24 giờ sau khi bố trí  

Nguồn biến động 
Độ tự 

do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Môi trường 1 2,176 2,176 31,7416 0,0001 

Thời gian cấy TKT 1 18,706 18,706 272,9088 0,0000 

Môi trường x Thời gian 

cấy TKT 
1 1,756   1,756 25,6140 0,0000 

Sai số  12 0,822 0,069   

Tổng cộng 15 23,459    

CV (%): 3,03      

 

Phụ bảng 72:  Bảng ANOVA mật số của thực khuẩn thể ở thời điểm 36 giờ sau khi bố trí  

Nguồn biến động 
Độ tự 

do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Môi trường 1 3,803 3,803 32,4769 0,0001 

Thời gian cấy TKT 1 9,610    9,610 82,0783 0,0000 

Môi trường x Thời gian 

cấy TKT 
1 5,760 5,760 49,1957 0,0000 

Sai số  12 1,405 0,117   

Tổng cộng 15 20,578    

CV (%): 3,89       

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 3 3,578    1,193    16,6256 0,0001 

Sai số 12 0,861 0,072   

Tổng cộng 15 4,438    

CV (%) =   2,68      

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Nghiệm thức 3 5,745 1,915 16,1901 0,0002 

Sai số 12 1,419   0,118   

Tổng cộng 15 7,164    

CV (%) =   2,68      
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Phụ bảng 73: Bảng ANOVA mật số của thực khuẩn thể ở thời điểm 36 giờ sau khi bố trí  

Nguồn biến động 
Độ tự 

do 

Tổng bình 

phương 

Trung bình 

bình phương 
Giá trị F Xác suất 

Môi trường 1 1,562 1,562 9,4458 0,0097 

Thời gian cấy TKT 1 5,062 5,062 30,6045 0,0001 

Môi trường x Thời gian 

cấy TKT 
1 1,690 1,690 10,2166 0,0077 

Sai số  12 1,985 0,165   

Tổng cộng 15 10,300    

CV (%): 4,99      

Phụ bảng 74: Bảng ANOVA ảnh hưởng của OD đến mật số thực khuẩn thể ở thời điểm 6 giờ 
   
 

 

 

 

 

 

 

Phụ bảng 75: Bảng ANOVA ảnh hưởng của OD đến mật số thực khuẩn thể ở thời điểm 24 giờ 
   

 

 

 

 

 

 

 

Phụ bảng 76: Bảng ANOVA mật số thực khuẩn thể ở thời điểm 6 giờ 
   

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình Trung bình 

Giá trị F Xác suất 
phương bình phương     

      

Nghiệm thức 2 0,771 0,386 3,3722   0,1043 

Sai số 6 0,686 0,114   
      

Tổng cộng 8 1,458    
      

CV (%) = 3,86 

      

 

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình Trung bình 

Giá trị F Xác suất 
phương bình phương     

      

Nghiệm thức 2 0,064 0,032 6,6170 0,0304 

Sai số 6 0,029 0,005   
      

Tổng cộng 8 0,093    
      

CV (%) = 21,93      

Nguồn biến động Độ tự do 
Tổng bình Trung bình 

Giá trị F Xác suất 
phương bình phương     

      

Nghiệm thức 2 0,783 0,391 49,7635 0,0002 

Sai số 6 0,047 0,008   

Tổng cộng 8 0,830    
      

CV (%) = 6,94      
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Phụ bảng 77: Bảng ANOVA mật số thực khuẩn thể ở thời điểm 24 giờ 
   

Nguồn biến động Độ tự do 

Tổng bình Trung bình 

Giá trị F Xác suất 
phương bình phương     

      

Nghiệm thức 2 1,521 0,761 83,2832 0,0000 

Sai số 6 0,055 0,009   
      

Tổng cộng 8 1,576    
      

CV (%) = 1,01 

      

 

Phụ bảng 78: Thời điểm và liều lượng sử dụng các loại thuốc hóa học (trừ sâu + thuốc trừ 

nấm) của nông dân trên ruộng thí nghiệm 

Thời điểm Tên thuốc Liều lượng 

2 NSKS Sofit 300EC 55ml/ bình 20 lít 

25 NSKS BOOM FLOWER-n 35ml/ bình 20 lít 

35 NSKS 
Filia 525SE 

VALIDACIN 5l 

25ml/bình 20 lít 

30ml/ bình 20 lít 

43 NSKS 

Filia 525SE  

Tilt Super 300EC  

BOOM FLOWER – n 

25ml/bình 20 lít 

12ml/bình 20 lít 

35ml/ bình 20 lít 

50 NSKS 

Filia 525SE 

Tilt Super 300EC  

BOOM FLOWER – n  

25ml/bình 20 lít 

15ml/bình 20 lít 

35ml/ bình 20 lít 

65 NSKS 
Amistar Top 250SC 

Chess 50WG  

20ml/bình 20 lít 

16g/bình 20 lít 

78 NSKS 
Tilt Super 300EC 

Filia 525SE 

15ml/bình 20 lít 

25ml/bình 20 lít 

- Bón phân: được chia làm 3 thời điểm bón phân với các loại phân Urea, DAP, Kali, 

NPK (20-20-15). Thời điểm bón phân và lượng phân được trình bày trong Bảng 79 sau: 
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 Phụ bảng 79 : Thời điểm và liều lượng bón phân 

 

 

 

 

 

 

 

Phụ bảng 80: Thời điểm và lượng phân bón trong cả vụ Hè Thu sớm 2018 

Loại phân 
Liều lượng 

(kg/1000 m2) 

Thời điểm bón phân (NSKS) 

10 20 30 

Urea 15 5 5 5 

DAP 10 5 5 - 

Kali 5 - - 5 

NPK         

(20-20-15) 
5 - 5 - 

Ghi chú: - không bón phân. 

Phụ bảng 81: Thời điểm và liều lượng các loại thuốc trừ cỏ, sâu và bệnh do nấm vụ 

Hè Thu sớm 2018 

Thời điểm Loại thuốc sử dụng và liều lượng Hoạt chất 

02 NSKS Sofit 300EC (70ml/ 25 lít) Pretilachlo, Fenclorim 

25 NSKS BOM FLOWER –n (30ml/bình 16 lít) Nitro benzen 

32 NSKS  VALIDACIN 5L (0,7-1,l lít/ha) + 

Filia 525SE (25ml/bình 25 lít) 

Validamycin + Tricyclazole, 

Propiconazole 

40 NSKS Filia 525SE + Tilt Super 300EC 

(15ml/bình 25 lít) 

Tricyclazole, Propiconazole + 

Difenoconazole, 

Propiconazole 

50 NSKS Filia 525SE + Tilt Super 300EC + 

BOM FLOWER –N  

Tricyclazole, Propiconazole + 

Difenoconazole, 

Propiconazole + Nitro benzen 

60 NSKS Amistar Top 250SC (25ml/bình 25 lít) 

+ Chess 50WG (20g/bình 25 lít) 

Azoxystrobin, Difenoconazole 

+ Pymetrozine 

70 NSKS Amistar Top 250SC Azoxystrobin, Difenoconazole 

78 NSKS  Tilt Super 300EC + Filia 525SE Difenoconazole, 

Propiconazole + Tricyclazole, 

Propiconazole 

Ghi chú: Ruộng thí nghiệm không dùng thuốc trừ vi khuẩn 

Loại phân 
Liều lượng 

(kg/1000 m2) 

Thời điểm bón phân (NSKS) 

8 20 47 

Urea 18 5 8 5 

DAP 10 5 5 - 

Kali 6 - - 6 

NPK (20-20-15) 5 - 5 - 



 

 

       Phụ bảng 82: Kết quả phân lập vi khuẩn Burkholderia glumae ở một số tỉnh ĐBSCL 

 

STT Chủng vi khuẩn Địa điểm thu mẫu 

1-2 BurCT1, BurCT2 Trường Thạnh – Thới Lai – Cần Thơ 

3-4 BurCT3, BurCT4 Thới Thạnh – Thới Lai – Cần Thơ 

5-7 BurCT5, BurCT6, BurCT7 Phường Long Hưng – Ô Môn – Cần Thơ 

8-10 BurCT8, BurCT9, BurCT10 Phước Thới – Ô Môn – Cần Thơ 

11-17 BurAG11, BurAG12, BurAG13, BurAG14, 
BurAG15, BurAG16, BurAG17 

Vĩnh Khánh – Thoại Sơn – An Giang 

18-19 BurVL18, BurVL19 Mang Thít – Vĩnh Long 

20-22 BurVL20, BurVL21, BurVL22 Long Hồ – Vĩnh Long 

23 BurTV23 Tân Sơn – Trà Cú – Trà Vinh 

24 BurTV24 Thông Hòa – Cầu Kè – Trà Vinh 

25-27 BurTV25, BurTV26, BurTV27 TT Cầu Kè – Trà Vinh 

28-34 BurHG28, BurHG29, BurHG30, BurHG31, 
BurHG32, BurHG33, BurHG34 

Tân Bình – Phụng Hiệp – Hậu Giang 

35 BurST35 Thới An – Trần Dề – Sóc Trăng 

36-37 BurST36, BurST37 Liêu Tú – Trần Dề – Sóc Trăng 

38-40 BurST38, BurST39, BurST40 Trung Bình – Trần Dề – Sóc Trăng 

41-44 BurBL41, BurBL42, BurBL43, BurBL44 Hồng Dân – Bạc Liêu 

45-51 BurDT45, BurDT46, BurDT47, BurDT48, BurDT49, 
BurDT50, BurDT51 

Huyện Tháp Mười – Dồng Tháp 

52-55 BurKG52, BurKG53, BurKG54, BurKG55 Thạnh Hưng – Giồng Riềng – Kiêng Giang 

56-58 BurKG56, BurKG57, BurKG58 Phước Thạnh – Giồng Riềng – Kiêng Giang 

59-60 BurKG59, BurKG60 Ngọc Trúc – Giồng Riềng – Kiêng Giang 



 

 

 

Phụ bảng 83: Kết quả phân lập thực khuẩn thể ở một số tỉnh DBSCL 

 

STT Kí hiệu Địa điểm thu mẫu 

1-4 ΦBurCT1a, ΦBurCT1b, ΦBurCT2a, ΦBurCT2b, Trường Thạnh – Thới Lai – Cần Thơ 

5-8 ΦBurCT3a, ΦBurCT3b, ΦBurCT4a, ΦBurCT4b Thới Thạnh – Thới Lai – Cần Thơ 

9-16 ΦBurCT5a, ΦBurCT5b, ΦBurCT5c, ΦBurCT6a, ΦBurCT6b, ΦBurCT6c, ΦBurCT7a, 
ΦBurCT7b, 

Phường Long Hưng – Ô Môn – Cần Thơ 

17-21 ΦBurCT8a, ΦBurCT8b, ΦBurCT9, ΦBurCT10a, ΦBurCT10b Phước Thới – Ô Môn – Cần Thơ 

 

22-35 
ΦBurAG11a, ΦBurAG11b, ΦBurAG12a, ΦBurAG12b, ΦBurAG13a, ΦBurAG13b, 

ΦBurAG14a, ΦBurAG14b, ΦBurAG15a, ΦBurAG15b, ΦBurAG16a, ΦBurAG16b, 
ΦBurAG17a, ΦBurAG17b 

Vĩnh Khánh – Thoại Sơn – An Giang 

36-38 ΦBurVL18a, ΦBurVL18b, ΦBurVL19 Mang Thít – Vĩnh Long 

39-44 ΦBurVL20a, ΦBurVL20b, ΦBurVL21a, ΦBurVL21b, ΦBurVL22a, ΦBurVL22b Long Hồ– Vĩnh Long 

45-46 ΦBurTV24a, ΦBurTV24b Thông Hòa – Cầu Kè – Trà Vinh 

47-52 ΦBurTV25a, ΦBurTV25b, ΦBurTV26a, ΦBurTV26b, ΦBurTV27a, ΦBurTV27b TT Cầu Kè – Trà Vinh 

53-64 ΦBurHG28a, ΦBurHG28b, ΦBurHG29a, ΦBurHG29b, ΦBurHG30a, ΦBurHG30b, 
ΦBurHG31a, ΦBurHG31b, ΦBurHG32a, ΦBurHG32b, ΦBurHG33, ΦBurHG34 

Tân Bình – Phụng Hiệp – Hậu Giang 

65-66 ΦBurST35a, ΦBurST35b Thới An – Trần Dề – Sóc Trăng 

67-69 ΦBurST36a, ΦBurST36b, ΦBurST37 Liêu Tú – Trần Dề – Sóc Trăng 

70-74 ΦBurST38a, ΦBurST38b, ΦBurST39, ΦBurST40a, ΦBurST40b Trung Bình – Trần Dề – Sóc Trăng 

75-82 ΦBurBL41a, ΦBurBL41b, ΦBurBL42a, ΦBurBL42b, ΦBurBL43a, ΦBurBL43b, 
ΦBurBL44a, ΦBurBL44b 

Hồng Dân – Bạc Liêu 

 

83-97 
ΦBurDT45a, ΦBurDT45b, ΦBurDT46, ΦBurDT47a, ΦBurDT47b, ΦBurDT48a, 

ΦBurDT48b, ΦBurDT49a, ΦBurDT49b, ΦBurDT49c, ΦBurDT50a, ΦBurDT50b, 
ΦBurDT50c, ΦBurKG51a, ΦBurKG51b, 

 

Huyện Tháp Mười – Dồng Tháp 

98-106 ΦBurKG52a , ΦBurKG52b, ΦBurKG53a, ΦBurKG53b, ΦBurKG54a, ΦBurKG54b, 
ΦBurKG54c, ΦBurKG55a, ΦBurKG55b 

Thạnh Hưng – Giồng Riềng – Kiêng 
Giang 

107-111 ΦBurKG56a, ΦBurKG56b, ΦBurKG57, ΦBurKG58a, ΦBurKG58b Phước Thạnh – Giồng Riềng – Kiêng 
Giang 

112 ΦBurKG59 Ngọc Trúc – Giồng Riềng – Kiêng 
Giang 



 

 

Phụ bảng 84: Khả năng ký sinh của 115 dòng thực khuẩn thể Dối với 60 chủng vi khuẩn Burkholderia glumae 

phân lập ở một số tỉnh ĐBSCL 

 
STT Bur 

TKT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 
Tổng 

(1) 

1 ΦBurCT1a + + – – – – – + – – – – – – – – – – – – – – 3 

2 ΦBurCT1b – – – – + – – + – – – – – – – – – – – – – – 2 

3 ΦBurCT2a – + – – – – – – – – – – – + – – – – – – + + 4 

4 ΦBurCT2b – – – – – – – – – – – – – + – – – – – – + + 3 

5 ΦBurCT3a – – – – – + – – – – – – + + – – – – – – + – 4 

6 ΦBurCT3b – – – – – – + – – – – – – – + – – – – – + + 4 

7 ΦBurCT4a – – – – + + – – – – – – – + + – – + – + + + 8 

8 ΦBurCT4b – – – + + – + – – – + + – + + – – + – + + + 12 

9 ΦBurCT5a – – – + + – – – – – + + – + – – – + + + – + 9 

10 ΦBurCT5b – – – + – – – – – – + + – + – – – + – + + + 8 

11 ΦBurCT5c – + – – – – – – – – – – – + – + + – – – + + 6 

12 ΦBurCT6a – – – – + – – – – – – – – + – – + – + + + + 7 

13 ΦBurCT6b – – + + – – – – + + – + – + – + – – + – + + 10 

14 ΦBurCT7a – – – + + – – + – – + + – + – – – + + + + + 11 

15 ΦBurCT7b + + – – + – + – – + – – + + – – – + – + + + 11 

16 ΦBurCT8a – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – + + 2 

17 ΦBurCT8b – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 

18 ΦBurCT9 – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – + – 1 

19 ΦBurCT10a – + – – – – – – – – – – – – – – – – – – – + 2 

20 ΦBurCT10b – + – – – – – + – – – – – – – – – – – – – + 3 

21 ΦBurAG11a + – – – – – + + – + – – – – – – – – – – – – 4 

22 ΦBurAG11b – – – – – – + – – + – – – – – – – – – – – – 2 

23 ΦBurAG12a – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – + – 1 

24 ΦBurAG12b – – – – – – – – – – – – – – – – – – – + – – 1 

25 ΦBurAG13a – + – – – – – – – – – – – – – – + – – + – – 3 



 

 

 

 

STT 
Bur 

TKT 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

Tổng 

(1) 

26 ΦBurAG13b – + – – – – – – – – – – – – – – + – – + – – 3 

27 ΦBurAG14a – – – – – – – – – – – – – + – – – – – – – – 1 

28 ΦBurAG14b – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 

29 ΦBurAG15a – + – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – 1 

30 ΦBurAG15b – + – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – 1 

31 ΦBurAG16a – – – – + – – – + – – – – + – – – – + + + + 7 

32 ΦBurAG16b – – – + + – – – + – + + – + – – – + + + – + 10 

33 ΦBurAG17a + + + + + – + – – + + + + + + + + + + + + + 19 

34 ΦBurAG17b + – + – + + – – – – – + + + + + + – + + + + 14 

35 ΦBurVL18a – – + – – – + – + – – + – – – – – – – – – – 4 

36 ΦBurVL18b + – + – – – – – + – – + – – – – – – – – – – 4 

37 ΦBurVL19 – – – – – + – – – + – – – – – – – – – – – – 2 

38 ΦBurVL20a + – + + + – – – – – – + – + + + – + + + + + 13 

39 ΦBurVL20b – – + + + – – – – – – + – + – + – – + + – + 9 

40 ΦBurVL21a + + + + – – – – + + + – – – – – + + – – + – 10 

41 ΦBurVL21b + – + – – – – – + – + – – – – – – + – – + – 6 

42 ΦBurVL22a + – – – + – – – + – + – + + – + + + – + + + 12 

43 ΦBurVL22b + – – + + + – – – – + + + + + + – + + + + + 15 

44 ΦBurTV24a – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – + – 1 

45 ΦBurTV24b – – – – – – – – – – – + – – – – – + – – + – 3 

46 ΦBurTV25a + + – + + – +  + + + + + + + + + + + + + + 19 

47 ΦBurTV25b – – – + + – – – – – + + + + + – – + + – + + 11 

48 ΦBurTV26a – + – – – – – + – – – – – – – – – – – – – – 2 

49 ΦBurTV26b – + – – – – – + – – – – – – – – – – – – – – 2 



 

 

 

 

STT 
Bur 

TKT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 
Tổng 

(1) 

50 ΦBurTV27a – – – – – + + – – – – – – – – + – – – – – – 3 

51 ΦBurTV27b – – – – – + + – – – – – – – – – – – – – – – 2 

52 ΦBurHG28a – – – – – – – – – + – – – – – – – – – – – – 1 

53 ΦBurHG28b – – – – – – – + – – – – – – – – – – – – – – 1 

54 ΦBurHG29a + – – + + + + – + + + + + + + + + + + + – + 18 

55 ΦBurHG29b + – – + – + + – – + + + + + + + – + + + – + 15 

56 ΦBurHG30a – – – + – – – – – – – – + – + – – – – – – – 3 

57 ΦBurHG30b + – + – – – – – + – – – – – – + – – – – – – 4 

58 ΦBurHG31a – – – – + – – – – – – – – + – – – + – – – – 3 

59 ΦBurHG31b – – – – – – – – – – – – – – – + – – – – + – 2 

60 ΦBurHG32a – – + + + – – – – – + + + + + + – + + + – + 13 

61 ΦBurHG32b + + + + + – + – + – – – – – – + + + + + + – 13 

62 ΦBurHG33 – – – – – – – – + – – – – – – – + – – – – – 2 

63 ΦBurHG34 – – – – – – – + – – – – – – – – – – – – – – 1 

64 ΦBurST35a – – – + – – – – – – + + + – + – – + + – + – 8 

65 ΦBurST35b – – – – – – – – – – – – – + – – – – – – + + 3 

66 ΦBurST36a + + – – – – – – – – + + + + – – – – + + + + 10 

67 ΦBurST36b + + – – – – – – – – + + – + + – – + + + + + 11 

68 ΦBurST37 – – – + – – – – – – – – + – + – – – + – + – 5 

69 ΦBurST38a – – – – + – – – – – – + – – – – – + – + + – 5 

70 ΦBurST38b – – – + + + – – – – + + + + + – – + + + + + 13 

71 ΦBurST39 – – – – – – – – – – – + + + + + – – – – – – 5 

72 ΦBurST40a – – – + + + – – – – + + + + – + – + + – – + 11 

73 ΦBurST40b – – – + – – – – – – – – + + – + – + – – – – 5 

74 ΦBurBL41a – – – + + – – – – – + + + + – + – + + + + + 12 



 

 

 

 

 
 

STT 
Bur 

TKT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 
Tổng 

(1) 

75 ΦBurBL41b – – – + + – – – – – + + + + + + – + + + – + 12 

76 ΦBurBL42a – – – + – – – – – – + + + + + + – + + – + + 11 

77 ΦBurBL42b – – – + – – – – – – + + + + + + – + + – + + 11 

78 ΦBurBL43a – – – + – – – – – – + + + + + + – + + – + – 10 

79 ΦBurBL43b – – – + – – – – – – + + + + + + – + + – + + 11 

80 ΦBurBL44a – – –  + – – – – – – + – – – – – + + + + – 6 

81 ΦBurBL44b – – – + + – – – – – + + + + + – – + + + + + 12 

82 ΦBurDT45a + – – – – – – – – – – – – – – – – – – – + – 2 

83 ΦBurDT45b + – – – + – – – – – – – – – – + – – – – – – 3 

84 ΦBurDT46 + + + + + + + – + + – + + + + + + + + + + + 20 

85 ΦBurDT47a + + + + + + + – + + + + + + + + – + + + + + 20 

86 ΦBurDT47b + + + + + + + – – + + + – + – – + – + + + + 16 

87 ΦBurDT48a + + + + + – + – – – + + + + + – + + + + + + 16 

88 ΦBurDT48b + + + + + + + – – + + + + + + + – – + + + + 18 

89 ΦBurDT49a + – + + – – – – + + – + – + + + – + + – + + 13 

90 ΦBurDT49b – – – + + – – – – – + + + + + + – + + – + + 12 

91 ΦBurDT50a – – – – – – – – – – – – + + + – + – – + + + 7 

92 ΦBurDT50b – + – – – – – – – – – – – – – – + – – – – – 2 

93 ΦBurDT50c + + + + + – + – + + + + + + + + + + + + – + 19 

94 ΦBurKG51a + + + – + – – – + + – – – – – + + – – + – + 10 

95 ΦBurKG51b – – + – – – + – – + – – + – + + + – – – – – 7 

96 ΦBurKG52a + + + + – + + – + + + + + + + – + + + + – + 18 

97 ΦBurKG52b – – – + + – – – – – + + – + – – – + + – + + 9 

98 ΦBurKG53a + – – – – – – – + – – – + + – + – – – – + – 6 

99 ΦBurKG53b + – – – – – – – + – – – + – – – – – – – + – 4 



 

 

 

 

 

STT 
Bur 

TKT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 
Tổng 

(1) 

100 ΦBurKG54a – – – – – – – –  – – – – – – – + – – – + – 2 

101 ΦBurKG54b – – – – + – – – + – – – – – – – – – – – – – 2 

102 ΦBurKG55a – – – – + – – – – – – – – + – – – + – – + – 4 

103 ΦBurKG55b + + + – – – – – + – – – – + – + – – – – + – 7 

104 ΦBurKG56a – – – – + + + – – + – – + – – – + + – – – – 7 

105 ΦBurKG56b + – – + + + + – – + + + + + + + + + + + – – 16 

106 ΦBurKG57 – – – – – – – – – + – – – – – + – – – – – – 2 

107 ΦBurKG58 + – – – – – – – – – – – – – + + – – – – – – 2 

108 ΦBurKG59 – + – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – 1 

109 ΦburKG60 – – – – – – – – + – – – + – + – – + – + – – 5 

110 ΦBurVL34 – + + + + + + – + + – – + + + + – + + + + + 17 

111 ΦBurVL39 – + + – + + – – + + – – + + + + – + + + + + 15 

112 ΦBurAG58 + + + + + + – – + + – – + + + + – + + + + + 17 

 Tổng 35 32 27 43 45 20 25 9 27 26 36 45 43 59 40 42 25 51 45 45 62 55  



 

 

 

 

 
 

STT 
Bur 

TKT 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 
Tổng 

(2) 

1 ΦBurCT1a – – + – – – – – – + – – – – – – – – + – – 3 

2 ΦBurCT1b – – + – – – – + – + – – – – – – – – – – – 3 

3 ΦBurCT2a + + – – + + + + + – + + + + + + + + – + + 18 

4 ΦBurCT2b + + – – + + + + + – + – + + – + – – – + + 14 

5 ΦBurCT3a – – – – – – – + – – + – – + – + – – – + + 6 

6 ΦBurCT3b – – – – – – + + + – + – + + – – – – – + + 8 

7 ΦBurCT4a – – – – + + + – + – + – + + + + + + – – + 12 

8 ΦBurCT4b + + – – + + + + + – + – + + + + + + – + + 16 

9 ΦBurCT5a + + – – + + – – + – + – + + + + – – – + + 12 

10 ΦBurCT5b + + – – + + + + + – + + + + + + + – – + + 16 

11 ΦBurCT6a + – – – – – – + – – + – – – – – – – – + + 5 

12 ΦBurCT6b + – – + – + + + + – + – + + + + + + – + + 16 

13 ΦBurCT7a + + – – + + + – + – + – + + + + + + – + + 16 

14 ΦBurCT7b + + – – + + + + + – + + + + + + + – – + + 17 

15 ΦBurCT8a – + – – – – – + – – + – – – + – – – – + + 6 

16 ΦBurCT8b – – – – + – – + – – – – – – – – – – – + + 4 

17 ΦBurCT9 – – – – – – – + – – – – – + – + – – – + + 5 

18 ΦBurCT10a + – – – – – + + – + – – – – – – – + – – – 5 

19 ΦBurCT10b – + – – – – – – + + – – – – – – – + – – – 4 

20 ΦBurAG11a – – + – – – – – – – – – – – – – – – – – – 1 

21 ΦBurAG11b – – + – – – – + – – – – – – – – – – – – – 2 

22 ΦBurAG12a – + – – – – – – – – – – – + – – – – + – – 3 

23 ΦBurAG12b + – – – – – – – – – – – – + – – – – + – – 3 

24 ΦBurAG13a – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 

25 ΦBurAG13b – – – – – + + – – – – – – – – – – – – – – 2 



 

 

 

 

 

 
 

STT 
Bur 

TKT 
23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 

Tổng 

(2) 

26 ΦBurAG14a – – – + – + – – – – – – – – – – – – – – – 2 

27 ΦBurAG14b – – – + – + – – – – – – – – – – – – – – – 2 

28 ΦBurAG15a – – + + + – – – + – – + – – – – – – – – – 5 

29 ΦBurAG15b – – + – + – – – + – – – – – – – – – – – – 3 

30 ΦBurAG16a – – – – – – – + – – + – – + + + + + – + – 8 

31 ΦBurAG16b – – – – – – – + – – + + + + + – + + – + – 9 

32 ΦBurAG17a + – – – – – – + – – + + + + + + + + – – – 10 

33 ΦBurAG17b + – – – – – – + – – + – – + – + – – – – – 5 

34 ΦBurVL18a – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 

35 ΦBurVL18b – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 

36 ΦBurVL19 – – – – – – + – – – – – – – – – – – – – – 1 

37 ΦBurVL20a – – – – – – – + – – + – – + – – – – – – – 3 

38 ΦBurVL20b – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 

39 ΦBurVL21a + – – – – – – – – – – – – – – + – – – + + 4 

40 ΦBurVL21b – – – – – – – – – – + – + + + – – – – + + 6 

41 ΦBurVL22a + – – – – – – + – – – – + – + + + + – + – 8 

42 ΦBurVL22b – + – – – + – + – – + – – – – – – – – – – 4 

43 ΦBurTV24a – – – – – – – + – – + – + – – – + – – – – 4 

44 ΦBurTV24b – – – – – – – – – – + – + + + + + – – – – 6 

45 ΦBurTV25a + + – + + – – + + – + + + + + + + + – + + 16 

46 ΦBurTV25b + + – – + + + + – – + – – + + + – + – + + 13 

47 ΦBurTV26a – – + – + + – – – – – – – – – – – – – – – 3 

48 ΦBurTV26b – – – – + + – – – – – – – – – – – – – – – 2 

49 ΦBurTV27a – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 



 

 

 

 

 

STT 
Bur 

TKT 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 
Tổng 

(2) 

 

50 ΦBurTV27b – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – 0  

51 ΦBurHG28a – – – – – – – – – – – – – – + – – – – – – 1  

52 ΦBurHG28b – – – – – – – – – – – – – – + – – – – – – 1  

53 ΦBurHG29a + + – + + + + – – – + + – + – + – – – – – 10  

54 ΦBurHG29b + + – + + + + + + – + – – + – – – + – – – 11  

55 ΦBurHG30a – – – – – – – – – – + – – + – – – + – – – 3  

56 ΦBurHG30b – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – 0  

57 ΦBurHG31a – – – – – – – – + – – – – – + – + – – + – 4  

58 ΦBurHG31b + – – – – – – + – – – – – – – – + – – – – 3  

59 ΦBurHG32a – + – + + + + + + – + – + + + + + + – + – 16  

60 ΦBurHG32b – + – + + – + + + – + + + + + + – + – + – 15  

61 ΦBurHG33 + – – – – – – – + – – – – – – – – – – – – 2  

62 ΦBurHG34 – – + – – – – – – + – – – – – – – – + – – 3  

63 ΦBurST35a – – – + + + + – – – + – – + + + – + – + + 11  

64 ΦBurST35b + + – + + + + + – – + + – + + + – + – + + 15  

65 ΦBurST36a + + – + – + + – – – + – – + + + – + – + + 13  

66 ΦBurST36b + + – + + + + – – – + – – + + + – + – + + 14  

67 ΦBurST37 – – – – – – – – – – – – – + – – – – – – – 1  

68 ΦBurST38a + – – – – – – + – – – – – – – + – – – – – 2  

69 ΦBurST38b + + – + + + + + – – + + + – + + + + – + – 16  

70 ΦBurST39 + – – – – – – – + – + – – – – – – – – – – 3  

71 ΦBurST40a – + – – – + + – + – + – – – – + – – – – + 7  

72 ΦBurST40b – + – + + – + – + – + – – – – – – – – – – 6  

73 ΦBurBL41a + + – + + + + – + – + + + + + – – + – + – 14  

74 ΦBurBL41b + + – – + + + + + – + – – + – + – – – + – 11  



 

 

 

 

STT 
Bur 

TKT 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 
Tổng 

(2) 

75 ΦBurBL42a + + – – – – + + + – + – + – – + – – – + – 9 

76 ΦBurBL42b – + – – + + + – + – + – – + – + – + – + – 10 

77 ΦBurBL43a + + – – – + + + + – + – – – – – – – – + – 8 

78 ΦBurBL43b – + – – + + + – + – – – – + – + – + – + – 9 

79 ΦBurBL44a + – – – – – – + – – + – – – – – – – – – – 3 

80 ΦBurBL44b + + – + + + + + – – + + – + + + – + – + + 15 

81 ΦBurDT45a – – – – – – – – + – – – – – – – + – – + – 3 

82 ΦBurDT45b – – – – – – – – + – – – – – – – + – – – – 2 

83 ΦBurDT46 + + – + – – + + + – + – + + – – + – – + – 11 

84 ΦBurDT47a + + – + – + + + + + + – + + + + + + – + + 17 

85 ΦBurDT47b + + – + + + + + + – + – + + + + + – – + – 15 

86 ΦBurDT48a + + – + + – + + + – + + + + + + + + – + – 16 

87 ΦBurDT48b + + – – – – + + + – + – – – + – + – – + – 9 

88 ΦBurDT49a – – – + – + + – + – + – + + + + + + – + + 13 

89 ΦBurDT49b – – – – – + + – + – + – – + – + – – – + + 8 

90 ΦBurDT49c + + – – – + + + + – + – + + + – + – – + – 12 

91 ΦBurDT50a + – – – – + + + – – + + + + + + + + – + – 13 

92 ΦBurDT50b – – – + + + + + + – + + + + + + + + – + – 15 

93 ΦBurDT50c + + – + + + + – + – + + + + + + + + – + + 17 

94 ΦBurKG51a + + – – – + – – + – + – – + + – + – – – – 8 

95 ΦBurKG51b – – – – – – – + – – – – – – – + – – – + – 3 

96 ΦBurKG52a + + – + + + + + + – + – + + – – + – – – – 12 

97 ΦBurKG52b + + – + – + + + – – + + – – – – – – – + + 10 

98 ΦBurKG53a + – – – – – – – – – – – + – + – – – – – – 3 

99 ΦBurKG53b – – – – – – – – – – – – – – – – + – – – – 1 



 

 

 

 
 

STT 
Bur 

TKT 
23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 

Tổng 

(2) 

100 ΦBurKG54a – + – – – – – – – – – – – – – – + – – + + 4 

101 ΦBurKG54b – + – – – – – – – – – – – – – – + – – + + 4 

102 ΦBurKG55a + + – – + – + – – – – – – – + – – – – + – 6 

103 ΦBurKG55b + – – – – – – – – – – – – – – – – – – + – 2 

102 ΦBurKG56a – – – – – – – + – – – + – – – – – – – – – 2 

105 ΦBurKG56b – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 

106 ΦBurKG57 – – + – – – + – – – – – – – – – – – + – – 3 

107 ΦBurKG58 – – – – – – – – – – – – – – – + + + – – – 3 

108 ΦBurKG59 – – + – – – – – – – – – – – – – – – – – – 1 

109 ΦBurKG60 – – – – – + – + + – + – – + – – – – – – – 5 

110 ΦBurVL34 + + – – – + + + – + – – + + + + – + – + + 13 

111 ΦBurVL39 + + – + – + + + – + + + +  + + + + – + + 16 

112 ΦBurAG58 – + – + – + + + + + + + + + + + + + – + + 17 

  49 46 10 28 35 46 49 54 44 9 61 21 37 54 45 49 40 36 5 58 36  



 

 

 

STT Bur 

TKT 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 
Tổng 

(3) 

Tổng 

1+2+3 

1 ΦBurCT1a – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 6 

2 ΦBurCT1b – – – – – – + – – – – – – – – – – 1 4 

3 ΦBurCT2a – + + + + – – – – – – – – – – – – 4 26 

4 ΦBurCT2b – + + – – – – – – – – – – – – – – 2 19 

5 ΦBurCT3a – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 10 

6 ΦBurCT3b – + + + – – – – – – – – – – – – – 3 15 

7 ΦBurCT4a – + + + + – + + + + + – – + – – + 11 31 

8 ΦBurCT4b – + + + + – + + + + + + + + – + + 14 41 

9 ΦBurCT5a – – – – + – + – + – + + – – – + + 7 28 

10 ΦBurCT5b – + + + + – + + + + + + + + – + + 14 38 

11 ΦBurCT6a – + + – – – – + + – + + + + – + – 9 21 

12 ΦBurCT6b – + + + + – – + + + + + + + – – + 12 38 

13 ΦBurCT6c – + + + + – + + + + + + – + – – – 11 19 

14 ΦBurCT7a – – – + + – – + + + + – – + – – + 8 35 

15 ΦBurCT7b – + + + + + + + + – + – + + + + + 14 42 

16 ΦBurCT8a – + + – – – + + + + + – + + – – + 10 18 

17 ΦBurCT8b – + + – – – + + + + + – + + – – + 10 14 

18 ΦBurCT9 – + + – – – + + + + + – – + – – – 8 14 

19 ΦBurCT10a – – – – – – – – + – – – – – – – – 1 8 

20 ΦBurCT10b – – – – – – – – + – – – – – – – – 1 8 

21 ΦBurAG11a – – – – – – – – – – – – + – – – – 1 6 

22 ΦBurAG11b – – – – – – – – – – – + – – – – – 1 5 

23 ΦBurAG12a – – – – – – – – + – + + – – – – – 3 7 

24 ΦBurAG12b – – – – – – – – + – + + – – – – – 3 7 

25 ΦBurAG13a – – – – – – – – + – – – – – + – – 2 5 



 

 

 
 

STT 
Bur 

TKT 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 
Tổng 

(3) 

Tổng 

1+2+3 

26 ΦBurAG13b – – – – – – – – – – – – – – + + – 2 7 

27 ΦBurAG14a + – – – – – – – + – + + – – – + – 5 8 

28 ΦBurAG14b + – – – – – – – – – + + – – – + – 4 6 

29 ΦBurAG15a – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 6 

30 ΦBurAG15b – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 4 

31 ΦBurAG16a – + + + + – + + + + + – – + – – + 11 26 

32 ΦBurAG16b – + – – + – – + – – – – – + – + + 6 25 

33 ΦBurAG17a – + + – – – + + + + + – – + – – – 8 37 

34 ΦBurAG17b – + + – – – – + + + + – – + + – + 9 28 

35 ΦBurVL18a – + – – – – + + + – + + – + – + – 8 12 

36 ΦBurVL18b – + + – – – – + + + – – – – – – – 5 9 

37 ΦBurVL19 – – – – + – – – – – – – – – – – – 0 4 

38 ΦBurVL20a – + + – – – + + + + + – – + – – + 9 25 

39 ΦBurVL20b – + + – – – – – + – – – – – + – + 5 14 

40 ΦBurVL21a – + + + + + – + + + + + – + + – – 12 26 

41 ΦBurVL21b – + + + – – + + + + + – – + – – – 9 21 

42 ΦBurVL22a – + + + + – – + + + + + + + – + + 13 33 

43 ΦBurVL22b – + + – – – + – + + – – + + – – + 8 27 

44 ΦBurTV24a – – + – + – + – + + + + – – – + – 8 13 

45 ΦBurTV24b – – + – + – + – + + + – + – – – + 8 17 

46 ΦBurTV25a – + + + + + + + + – – – + + + + + 13 48 

47 ΦBurTV25b – + + + + – + + + + + – – + – – + 11 35 

48 ΦBurTV26a + – – – – – – – – – – – – – – – – 1 6 

49 ΦBurTV26b – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 4 



 

 

 
 

STT 
Bur 

TKT 
44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 

Tổng 

(3) 

Tổng 

1+2+3 

50 ΦBurTV27a – – – – – + – – – – – – – – + – – 2 5 

51 ΦBurTV27b – – – – – + – – – – – – – – + – – 2 4 

52 ΦBurHG28a – – – – – – – – – – – + – – – + – 2 4 

53 ΦBurHG28b – – – + – – – – – – – + – – – + – 3 5 

54 ΦBurHG29a – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 28 

55 ΦBurHG29b – – – – – + – – – – – – – – + – + 3 29 

56 ΦBurHG30a – – + + – – + – + + – – – + + – – 7 13 

57 ΦBurHG30b – – – – – + – – + + – – – – + – – 4 8 

58 ΦBurHG31a – – – – – – + + + + – – – + – – – 5 12 

59 ΦBurHG31b – – – – – – + + + + – – – + – – – 5 10 

60 ΦBurHG32a – – + + – – + – + – – – – + – – + 6 35 

61 ΦBurHG32b + + – + + + – – – – – – – – – – – 5 33 

62 ΦBurHG33 – – – – – – + + + + – – – + + – + 7 11 

63 ΦBurHG34 – – – – – – – – + – – – – – – – – 1 5 

64 ΦBurST35a – + + + – – + + + + + – – + – – – 9 28 

65 ΦBurST35b – + – + + – + + + + – – + + – – – 9 27 

66 ΦBurST36a – + – + + – + + + + + – + + – + + 12 35 

67 ΦBurST36b – + – + + – + + + + + – + + – – + 11 36 

68 ΦBurST37 – – – – – – – – + + + + – – – – + 5 11 

69 ΦBurST38a – + + + – – + + + + + – – + – + + 11 18 

70 ΦBurST38b – + + – + – + + + + + – – + – – + 10 39 

71 ΦBurST39 – + – – – – + – + – – – – – – – – 3 11 

72 ΦBurST40a – + + + – – + + + + – – – + – – + 9 27 

73 ΦBurST40b – + + – + – + + + – + – – + – – + 9 20 

74 ΦBurBL41a – + + – + – + + + + + + – + – + + 12 38 



 

 

 
 

STT 
Bur 

TKT 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 
Tổng 

(3) 

Tổng 

1+2+3 

75 ΦBurBL41b – + + + – – + + + – + – – + – – + 9 32 

76 ΦBurBL42a – + + + + – + + + + + + – + – + – 12 32 

77 ΦBurBL42b – + + + – – – + + + + – – + – – + 9 30 

78 ΦBurBL43a – – – – + – + + + + + + – + – + – 9 27 

79 ΦBurBL43b – + + + – – + + + + + – + + – – – 10 30 

80 ΦBurBL44a – + + – – – + + + + + + + + – + + 12 21 

81 ΦBurBL44b – + – + + – – – + + – – – – – + + 7 34 

82 ΦBurDT45a – – + + – – + – + + – – + + – – – 7 12 

83 ΦBurDT45b + – – – – – – – + – – – + – – – + 4 9 

84 ΦBurDT46 – + + – – + + + + + + + + + + + + 14 45 

85 ΦBurDT47a + + + + + + + + + + + – + + + – + 15 50 

86 ΦBurDT47b + + + + + + + + + + – – + + + + + 14 46 

87 ΦBurDT48a + + + + +  + + + + + + – + + + + 15 49 

88 ΦBurDT48b + + + + + + + + + – + + + + + + + 16 43 

89 ΦBurDT49a – – + + – + + + + + + – – + – – – 9 35 

90 ΦBurDT49b – + + + – – + + + – – – – + – – + 8 28 

91 ΦBurDT50a + + + + + – + + + – + – + + + + – 13 33 

92 ΦBurDT50b + – – + + – – – + – – – – + + – – 6 23 

93 ΦBurKG51a + – – – + + + – + – – – – – + – + 7 25 

94 ΦBurKG51b – – – + + – + + + + – – – + + – – 8 18 

95 ΦBurKG52a + + + + + + – – + + + + – + + + – 13 43 

96 ΦBurKG52b – + + + + – + + + + + – – + – + + 12 31 

97 ΦBurKG53a – + – – – – + + + + – – – + – – – 6 15 

98 ΦBurKG53b – – – – – – + + + + – – – + – + – 6 11 

99 ΦBurKG54a – – + – – – + + + + + – – + – – – 7 13 



 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

STT 
Bur 

TKT 
44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 Tổng 

Tổng 
1+2+3 

100 ΦBurKG54b – – + + – – – + – – – – – – – – – 3 9 

101 ΦBurKG54c – – + – – – – – + – – – – + + – – 4 6 

102 ΦBurKG55a + + + – – – + + + + + + + + – + + 13 23 

103 ΦBurKG55b – + + – – + – + – – – – – + + + – 7 16 

104 ΦBurKG56a – – – – – – + + – + + + – + – + + 8 17 

105 ΦBurKG56b – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 16 

106 ΦBurKG57 – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 5 

107 ΦBurKG58 – – + – + – – – + – – – – + – – – 4 9 

108 ΦBurKG59 – – – – – – – – + – – – – – – – – 1 3 

109 ΦBurKG60 – – – – – – – – – – – – – – – – – 0 10 

110 ΦBurVL34 + – + + + + + + + + + + – + + + + 15 45 

111 ΦBurVL39 + – + + + + + + + + + + + + + + + 16 47 

112 ΦBurAG58 + – + + + + + + + + + + + + + + + 16 50 

 Tổng 18 58 62 48 44 20 62 64 86 59 57 33 28 69 30 38 49   



 

 

 

PHỤ HÌNH 

 

                                        Phụ hình 1: Đường chuẩn mật số vi khuẩn B. glumae tương ứng với giá trị   OD600nm = 0,3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mật số 108 cfu/ml 

Đường chuẩn vi khuẩn B. glumae 

 



 

 

  



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Hình: Hình ảnh bố trí thí nghiệm ngoài đồng vụ Đông Xuân 2017-2018 

 

Hình: Hình ảnh ruộng lúa thí nghiệm tại ấp Bình Điền, xã Bình Ninh, 

 huyện Tam Bình, tỉnh Vĩnh Long 

 



 

 

KẾT QUẢ GIẢI TRÌNH TỰ BA DÒNG THỰC KHUẨN THỂ 

ФBurVL34: 

CCGTGTGGTTTCATAGGGTACTGTAGCGGCTCGCTCCCGCTCGCCCGCTATCTGTCTCTTTTCGTACAGGTATCTATGAGGGTATTGCTAGGGATACTCTAGTGATCTCTACATGTATCACTAGGTACTGTGTAGGTATCTCTAGGATCTACTG

TAGTGTCTCTGGTGTATCTCTGGTGTACTGCTAGGTATCATGTCTTGTATCCGTGCATCGCCTCGTTCCTCGGCTCGCCGGCTACGCTTTGTTTGCGCTTTCCATCGTGTGGCACTCTAAACGCTATGGTGTTAGACTATAGCTCTCATGGTACT

AAGGAGATAGCATTGACTAGGGTAAGGGGTAAGGCATCTAACGACTACAGGAATGACTTAGTGCTGTTCAAAGCTACTCAGTACGCTAAGCTTAAGGAGTTACTAGCTAGTGGTGTAGATGCTAGTACAGCTAGTGTCCAAGCTACTGAG

TACGCTAAGGCTAGGGTAAGTGATAGGGCTAAGGCTAGACGAGAACGTGCTGCTAGGAAGAAAGTGCTTGACAAGGCTTAGGAACTAGCGCATAGTTCGATCCAAGCACTAAGCAACAAGGTGCGAGACGCTAGGTAACAAGGCGAAG

AAGGCCAGCGCTCTAACGAGCAAGGCTAAGTAGCTGACAGGGCGTTACCGTTAGCTGATAGGATTACCCTGCAACTCAGCTAGTGTCTAGTAGTTGACAGCAGTAACGCAGTATGCTGTAATGCAGTCACGGTGTAGCGCAGTAGTGTTC

GAGAACGTTAGCGGCCTAGGTTGCTTCCTGGTAAGACACAAAGCGCTTGACACTAGCAGCACAGCAGAGTAGGATGCAGTCATGCAGTGCAGTGTTCGCAGTACCGGTGATTCAGGCCGGACGTAAAGCGAGGCGCTGAGTAGTGATCC

CGGATAGCAACGGGGCGGGTAGCGAAGCGATACGCGGCAAGTAGGCAGTAGGGCTTAGCGGGTAGCAGAGTGATACGCGGAATTGCAAGGCCCTAGCAAAAAGTGGAGAGGCATACCCGCTATCCATGATGCAAGCGAGGGGCACTA

AGCGACGGTCTAGGATCGTTGACGAAGGGTGAGCGCCGGATGATGCAGGTCCGGGACAATAGGGCGGCTCAGTAATCTCAGCCCTTATAGCGTAGAGCTTCGGCCGATGGCTGAGACTGCGCTGTTAGCTACGATCGGGTAGCGATGAC

AACGGCTTGCCGGGTGATTCGCGATACGATGACAGGGCGACAGTGACGGGCAGCGAGGCGATGGGTAGTGAATGGTGCCCTGTTAAAGCGAGCAAGCTACGAAACCTCACCTCGCAAGAGGTGTTGTAATTCGGTGGCACTTGGCGTA

GCAGTAGCGGAGTGCAACGCAATGCCCTGGGCGCATACGCCAGGACGGGCAGAGACGCGGGCCGCGAACCTCGATAGTGCCACCGAATTACAACGTAGGAGAATCATCATGCTTTACCAGACCGAACTTATGGACGTTGAGAATCTGGC

CACCGGTAAGCGCACCTACTACGTCAAGAAATGTGACGTTTTCAGCCGCGTGTCTAAGGCTGAGTTTGACACTCGGTTTGACCAGTGTGATGGTATCAGTTCGTCGGTTATCCGTACCGAAGGACGTTACCGTCGCAGCTACCGCACTTGCA

TTTACGAGCAGTAATCACCCTGACCTGAACAGGAGAATCATCATGGCAACGAAGGAAGTGAAGGAAAAGACCGCGCCGAAGCAAAAGGCGTTCTCGCTTATCACCAGCCAAGCCGAGCTTAACGCGGCCATCAAGTCGATCGGCACTCGC

TCCGCACGGCTTGACGCGGACATCCACCGCGCCGCAGTGAGCGTGATCGTACACAGCGCCAAGCACAACGATCCGGACGTGGCAAAGCGGCTGCTGGACGCGATGGGCAAGACGATGCGCAAGTCGGCCATGACCGCATGGCTGTGCG

CATACGGCGCGTTCGCAACCGACGAGCATGGCGCGCTGGTGTACGTGAAGGAGAAGCGTGAGACGGTGCAGACTGAGGCCAACGTTCACGCCGCGATTGCCGAGCCGTTTTGGATGTTCGCGCCGGAACCGAAGTACGTGCAGTTCGAT

CTCCAGAAGTCGGTGGCGGCACTCCTGCGCCGCGCTGAGAATGCCCTGGCGAACGAAGCACAGGACGCTACGCTTATTAAGCCCGATGTCCTCGCCGAGCTGCGCAAACTGGTCCCGGCGGACGCCAAGTAACCGAGCGTCGATCATGTA

CATCCTGTACGTATGGCTGATCGGCTCGTTAATGATTGGCGAGCCAGTGACGCCTGAGCAGTGCGAGGCGCAAGCCATCGCGGCCCGGCAACAGCACGGAGTGCGTAATGTCGAGTGCGTTCGAGTCCGGGAAATTTGAGGTGAAATGA

TGGAACAATTCATTGTGGTAGTTACCCAGCACCACGAGGGGCGTTATGGTGGCGTGCTGCACGACGAATCGGATGAGCCGTGCACAGGCACCCGCGCAGAAATGGAAGCGCTCCGCGATGACTTCATGCGCCGCTTTCCGGGCAGCGTCT

GCGAGGTGCGGGAGGATGCGTCATGGTAATCTTCAAAGTGCGCGGCGACCTTAACGCCCAATCCATGTTCGACATCCTGCACGCCAAGAACGTTAGCTGGGTTGAACTGGGCAATGGTTGGCACAAGTTGCGGGCCGACATAAACGAGG

ATACCGCGCGCTGCCTCGCGGGCAGTCTCGGCGTTCGACTCTACGTGGAGAAAGCATCGTGATAATGGGCATGTATTTCAATGCGACGCCCGACCACAAGCGGCCCGCCCGCGATGTCGGCCCGGCGTCTAACCGCTGCCTGACAGCAGG

CATGCGCGACACGTCGGGGCGGTACGCTACCTCAGGTGACTGCACTCCCACGTTCGCCAAGCAGCGTCGCGCGATCGAGGCAGCGCGTGATAACGGTGACGTGGTGCGTTTCTTCAACGGCAAATGGACTGTCAACGGAGTACCGCTGTG

AACCACCTTCTTGAGTTCTTAAAGGATTGGCTTGACTGGGCAGAAGGCGAGGCGCTCGATTTAGATAGCGCTCCAGACGGGCGGTACTACCGGAACGTGGGGCTGTGCACCAGTGTGCCCTACTGGGTTAGTCGCAGCGCCGATGCCCGC

GTGGGCGATGATGGCAGACTACGCAAAGCGCTGAGAAAGGCGCTAGTAGATAGCGGCCTGGACCCTACGTATCCTTTTGGCGGGCAACAACGTTACGCTGAGGATTACTGGGATAACCAAGCGCACCTTAACGAGGCGCGGCTTGCGTG

GGTGCGTCAAACCATTGAGCGCCTGGAGCGCTAGGAGGGAACTGTGTACGCAATCCTGAGTGTATTGGGCGCGTTGTTCATCGCCCAAGTCGTGGCCCTTCTAGCTTGGTTCGTGTGGGTCGATACGAAACCATGGCGTGAGAAGCGCCA

AGCCACCAAACAGTGGGACAACCAAGACTGGATGGACCTATGAGCCGCACTGAACAATGGATTCCTGACATGAGCCCGAACGAGCGCTACCGCGCAGAGCAGCATGAATTTGCAGCTCAGATCATGGGTCCGACCTACCCGAGGATACG

CTTTCCTGGTGCGCCGTCTAAGCCTGACTGGTACAGGATTGCTCGCGCCCTTCACGGTTGCGTAGAACTGCTGAAAGAGGACGTTCGTAAACTGGCGGAAAGCTCGGCCTACGCCGGCCCAGGCACCGATGGCCGCTATGGCCGATAAGG

AGATAATGATGGACCAACAGAACGTGAAGTTCCTGCGTGACCTTCTGAACGAAGCGGGCGTAGACAACCCGCTGGAGCTGGAAGTCGAGATTGTGCGCGCCGACGGCACACGCGTTGTTGATTTTCAGCAGGTTTCGCTCTATGTACTGT

GGAGCAAATCGCCGGGAGCAGTGCGCATCCGTGTAACTGCGAACGAGGTGTAGTGTGGTCATTGCAATCTTACTCGTGCTGTACGCAATCGCTGACGTGCTGTGTCGCGTGAGCGATAGGCGCAACACGCGCTGGAGTGTCCAGGTTATT

TGGGACGGCGATTCGTACCGCCATGCCGCGAAGTCTTACGACGATGCGTTAGCGTGGTTGGCCTGCTACCGTTTCGGCGAGGCATTCATCGATCGCACGTTTCACGGCACTACTGAGTGCGTGGCGCGGCGCATCGCCTACTGACAATTTC

AAACGCGCAAACTACAGGAAAGACCATGCGTGCCTACAATTCGTACAGCCAAGTTGCATTCGACGCGAAAAAGTTCAACATGTGCGTAGCGCATTTCCGCGAGGTGATGCCCACACTGCGTGAGCAGTTCAATTTCGACACGATCGTCATC

ACCGGCAAGTCCGGCGCGTCGCTGGGGTTTGCAGTTGCAGCAGCGTGCGGCCTTCATGTCGTGTACGTTCGAAAGGGCGAGTCGTCGCACGGCGACTACATTGAGGGTGACGGCCACGAGTTTGAGAACTACGCGTTCTTCGATGACTTC

GTGAGCAGTGGCGAAACTCGCAAGCGCGTGATTTATGAGCTTGAGGACTGGGCCTTAGAAAGATGCGAATACGCTAATGCGCCTAAGTGCGTTCTCACCATTGAGTACGACGGGGAGCCGGACACTGCTAGGCTTATCTGCCGCAAGAC

GCCAGGGGTTGACGGCCCGAGATACACCGGCGGTATGTACTGGTAGGAGGATACATGCAAAGCAACAACACGATCGAACGCGTTCGAAAGCAACGCCTGGAGCAGACGGAAGGGCAAGCGCTGCGTCAACTGCGCAAACTGGAGAAAC

GAGCCCGCCAAGCGGACCGCAACACGGCGCGCAACGATAAGCGCACAGGTGCTCTATGATCTACATTCTCAACATCGGTAAGCGGCCGAGCAAGTCGGCAGGCCAGCCCGCAGGCACCGTCATAGAGGACGACCGAATCCAGCGAGTG

GTACGCGGCGCTGGGTTCGACATCCGACAGTACAACGGTGCGCAACAGTGCCCCGCGACAGGCGAACCTTGCGCGGTACTCGTGGTGGAGGACACACGGCCACTGGCGCAGTACGGCGCACGACATCGCATCAACGTGGTGGCATTCGA

TCTCGATCAGGATGCCATTGCCGCCGTGCCCATCCGTGTGCGTGAACCAGCATGGGAACACGGCCGACTGCTCGGCCCGAACGTTGAACGTTGGGGCAGTTTCAACCGCGAATTCTTTGTCGAACCCGAAGCACTCTACCTGTAAGGAGCA

TCATGAACGGCGCACAGTACATCAAGATTCAAAACGATCCGACCATCACGAACGACCGCTATCAAGCGCAGTACAAGGGCGGCTCGTGGCGAGTTTTCGACAGCCACACCGGCGGCTGGGGCAGCGTGCCTCACGATACGGCGCGCGCT

GCTCAGGTTGCGTGCGATTCCATGAACGCTGGGCGCACGATCGAATTCGACAAGGTAGGGCACTTCTCATGAACATGGCACCATTGGTGATTGCGTTCGCACTAATCGTAGTCGCCCCGTTTGCAGTAGGCACATTACTGCTACTGGCCGA

TCGAGCAGTTAGTTGGCTGCTTGGTAGACTTGACTGGTAGACGCAAGGCCAACTGCCAATTTTCTAAACGCAACTTCAACGCAGGAGAACTCATGGAACTGTTTAAACGTGCCGGTCGCGTCGTGAGCAAGCTGGCTAGTGCGCTGTCCAA

CTTCGCGACAAACGACGAAGTCGATAAGATCGCGGAAGGACTGGATACCGCACTCCGTCAAGCTTGCCGGCATGATGCATTGGCTGCGCCCTACGGCCAGCAACAGCAGCCGATCCCGTACAATCCGACCAAGGAGCGTTACCGCGAAAA



 

 

GCGCAACGTTGCCTTCCATGCCAAGCGGGTCGGCCCGCATCACCGGCTACAGTACGGCCACGTGGCGCACAACCTCGCGAACAACAAGACCATCCAACTCATGAGCAACCCGCTCCTGACTGGCCTGCTCTGGCGCAGCGGCGCTATGGAT

GCCTCGACCAACCTGAACGCCCGGTACAGCAACGTCAAGGTGCGCAGGATCGGCAACACGGACAACTTTGAGGTGGCGTAATGCGCACACTGAACTTCGACATCAAGCTTACCGGCAGCGTGACGGTCCCGGACGCACTGCTGCGCCGCC

TACGCAGCGATGCCAGCGACCCTGTAGAGGCGGGCGGGGCAGAGTACCTGCACTCGATCCACAAGGAGCATTACGAGGACGATGAGACGTTCCTCCAGCTCGCCCTCAAGCATGCTCTGCGCAAGATGGCCCGCGAAGGCTTCGCCGCC

GACATCCAGACCCTGGGCGACAGCGAGGAATGCCGCGTCGGCTATCGTCTCGCCCCAGCGGCCGTGACCGTAAGCATGCCGCAGCGCGTCGCCGCTCGCCGGCTGGCTACCGAGCCGAAGGCGGAGATCGCCCATCGTGTCGAGGGCTT

CGCCGCCGATGCCGAGATTCCTAGCTTCGGTGAGCCCGACACGCTGGAACAGGCCGAAGCTTAACCCCTTTCAACCAACCCATAGGAGATTTACATGCCCATCGTCAACCCGACCCTCCCGCAAACCGGAATCGACCTCGCCGCCGCCACTG

CCCAGGGCGCTGCTCAACTTCAAGCCGTTCTGCCGGCCGTACAGGCCGCACAAGCGGCTGTCGCAGCCCAGGTAGTGCCTACCCCCGCAGTCGCTGCGCCGACCGAACAGCCGGCCGCTACGCAAGCCGCAGGGGTAATCGAAGGCACG

AACATCCCGGCCCTGCCCGAGCCCGACCTGACGGCGCAAGTCCTGGGAAACGCTGCTGGCTCTGCGGCCGATGCAGCCAACGTGACGGCTGGTGCCGTCGCTACTGGTGAGCCCGCAGTCGAACTGACGCCGAGCCAGAAGTTGGCCGC

TAAGATCGCCGCGAAGAAGGCGCAGCAAGAAAAGCTCGCCGCCGAGATCGCGAAGCTGGAGACGCAGTTCCGTTCAGCCGACCTGCTCGATAAGGTTACGGAAGGCAGTGTGATCGTGGCCCGCGTGGGCCGTGCCGAGACTGCCCGC

GAAGTCGCTGCGACCGTGATCGGCGTGCAGACCCTGGAGAACGGCGACCGCCGGCTGAAGATTTACTTCGGCCAGGGTTTCGATGCCGAAACCGTCGTGATCCAGGACAGCCAGATCGTGGACATCCAACAGGTCTAAAGCCATAGCCT

GGTTCGAAGCCTTAGCATTCGCCGTGGGCCGGTGCCCGGCGGCGTCTACTACCTGGGTCGCTGCGTGTGCTTGATGCAGCGGGCCATCACTACCATCATGAGGTGATTATGTCGAACTACACGCTAGAGGACTATTACATGGCGAAGTCG

GACTTCTACCGGGCGATGTCCCCAGCCGAGCCTACGCTGGGTATCGTCGCTCAGTTAGGCGCAATGAGCAATGAGATGGCCCGGCTGAAGAAGGAACTCGTTGCCCTGAGCAACGCGCTCGCAGTGGTCACATCGCCGATGAAGTCGGTA

GGAAGCCAAACGGAACAGACGCGTCCAGCAAGCACGAACCTGAGGACGCGTTTGGAGCACGCGACGGAAGCGGTTGCAGAACTTACGGCCCTCGTGCAGGACATCAACAACCGCCTGGAGCTGTAAGTAGTAGCACAGCCTAAAGGGC

TGTGCCTTGGTGTAGCTCAGATAGCGAATGGGGAATTATGACGATAAATCCCGCGTAGCGCTAAGTAGCTGGCATAGTAAAGGGACGTGCTCCGAACGTTGCGTGCAACTCCGGAGACGGAGCCCGCCTGAGTACCTTTGCCTGCGAACA

GTAGAGAGCGCCGCGAGCGAGTCGCGGAGGTCGCACACTGCCACCAAGGCATAGCCCTTTACTGGAGGCAACATGGCACGTCTGCCTGACGACGAATGGTTGCACCTTGCCAAGCGCGTGCCGATAGGACAGCAACGTCGGCATCGGCA

CTTGCGCGAGGCGCGCGAGAATTTAGTGGTGGGTAACGCGGGAGATAGATGGTGGAGCTACTGCCAAAGCTGCAAGAGTGGTGCCGTAGTGATGAAGGATCACGTGCTTGTAACCTCAGCCCTTCCGGCCGCATCATCGTCGTTGACGC

ACCCGACGGACCGAAAGGAACTTGGAAGTTTGCCGAGCTACGTGCAGGCGCAGTTGGCCTCATTCGTGGCGGCAAAGGGGCTGGACCTATGTATGATGCCGCACGGCAGTTCATGGAGTCGGGAGCGTGGACGCCTGTTATTAGCGTTT

CCCCAGGGCTTGATGGGCCGCGACACTTCAGGGTCAAGCCCAATGAAGTGGATAACATACGATCGGCAGCATTTCGTGACTTCCGCGAACTTGAGCAGCGAATCCTCGAAATGGCTACTAGTGGAAGACGCGTTTTCTTTGCTGAAGATAC

AGCACGCATTGCCTACGTCGAGTGTGATTTGTACACTTGGGACGAGCGCACACTCAAGCGTTTGTTTAGCGCTGCTGAAGTGCAAAGCCCAGCAAGTGGAGTCGTTCTACGACGGCGATGCGCCTGGGCGGAAAGGCGCGGAAGCAAAC

GCGCGTCGGCTAAGGGCTCTAGGAATCAAGTCAAGCGGCGCGATAGCGTGCGCACCTGAAGGGCTGGACCCGAAGGACATGACGCAAGCTGCGCTACGTGAACACGTGCAGCGCCTACTCGCAATTTAACGGGAGATCATTATGTGTAC

CTACGATGCACTGGAACTGAAGCACGTTGAATCAAGTATCGTGTTCCTTGTCAAGTCACGGGCTGGAGCTGAAGCACTCCTGGAACTTCCGCACCTCCCGGATGGTGAGTACGAGCTGAGGTGGCCGGATGACTTTGTAAGGCGCCTCACC

AAGACCTCCACTGTCGAGATTCAGTATGAGTGATGCCCTGATACTTCACGCGTTGCGGGATCGACGGCGGTATGCTCAACTGCGGCCGGCGGTCCCCGACGACATGCTTTCCGGCGATACTACAGCCATGCTCGCGTGGTTCCAGCTCTACT

TCAACACGTATGCAGAGGCCGAGCGCGTCGAGGTTGACCAACTCAAGGCGCTGATCGCGCTACGTGCCGATCCGAGCGGCGGGGCCGAGGCTATCGCCATCGCGCAACACTTCGCCGATCAGCTCCACCAAGAGCCGCCGCTAGATGCTA

TCGTCGGTGTGCAGAACACGCTGCGTGAGCGCGACCTGTCCGGCCGTGCTGGCGCACTACTGGCTCGATACAACTCAGGCGAGGAAGTCGATCTCGCATACGAGTTACGGGCTCTCGCGCTGGAGACGAGCCGCGAGATTCAGCAGGGC

GGCGTTTCCTCGTGGGCCGATGGTCCGATCTCCCAATACCTCGCAGACGATGCGGACGAGGGCGGCTGGGTCATCGACGCTTTCGGGCCGGCGCTCACCAGTGCAATCAAGGGGCTGCGCCCTGGAAACAACATCGCCATTGCGATGCCG

ACCGACAAGGGCAAGACCTCGTTGATCTGTCGCATCTTCGGCAACATCGCGAAGCAGCGACGCGCTGAGTACGAGGCGACGCAGCGCCCGATCCTGATCCTGATTAACGAGGGGCAGGCCGAGCGCATCACGCCTCGCATGTACCAGAC

GGTGCTGAACATCGACCGCGAGGCGATGTACCGCATGAGCAATGAGGGATTGCTGGAGCAGGCTTACGCCGACGCGATCGGTGGGCGCGGGGCAATCCGCCTTAAGAACATCCATGGCAAGAACGTATCGCAGGTGGAGCAGATCATC

CAGCATCACAACCCTGCAATCTGCGTCACGGACATGACCGGGCGCATCCGCGCCGTGAGCAATCGCGGCGGCGGGGCGAACGACATCGGGCAACTGGAGGAAGTATGGAACGGCATGCGTGAGCTTGCCGCCATCCACGACATGCTACA

CTGCGGCACGGTACAAGTGTCGAGCGAGGGATTCGAAATGCTGTTCCCTCCAATCTCTGCGATGCAGAACAGCAAGGTCGGCATACAGACCACACTTGATCTCGTGCTCATGGGCGGAGCGTTATCGAGCGCGCCAAATGTGCGCGGCAT

CAGTACGCCCAAGAACAAACTGGCTCGTGCTGGCCGCAAGAGCGAGAACCAGTTTCAGACTGTGTTCGACCCGCAACTTAACACATGGACCGTCCCGGAGGCGTGATGGACAATGAGTATTGGTGCGTGCAGCGCGAGGCCGGGAACGG

TTGCGCAGGATGCGCATGCTTTAATGTAGACGACGCGAGTACGTGCCCGACCTATCAGGTGTACGACAGCGCACCGCAGCCTGTGTGTACGTTGTTGGACTCGCTCCACGGCGGGAACCACATCTTCATCAAGGAGATCAAAGCGTGAGC

TTACTCAGCAAGGAAACGAAGGGCAAAGCCTACTCGCAAACTAAGTACCTAACAGTGCCTCAAGCAATCGTCTCGGCACTGGCCGGTAGCAAGGTGTACATGACCCGGCGCGAGATCAGCACGGCAACCGGCATCGAGATCGCCACGCT

GTGTGGCGCGCTGTCCAAGCTCGTCAAGCGCGGCGTCGTGGCCGAGGGTTTCGCGGCACGGTGCGAGACTACCGGCAAAGACGTGATCCACTACCGCCTAAACCGTTCGGAGGACTGATGAAGACAACGCAACTACTCTTTATGGGAAA

CCAGCACCTGGAAACGGTGCGTGGGTCCGGTCGCACCACTGCGATCATCCTGTCCGCCATCGGCACAGCACTGTTGAATCCTGGTGAAACCTGCAGTTTCGGTGATCCAGATGCAGTGGCGGCGTGGCAACAGCGGGAACTGTTATGCAG

AACGCGCAAGATTCTGGGTCAACTCGGTATCGAGATGCACGCGGAATGGATCGGTGTAGGTATTGAGTTGCGCGCCCCGCTTCGTGGGATTAAGGCGGAGGCACCATGGCTCAAGCGCTGATGAAGGGCCACACGTGGGCCAAGGGCA

AGCACAAGATCAAGTGGCCCGCCGTTGCGGAGATCAAGGTTGACGAGATTCGCTGCGACATTCGACGTACCCCGGCCGATGAACAGCGCGCGGTGTACGCCGACTATGAGCAGGGAGCACGCGTCATCTTCCGCAGTTACGCGGACAAA

GTGCTGCACAACCTGCGCCACTTTGATAAGCCGTTTAACGAGCTTATGGGTCGCATCAATGCGACTCGCCTAGATTGCGGTGTAATCGTGAACGGCAATTTCAACGACACGTATCGATGGGTACGCTCGTCAAAGGGCGTACCCCAAGACC

TGCGCGACGCTAAGGTCGAGTTCATCCTGTTCGACCTGCCTGACTCCGCACCCCTGCCATACGGGGGCACGGTTGGGCGCTGCGTACTACGTGCAAAAGTTGCGCAAGTTGCCGAGGGCCTAGGCGTACCGCTGCGCCTTCCCGAATGGTC

CCTTGTGGACAGCGAGCAGGATGTAGAGAACGCGTTCGAAGACGCGCTTGCACGAGGATTCGAGGGTTTGATGGTTAAGACGCGGGACCACGTGTACGAGCCCGGCAAGCGCTCATACGGCTGGCTGAAGTACAAACCGGAGGAAGAT

GCAGATGGCGTCATCACTGGGATCAATCAAGGGTACAGCCTCGAAGGGGTCGCGCTGGATCGAGCTGGTAGCGTCTCTGTACTCCTGGAAGACGGGAGCACAGCCAACGTCGCCGGTATCGAGCATGCGCTTGGCCGGGAAATGCTGGC

TAACCCAGCCGCGTTCATCGGCCGCTGGGTCGAGTTCATCTACATGATGCGCGATCGTCAAGGTGGCTATCGGCATCCCCGCTTCAAACGTTTCCGGGAGGATAAGGCATGAGATACGACGGTCATAAGTACAAGAAGCAGAAGGATGCC

AGCGGCCGATGCCATGGCTGCGCTTTCGAATACTACTCGGGGTCATACTGCGGCGAGCTAAACGACCATCGACAAGCTAAGGGCAAACGCCGGTGCCACGGAGGACGTACTTTGGATGAGCGGCTGAACCTGGACAACTCGTTCATCTGG

ATCAAGGTGGCCGATTGAGCTGGGAACCTATCGGCGGAGGCCAGCGCAAGGTAGAGGTGTTGTCGGGCTGGATGGCGCTTGAAAACACCTTGCTAGGCACGCTCAACAATGGCAACTTCATCCGCACTGCCGAGATCGTGCCGGCCCAT



 

 

CGCGACCTTGCGTTGCGTTGCGGCCTGCATGTCGAGTGCGACGACGGCACAACATACGTGCTCAACAATCCGTTAGGCAGACTAAGGGAGTCAGGATGCCTCGAATAATGTTCATGGACCTTGAGACGGAGAACCACGCGTATTGTGGCG

CTACCGCCTCACCGCGCCACCCCGACAACTACGTCGTGCTAAACGGCTGGGCTACCGAAGAGACGCCTTACAGCGGGGCGATCGAGTACCTGCGCAACGACTCGAAAGAGCAAGCCCACTCGCGTCCATGGGTCACCATCCCTGATGATG

TGTGGTTGCTCGTCTGCCACAATGCGCCATTCGAACTGGACTGGATGCTTGCGCAGCAGCGTGCGGAACTTCAAAAGTTCCTCAAGCGCGGCGGGCGGGTGTTCTGTACAGCTATCGCACACTACCTGCTCTCCAACCAGCGAGACACGTA

CCCGCCGCTGGACGAGATTGCGCCGCTGTACGGCGGCGAACACAAGGTGGACGGCATCAAGGCGCTGTGGGAGAAGGGTGTGCTGACTTCGCAGATCGACCCTGATCTTCTGCTGGAGTACCTGATCTCGCCCGAGCGGGGCGACATCG

CAAACACCCGCAAGATTTTCTACGGGCAGTACCAGCAGCTCACCGAGCGCGGCATGTGGGACATGGCGCTGGAGCGGATGGAAGCCATGCTGTTCAACTGCTACGCGATGGATGCAGGACTACTCATCAATCGGGACACAGCGCAGCGG

CATCTTCAGGAGGGCGAGGAACTTATCGCGAACCTGCGCACGTCGTTCGCCAAGTGGCGGACTGACTACCCGGCGGAAGTCGAGTTCAAAGAGACGAGCGACTTCCACATGAGCGCGTGGCTCTACGGCGGTCCGATCAAGTACCGGCA

TCGAGTGCCGCGCTTCGACAGCGATGGCAAGCCAGTTATGGTGAAGACCGATGCAGTGACTCTCACGGAGATCGGCGGCATCAAGTGCGAGCACGTATGCGCTCTGGACGAGAACGGACACTTAGCATTGCAGACCCCAACCAATGTGT

GGCGAGGCACGCCAGCCGACGCATGCAAGCTGTTCGGCGCGGACTTCGTGCGGTACAAGTCCGGCAAAAACAAGGGTCTTGTCAAGGTGGCGCGAGTCGATACGGCAGAGCAGGCGCAGGTGTGGGCAGACACGCATTACAACGCCCC

GCCGCTCTGCGACCTCAAGCTGCTGCCCGAGACGATTCGCGATGAGTTCCTGCGCGAGTTCACAGGCAAACGCAAGCTGGCAGACGAGTCACCGGTGATCGCATCATCGAAAGACGCGCTCGAATTCCTTGTGAAGCGCAAGGAGTTCTC

GCCCGAGGTGCAGCAGGTTCTTAAAGACCTGAACAACTTCAACAAGGCCGACAAGGACATCGGCACGTACTACCTTCGCCACGAGTATGACGACGATGGTAATGTGCGTAAGACGAGCGGCATGCTTCAGTACATGACCCCGCTGTCGAT

CGTGCATCACATGCTGAACATGACGGCCACGGCGACGACTCGGCTCAGTTCGAACCGCCCTAACTTCCAGAACCTTCCGCGCGGCGACGAAGGCGAGAACGAGGGAGACTACCAATCCCGCGTCAAGGAAATGTTCGAGTCGCGGTACG

ACAGCGAGGGCTGGCTGCTGTGGGCAGTGGGCAAGGGGCTGATTGACGAGTCGTTCTACGCTGAGTGCTTGGCTAACATCAAGGCCGGCATCCGTAACGGATTCATTGTCGAGATCGACTACAGCGCGCTAGAAGTTGTGACGCTGGCG

GCGTTCTCTCAGGACAAGAACCTAATCAATGCGCTGGTCAACAACATCGACATGCACTGCATGCGCCTCGCGAAGAAGCTAGGCGAGAGCTACGAGTCGGTCAAGGCCAAGTGCAAGGACGAGTCACACCCCGAGCATGTTAAGTACAA

GCAGATGCGCACGGACATCAAACCGCCGAGCTTCGCGTATCAGTACGGTGCCACGGCGATGGGTATTGCGTTCAGTACGGGTATGCCGGTCGAAGAGGCGGAGCAGTTCATCGCCAACGAGAAGGAGCTGTTCCCGGAAGTCGAGGCG

TACTACGAGCGCGAGGTGTTCCCTGCTGTCGAGAACAGCAAGACCATGCACCGCGAGCAGGACGACGAGGGTAACTGGACGGTCTACGGTCGCGGCGTGTACCAGACGAAGGGCGGCACATGCTACGAGTTCCGCCAGTACCCGAAGA

ACATCACGACGTTTGTTGGCGGCAAGCGACAGCGCGTGACGGTGATGCAGTTCAAGCCCACACAGATGCGGAACTATCCGATTCAAGGCGAGTCAGGGTTCTTCGTGCAGGGTATCACTGGACTCGTGATCCGCTGGTTGATCGCCAACG

ACTTCTTTGGTGGTCGCGTGTTCGTCATCAACACGGTACACGACGCTATATACCTCGATTGCCACCGCAGCGTACTAGACATCGTATGCGCTGGCGTCAAGGGCATCATGGAATCCTTGCCGCAATACTTCAGCCAGAAGTACGGCTACAAC

CTCAACGTGCCTTTCCCCGCCGCTGCTGAGTTCGGCCCGAACATGGGTACGAAAAAGCACTGGGAGCCGGGTGTTCTCGATAAGGAGGCAGCATGACATTTTTCAAAGCGGGCGATTCGGTCTGCTACAAGAAAGACAGTAATCGTAAGC

CTTACAGGGTTGTAGAAGCGAAGGCGCGGTGTGTGCGGCTAGACTCCAACCCGCTCATTTGGCGGGCATCTGACGACTTCGAACTGCACAACCCGTACACCGGTATCACGCTGGACAAGGTGTTCACAGATGAGCTGTTGATGTACAAGG

CTCCAATGTCGCAGCTTCTTCAGTTTGATCTCGCGCTGGCCGAAATCGCGGGCCTGCTGGCGTGGGCCGAGCAGCACAAGGGTTTCAAGTTCAAGGGTTTCGAGAACCTGACGCCCGACCAACACCGCGACGCTTTACTGCGCCACATAAT

GGCGACGCAAAAAGACGGCAAGGGAACCGATGATGAGTCGGGCAAGATGCACGCCGTCCACGCTGCGGCGCGCGCCCTGATGAACCTGCAAACCCTGCTCAAGAAGGGCTAAGGCCCACTCGCAATTTTCGACAGCAAATCCACGTAAG

GAGAAACGCATGACGATGACCCCGGAACAAGTAGCAGCATTGGCCGCACAACTCGCAGAGTGCGATGATGACATGAACGAGGCCCAAGCGGGCGGTGGCAACTACGACAAGCTGTGGCCCGAAGGCCGCACGCTTGCCCGCCTCACCTC

ATACGTCGAGAAGGGCAAGCACATCGAGCTGTACCAGGGCAAGCCGAAAGACCCGGCTCTCATGTTCCAGCTCGGGTTCTCTATGTTCTCCCCTGGCTATGTCAACGACGATGGCACCCCCGGCGAGATCGAGACGTACGATCTGGCACG

CAGCCGCAACGAGAAGGCCCGCGCGTTCAAGCTGTTCAAGGACATGAATTACTTCGGGCAGGCTAAGAACTTCGCGCAGCTCCTGGGCGGAATGGTGTACATCCTCGTGATTAAGCATCGCGACGTTAAGGGCAAGCCGGGCGAGAAGC

GCGCGTACATCGAGAAGGTCGAGGCCGGGATCGACATGGCAACCGGTGCGCCTTACAACATCCCGCCCGCACCATCGCTGTTCCTGTTCTCGTGGGCGGTGCCGACGCTGGAGGCGTGGGACGCCATGTACATCGAGGGCACCCGCGAC

GATGGCAAGTCCAAGAACTGGAAGCAGGAGAAGATCGCCGGTGCGACCGACTTCAAGGGCTCGCCGCTGGAGGCTTTGCTGATCGCCAACAACCGCCCGATTCCGGTCGGCACCCCGCAGAAGGCAGGTGCGCAGGAGACGCAAGCCG

CCGTACCGGCCGTCAGTGCCGCTGCGATGCCCCAGGTGGCAGCTACCCCCACGGTCGCCGTGGCAGCGGCTCCTGTGGCCGCTACGCAAGCCGTAGTCCCAAACGTGGCTGGCGTACCTGCCGTGGCTGCGGTAGTCCCGACTGCGGCCC

CGTCGCCTACGCCGAGTATCCAGGCCTCTACTGTGACGACTGCATCCCCTTCTAGCGTGCCGCAAGTGACCGCAGTCGCGCCCGTCGCACCCCAGGTGGCTGTAGTGGGAAACGTCCCGGCGGTGCCGCAGGTTGCTCCTACTGTGGCAGT

ACCGCCTACCGTCTAACAGACGCCTGGGACGCGCTAGGTCGGCCGCTTCATTTGTGCGGCTCGTGCCTGGATGACGACATTCCATTTTGAGGATAGGACATGCACACACGCAGATACGTAACCGACGTTGCTGCCAGCAACCACTTTGGCG

TCGGCGGGGTAGATTCAGAGCTGCGCCGCGCGACGAACAAGTTTCCGCGTTGGCCGAACAACATTCATCACGCCCTGAACATCGTTCAGGAGGAAGTAGGCGAGCTTGCGAAAGCCGTTGTTCAGCTCACTGAAGAAGGCAAAGTAGTTA

CTTACGCCGAAGTTCGCGCAGAGGCGATTCAGTCAATCGCAATGCTGCATCGGTTCCTCGTGAGCCTTGACAGCGACAAGTATTCTACAGACGCCGGGGAGCATGAGTTCTTGTCATGATAATAAACGGCGTCGATGTTGACGCCCTTGGT

GACGACTTCGCAGTTAGCGACTCGGGCCGGGTGCTACTGATCGACGGGGATGGGCCTGCATACGTTGCAGCAGCTACCGTCAAGACAGTGCATACCGGCCTTTCTCGCTTTCAATCAGAGGTGCTGAAGCAAATCTTCCTGGCGGAGTGCT

CTACAGGTGAGGTGTACCTCACACACGAGCGCTGCTACAAGACAGGGCGTTTCGGCATCAAGGCTCAGAAGCCGTACCAGGGGCAACGCAAGAGCGGTGCAAAGCCGCCACTCTTGCAGGCACTGCGAGAAGCTATCGCTGATCGTGGC

GAGCTTCAGGAATTCACAGTAGCAATGGAGAGCATCATCGAGGCGGATGACGCGATGATGATCCGGGCGTACCAGCTCGGAGAGCAAGGCATCATTCGCTCAGACGACAAAGACTTGAGGATGACGCCGTTCCCGTACTACGAGATAGG

GAAAGGTGTGGTGCTGCCCTCTGATCCGTTCGGTGAGCTGTGGATCGCGGAGACAGAAGGCGGTAACAAGAAGCTGCTCGGCCGCTCGCTCAAGTTCTTTTGGGCGCAGATGGTGATGGGTGATACCGCCGATAACGTCAAGGGCTTGC

TTAAGCTCGACGGCAAGGCAGTGGGGCTCATGGGCGCGTACGAACTACTGCACCCGCTGCGCGACATCGAATCGGTGTGCAACACAGTCATTGACGCGTACCGCGCTATCGATCAGAACCCGCTGCCCGAGGCGTGGCTGCTGTGGCTGC

TACGCTGGCCCGGTGACAACGTGTGGCGCTACTTCAGCGAACTGCCTTTCTCGGAGGCTAACAGGAGGTTTTTAGATGAATGTGTTGGACGAGACTGGTTCGACCCAGCCGCGAATGCGCAAGCTTTCTCGCGCGATGATGCCTGCCTGGA

AGGTTAGACAGCTTCAAGTCGTGCAGGGAGGACTGTGCGCAATCTGCGGCCGACCGGTGGATTTATCACTGCCTAAAGAGGGAGTGGTAGACCACAACCACGTGACGGGCGAGATTCGTGGTGTACTGCATCGCTCGTGCAACGCCGCA

GAAGGCAAGATCAAGAACGTAGTCGGATCGTGGGGCGCGAAGACATTCGACCCGGCTGCGCTGGTCGAGTATCTGAAACAGCTCGTGGCTTACTACGAGCGGCCCGGATGCGGCCTGATCTACCCGACTCACGTGGACGCAGCAACGGC

TCGCCGCAAGGCGATGGACAAACGCAATCTCGCTGCGAAGGAACGACGCGCCGAGATCAAAGCACGCAAGGCATTGCGTGACCAACGGGAGGGATGATGACGCAAGCACTTAGCGACATGCGCGATCTTATCGAGTTGCTGAAAGATC

AGGGCGTGGAGGTTCTGATCTGTGGCGGCGCAGCTCGGGATGTGTACCTGGGCCGCAGCCCGAAGGATTGGGACATGGCCGTGATTCGATACATCGAGCCGCAGAAACTACGTGAAGCTCTGCGCACAGTTGCTGTGTGGCAGTGTGTC

AAGGACTTAGGTGAACTAGGCCAAGTAGACGCCGAAGGTCAATCTGCTACCTCGGAAGGCGACGCCGAGGATCGTGGCTTGGAGAAGGTTTACGAATTCAAGTTCCACGGCTTGGCGTTGCTGCCCCACACTGTACAGGTGCTCTTGTAT



 

 

AACGAAGACAAGACAGCGTACTTTGCCGAAGACCCGCGTACGGTTGTTGAGGAGCACGACTGCACGCTTAACAAGGCGTGGCTGGAGTACGACCCAAAAGCGCAAGTGCTGCGGGCGCGTGTAGCGGGTCCGTTCCCCAAGCCGGGCG

GCACGAACATGTTTTCTCGTGTCGGGGTCAACGGCGCTCGTCGCGAGTACATCGCGAACAAGTTCCCCGAGTACAAGCACATTTAAGGAGCGACATGACCAAGATCATCGCACACAAGCGCGCAAAGATTCTGACGCTGGACATCGAGAC

AGCGCCAATCGCTGCGTACGTGTGGCGCACGTTCAAGGAGAATGTCGGGCTGAACCAGATTCAGATGGACTGGTACATCCTGTCGGTATCCGCGAAGTGGCTGCACCAGAGCCGGGTCTTCTACAAGGACCAGTCGAAAGCCGACGACAT

CGAGGACGACCTTGAACTACTGCGCGCCGTGCATGCGCTGCTGGATGAAGCAGACATCGTGGTCGCACACAACGGCCGGCGCTTCGACATCAAGAAGCTAAACGCACGCTTCATCCTGAATGGCCTGCCGCCGCCATCGCCCTACGAGGT

TGTCGATACGCTCGACGTGGCTAAGCAGAAGTTCGCCTTCACCAGCAACCGCCTTCAGTTCCTGACGGACAACCTTTGCACCGAGAAGAAGCTGACGCATTCGAAGTTCCCAGGCTTCGAGCTGTGGTCGCAGTGCATGAAGGGCAACCCG

GAAGCCTGGAAGGAAATGAAGAAGTACAACTGCCAGGATGTCGTCTCACTGGAAGAGCTGTACCTGAAGCTCCGTGTGTGGATGGACGGACACCCGAACGTCGCGGCCTTGGAAGCCACGGAGTACGACGAGGACAACCTGCCGATCC

ACAAGTGCCCGCGCTGCGGTTCGATGAACCTCAAGAGCAAGGGCATGCGCCATACCCGCCAGGGCGGCCAGTATCGTCGCTACCAATGCGGCGACTGTGGCGGATGGTCCCGCGCCCGCTTCCAATCCAGCACCCGGCAAGAGCGCGCC

GGCCTGCTCGTCAACTAAGGAGAACACATGAAACGAATCCTCAAGGGCGCACTGCTTGCAGCCCGGTACACAGCAGGCGTCATTGCCGTCGCGTTCTACTTGCTGTTCCTGCTGTTCGCTTTGGCTAGTGACGGCAAGCGTGAATCGGCCC

GCATCCACCGTCGTGTTACGTCGAGGCTGCCCTGATGACCTACGCAGAAAAACAGGAAGTGCTGGTGCAACTGCGCCGCCAAGTGATGGCCGCGATGGAGACGGGAAACCACGGAGTGGCCCGTACCGTCATCCGTGAACTGGCCGAAT

ACGACGCAACCGAATCCAACCGACTGCGCGCCGACGTGGTGCGCTCGTACGGTATCGACATCGCCTAAGGAGGATTAATGTCCCGTGACGCCCAGCTTGCCTACGAAATTGCTTGCGATGCCGAAGCAGCAGCAGAGCGCTTGCGCGAGC

TTATGGAAGCTGCGCGCAACGGGGATGCAGACGCACCGAGGGCACAGAAGCTAGCGGCTTCGATGCACCAGGAGGTGGTGCGCGTACTGCAAGAGGCGATCGATACGAAGACGCGAGGAACCGGCGGGAAGTTCAAGACGTGGCTGC

GCCGGCTTGGCGCTGAGAAGGCCGCGCTTATCTCCATTCGTGAGTGCATCGCGTTGTGCGAGATGGGTGCTATGCGCAAGTCCAGTGCTACGGCTCAGAAGCTGACGATGCACATCGGCCGGCTGTTTGAACTGGAAGTGCGAATCATGG

AAGCAGAAGAAGTGAACCCCATGTACATGGAGAAGATTCACGCACAGGTTAAGCAGAACGCTACGAAGAACTACGGGCATCTGCGTCGCTTGTACTCTGTGGCCTACGATCGTGTTATGAAGGGCGAGCTTGACAGCGAGCTTAGCGACT

CCGAGGCCGCGCAAGTCGGCAAGTTCGGAGTCGATGCTTGCTACCAAGCGGGCCTTATCGACCTGCTCCCGAGCAAGACTGGTGTACCTACGTACAAGCTCGATGACGACGTAGCGCAGTACCTAACTGCCTACGACCAGCAAGACGTGC

ATAGCGTGGTGGACCGGGGCGCAGGTGCGATGATCTGCGAGCCGCTGCCCTGGTCCAACCTTAACGACGGGGGCTACCTCAGTGCGCGGCGTCAGGCTCAGTTCCCGCTGATGCAACTTCGCAAGGTGCGACGCGCCCAGCGGAAGCGC

ATCCGTGCGGAGTTCACGGCAGAGAAGATGCCGCTCGTGTTCGAGTGCGCGAACTTTCTCCAGGGGCAGGCGTTCCAAGTGCACGAGCCGACCCTGCGAGCCGTGCGGCGGGCCTGGGATGCGGGCGGTGCCACGATGGGCCTGCCGC

GCCGTGAGAAGCCCGCCAAGCCGCTGTTTCCATTCCCGGATACCTGGGTGAAGGCCGATGCCTCTGAGGCCGAGCTGGAGGCATTTACGCGGTGGAAGCGGGAAGCAACCGCGTATTACACCGGCCTCAAGGAATGGAAGGGCCACGTA

CTGGAGATCGCGGGCTTCCTGAAGCTCGCCAAGCGGCAAGGCCAGCCGATCTGGTTCCCGGTGATGATGGATACCCGAGGCCGCTGGTATTACAATGGCACGCCGAATCCCCAGGGCAGCGACGTGGCGAAGGCTGCGCTGCACTTCCA

CGAGCGCCGGCCGCTGGGCCGCGACGGGCTGTTCTGGCTCCGTGTTCACATTGCGAACTCGCTCGGCTACGACAAGGCCCGGCCGCATTTGAAGGTCGCCTACGTAGAATCGATTTGGAAGCGCCTGGAGGCGTCTCTGGACGCCCCGGA

GGACTGTCCTGAGGTGTGGGGTAAAGACAGCCCATGGTGCGCCTATGCGGCCGCATACGAGCTGCGGGAGGCATTGCGCTGTCGGAACCCTGAGCTGTACGAGACGGGCATCCCGATCCACATGGACGCGACGTGCTCGGGCCTCCAAC

ACTTCAGCGCCATGCTGCGCGACTCGACAGGCGGCAAGTACGTGAACCTGTTCGATGCCGGCGGCGATGAGAAGCAGGACATTTACCGCCACGTTGGGAGTGGGGCCATGGAGTCGATCAGGCGCGACAAGCCTAGCCCTGCTCGGGAC

TTCTGGCTGGCGCACGAGATTCAGCGTGACTGGGCAAAGAAGCCCGTCATGACGTATGTGTATGGCGCGACGCTGCGCGGTACGGCAGAGTTTCTTGAAGGTGAGGTGCTGCACGGACGAGAGGACACGAAGGAGGAAGGCCAGCGCA

ACATCGACCTGAGTACCTACGGTGCGAAAGCGCTGTTTGCCGGGATCGAGTACGCAGTGCCGGCAGCAGCGGAAGCAATGCGCTGGCTTAAGGAGGCCACACGTACAGTACCCAAAGGCTCACGCATGGAGTGGACAACGCCGACGGG

CTTCAAGGTGCAACATGACTACCCTGAGGTGGAACTCATGCGAGTACGCTTGTCTAGCTGCGGAGTGGAGCGTATCACAATGTACGAGGAACGCGATGGGGTTAATCCTTCGAAGATGCAGAACGCAATAGCGCCGAACTTCGTGCATGC

ATTAGATGCTAGTCATCTGACGTTCACTGCCTTAGCAATGAAGAAGCAGGGGCACGCCTTCGTAGGTATCCATGATTCGTTTGGTACACACCCTAGTTCTGTAAGTAGTATGCACAGGATACTGCGTGAGGAATTTGTACGTATGTATGCAG

AGCATGATGTACTAGGTGACTTCTTGTGGGAGGTAGGAGCTACAGGAGAGTTTCCTAAGCGTGGTGATCTTAACCTCTCAGATGTACTTACTAGTGAGTTCTTCTTCTGTTAGTTTAGAGTGCCACACGGTGGAAAGCGCAAACAAAGCGC

GAGCGGGGAGGTTCGATAGGACCGACCTCGCGAGCAAGACACAGTACATAGCGGTTACAATAGTTAGATAGTATAGAGTAACAGTATTATGTATCTAGTGTAGTACATAAGCCTTACCATGTTGTCGGTAAGCCTAATTTAGAATGCCCCA

GATTGGAGATACCTACATGGCTGAAACCGTACATAGCGCCGGCTTTGCTCCGGCACGTCCCGTCGATCCGAGCAAGGTAACCTTCACGCAGCAGCAACTCGATGCTTTGGAGCGGTGCTTCCCCGAGTTGGTGTTTGCAGAAAATCTCACA

GAAGCAGCACTGCGCCAACGACTAGGACAACGATCGGTGATTACCTGGATTCGTGAGCGGGTGCCGAAGTGAGGATTCTTCATAACAAGGCGTGGGCGATGCAAGATTGGGAAAGTGCACACTCTGAGCTGACTGCGCATCTAGGACGC

AACAAGGATCACCACATGGCACAAGGTGCTGACGTTGCGTGGACCTTGCGCCAGATCGAAGGCGGCACGATCCACGCGGTCTGGATCAATGACCGCGACTGGCTGGTGCTGTACAGCGCTGGTGCGTCGTGGTGCAACCCGAACAAGTA

CCTTGCTGAGTTGCTAGTGATCGGCGTAGCGCCTACTCGCAATTTCTCCACGTACACCGAAGCGCTCAAGATTTTGGCACGGGTTCATTCCTGCGTCGGGATCGAAACAGGCAACGGTGTTCTGCGTCCCGGACTACGACGCCTCTACATGA

GGGCAGGGTTCCGGCCTCATAACGAATCGTATTTCCTGGAGGTGTAGACATGGGCAAGGTAGTCTCATGGGTTACCGACACAATCGGGCTCACGGACAGCGGTGCCGCCAAACGAGCACAGCAGGCTCAAGATCAAGCGAACCAGATTC

AGCAGCAGATCGCCGAGCAGACCGCAACCTATAACGCGAACCTCGCCGCACTGGCGAACAACGCAGACGCAACCCAAGCCGCGACGGTAACCGCCGGCGGTACGGCTGCTGCTGCTGACACATTGACCAAGCGGCGCAATGCGTCGCAA

GGTCTTGCTTCGACCTTGGGCGTCAACGTCTAAGGGAGGGCACATGGTAGGCAACCAGTCTTACAAGTCGTTGTTCGAGAAGTACCGGGATGACTCAGTGATCCTCAAGTGCCGGCAGTACGCGCACTGGACACTGCCGAAACTCATGGC

GGAACTCTGTCATCGTGGGACCGCTGAAGTGATCGAGCGAGACTACCAGGAGATTGGCGCGCTTCTCGTGAACAACCTCGGCAGCAAGCTCGCGGGTCTTCTGTTCCCGGTGAACCGCGCATTCTTCGGTATCAAGCCGAGCAAGCAGCT

CAAGGAGCACGCCAAGGCTAAGGGCATCGACATGAGCGAGTTTCAGTCGGCCCTGGCGCAGCTCGAAATGGACGCCTCGCAACGGGTGTTCCTGAACTCCAGCTACAACCAGCTCACGCTGGCAATCCTGCATTTGATCGTAACGGGCAA

CTGCCTGACGAAGCGAGACTCGAAACTTAAGCGCACGATCACGTACGGCCTTCAGTCGTTCTCGTGCCGGCGCACCGGCACAGGTGAGCTGGCCGACTGCATTCTGCGTGAGTTCGAATCGTTCGCCGGGTTGTCGCGTGAGATTCAGGT

AATGCTCGCTACGCGGTTCCCGAACAAGTACCGCATGGACAAGTTCGAAACGAACGTCGAGGTGTACACTCGCATTCAGCGCGTAACGATGGGCAGCGGCGACGTGAAGTACGTCGTGTCGCAAGAGATCGAGTGCATGCCGATAGGTA

CACCCGGTGAGTACCCTGCGCACCTCTGCCCCTGGCAAGCGCCTACGTGGTCCTTAATTCCTGGCGAGCACTACGGCCGAGGACTGGTCGAGGACTACGCCGGAGGTTTCGCCAAAATCAGCGATGAGTCGGAAGCGCTAGCGCTCTACG

GTATCTCGGCCATGAAGTTCCTCAACCTCGTGCAGCCCGGCAGTGGGAACGACGTGGACGATCTGAACAACGCTGAGACTGGCGAATACGTGCAGGGCACGCAGGGCTCGATCCAAGTGCAGGAGTCCGGCGACGCGAAGAAGATTCAA

GCGATGATGGAGTTGATCTCATCGACGTTCACGAATCTGTCGCGGGCCTTCATGTACACGGCCAATGTGCGGGACGCTGAACGCGTCACTGCATACGAACTGCGCCAGCAGGCAGCAGAGGCTAACCAAGCTCTTGGTGGGCAGTACAGC

GCACTGGCTGAGTCATTCCAAGTTCCGCTGGCCCACGTGCTGGTGGTGGAAGAGAAGCCAGACGCGTTGGAAGGTATCCTGTCGAATACGTTGGTGCTTGACGTGATCGCCGGTATTCCCGCCCTCAGTCGCGGCATCGACGTGCAGAAC



 

 

ATACTCCAAGCCGCCCAGGACGCAGCAGCCATCGCTAACGCCCTCACGTCGATCGATGATCGCGTGGACCCACGCAAGCTGATGGATGTTATCTACGCAGGTGCCTCTGTCGATACTACGACCATCCTGCGCGACAAGGAAGCCCAGGCCA

AGTTCGATGCGGCCAAGCAACAGATGCAGCAGGCGCAGACTCAACTCGCCGCTACCCAATCCGCAGCACAGACAGCAGCCATCGGCTCGCTGCCCGGTGCCAACAACTAAGGAGGCCACACAATGGCAGAGCAAGTCGCAGTCCCCGCC

GGTTTCGATCCGTCCAAAGCTGTACCGGCTGACGCAGTGACGCTGGGCAGTCGTGACCGCACGCCGGCTCCGATTCCCCCAGTGCCGCCGTCGAACCAGCAACGCAACGACGCAGCGCCGTCCAACCTCCCGCCGGCACCCGGTGCGGAA

CCAGTGCCCGCAGGCCCGGATGCTGATCCCGAGTATGCAGCATTCCAAGCGTGGAAGAAGGCGCAAGCTGCTGCACCGACTCCGGGTAAAGTGGACGACACGGCCGCTGCGCAACCGGTGCCTGTTATCCAAGATGACCAGACGCTTAC

GGCCGTTCGCGAGGCGGGCAAGAACGACCCGGTAGTCACTAGCGCGCTTTCGCTGTTCTCGCTGGCCGCGCCGAACCTCGACGTGAACCGTGCAGTGAGCACGGCCATCGCACGAGCCGACGCGGGCCTTGTTGACGAAGCGTACCTCA

AGGAAGTAGGCGGCGATAAGGCCGATCACCTGATTACGGTTGCCAAGAATCTTGTCAACCACATCAACGCGCAGTCGGAACTGCTGATTAAATCCATCGAGGACATGGCCGGTGGGGCGGCTGGTTGGAAGGCGTCCGTGGCGGTATTC

AACGCAAAGGCACCGGCATACCTCAAGGAGTTCGTAGGCCATGGCCTCAACTCCATGGACCCCGCGAAGATCAAGAGCGCAAGTGCTGCGCTACTCGACTTCGCGAAGCAATCGGGATCGCTTCCGCGCGATCCCCTAGGCCACGTCGCC

GCTGGCGGTGGGGCACCTGACGGCACCATTGGGCTGTCCAAGGAGCAGTATCAAGCGGAGCGTCTTAAGCTCAACCGCAACGCGTCGGACTTTGCCGACCGTGAACGTGAGCTTACCGCGCGCCGACAGCTTGGCAAGAACATGGGCCT

GTAAGCCCTAACCACAAGGAGGATTAATGGCAGACGTAGATAACAAGGGTCAACTGACCCGCACTTGGTGGGCCGGTAGCGATGCGGACGCAGACATCCACATTGAAGCGTACGAGGGCGACATTGAAGGTTCGTTCCGCGCTGAGTCG

CTGTTCCGCGCCTCGGGCCTCACGAACTACAAATCGGTGCAGAACCAAACCAACACGTGGCGCGGCGACCGCATCGGCGCGGCTGCTGTGAAGGGTCGCCGCTCGGGCGAGACGCTTGACTCGGCTCGCATCGCAAACGAGAAGTTCATC

GTGACGGTCGATACCACGTGCTACATCCGCACGCCGTTCGACTGGCAAGACGACTGGACCTCGCCGGACTTCAAGAGTGAGTACGCGGCCGAGCACGCATCGGCACACGCGATCTCGTTTGACGAAGCACACGTGATCCAGCTCATCAAG

TGCGCGGCGTACGTTCCGCCGGCCTCGCTGGCTGGCGCATTCCATCCGGGCATCAGCGCTGTCATGACGGGCTACCAAGCCGCACTCGCGATCGGCAGCGATGTCGTGGAAGTCGGCCGCGATCTCACCGGCTTCGAGAAAGCAGCCGAC

ATCATCGTCCAGAACCACAAGGAAGTGCTGACTGAGTTCGTGAAGCGCCGCCTCGGTGCGGGCCTCGCGCAGACCGTGACGCTGATCCATCCGGACGCGTTCAACGTGCTGCTGGAGCACAAGAAGCTGATGAACGTGGACTTCCAAGGC

AGCTCGGCGTCGAACGACTACGCCCAGCGCCGCATCGCGGTCCTGAATGGCGTGCGCGTGATCGAGGCTCCGATCTTCCCGACTGCCGGTGTGTCGCACCCGCTGGGCTCGGCTTTCGACGTGTCGGCCGCAGAGGCCAAGGCGCTGCTG

ATCGTGTTCTTCCCGCAGAAGGCACTCGTGACCGTGCAAGCCCAAGGCATGACGGTCAAAGTGTGGGAGTACCCGAAGGAGTTCCAATCGTACCTGGACTCGTTCCAAATGTACACGGTCGGCCAGAAGCGACCGGACGCCGTTGGCGTC

ATCTTCAGCGACTAATCGAAAGACGTAGGTTCGTCGGCGGTGGAGCAGGAATCCGCCGCTTAGTTCGCCCAGCCCCGCGATCCTTAACAGGGTTGCGGGGCTTTTTTTTTTTGTCTCGACCATAGGGGATTCCATGGACTTGCGCCCAGCCC

CGCGATCCTTAACAGGGTTGCGGGGCTTTTTTTTTTTGTCTCGACCATAGGGGATTCCATGGACTTGCTAACGGCTGTCAACGAAATTCTGCCGAAGCTAGGAGAACATCCGGTGACATCGCTGGAATCGAAGTCTCCTACGCTCGCGGTAA

TCCTTCCTCAGATCGACTCAGAGATCGACCTGCTGCTGCAACCCGGCTGGTGGTTCAACACGTATCACCACGTCGAGCTGTTTCCTGATCCGAACGGCTACATCGATGTGCCGGAGGATACGCTGTCGTTTGTCGCGGAGCCCGAGTACGGC

ATAGTGACTGCACGCGGTGAACGCTTTTACAATCAGCGAACCCGTAGCTACGTGTTCCCGTCGAAGATCAAGGGCAAGCTCATTCAACGCTGGGAGTTCAACGACCTGCCCGAGTCCGCTGCAAAGTACGTCCTGTTCTCGGCGCTGGTCG

CCATCTACGTGACCGACATCGGGCTTGAGCAAACCGTACAGCTCTGGCAGTCCTACGCGTCGATCGCGCGGGGCAACATGGAGCAAGAGCATCTGCGCCAGATGCGCTACACAATCAAGCAGTCCCGGCGCTACCGGAAGCTGCGCAACG

CTATGAGGGGGTAACCATGGCTGCATTCGAGTCTTCGCAGAAGTCTCAGATTCAAGGCGTGAGCCAGCAGATTGCGCGCGAACGGCTCGACGGTCAAGTTAGCGCGCAAGAGAACATGCTGTCGGATGTCGTCACCGGGCTGCGTCGCC

GTCCAGGTGCATGGGCTCGGCAGCTCCTACAACTCGGCACCGTTGGTACTTCCGTCGAGAGTGTGCTTGGTTTCGATGCAGACCTTGCCGGCTCACGTGTACGTGGTGTGTTGAATACGGCTGATGGGGTGCTGCGCCTGTACACGGAAGC

CTGGGCACCCATTCAAACACTGCCGGCCAATCCCTACTTGCAGACGCCCAGCGGTCGTAACGCGATTCGCATGACGAGTGTTGGGCCTGATCTGTTCCTCGCTAACCTAGAGCACACGCCTGTACCTTTGTACGGGGCCGCTGGGCCTAGTC

CTAGCCGTGTCGGCTTCTACTACATCAAGACCGGAGCATTCTCGAAACAGTACACTGTTCTCGTGGCAGACTCAGCTTTCGCCGCGCGTACATACGAAACGACCACGCCGCCAGCAACTGCTACCGGGGCCGATAATGCGTCTACGCCTGA

GGCGATCGCAGGACAGCTCGTGGCACTTATCAATGCGGACACGGCCACCACAGGGTGGACTGCGTACTGGTATGGCTCGTTCGTATCGATCCACGGCCCGCGTGATGGTATGACGGTGGGCACGGCTACCTCCACGTCGTACGTGGGCGT

GTCGGGGCAGGGCAACGTGCCTACGTCTGGCGATCTACCGTCGCGTCTGCCGTCACAGGCAGATGGTCTGGTTATCGCGGTAGGCAGTACAGCGTTCCCGACGTACTACAAGTACATCTTCGCGAAACAGGCGTGGACGGAAGTGGGCC

AATACGGCTCACCAACAGCACTAGCCAACATGCCCTTGCGCCTAACCCTAAACAGCGCCGGTACGGCATTCGAGTACGACCAGACGTACGAAGGGCGGTACGCAGGCGACGATGACAGTAACCCGCTGCCGTACTTCGTCACGAATGGTA

TCACTGGTATAGGAAGTTACCAGGGCCGTCTGGTGATACTGAGCGGGCCGAGTATCAACATGAGCGCAAGTATCAACACACGCCGGTTCTTCCGCTCGACGGTTACGTCTGTGGTGGCAAGCGATCCGATTGAAGTGGCGGCGTCGGCTA

ACTCCTCGTCGGCTTATAGGTATGCTGTCCCATTCCAGAAAGACTTGCTGCTGTTCAGTCAGAAGTACCAAGCAGTTGTGCCCGGTGGGAATGTTGCCATTACGCCGTCAAACGCGACGGTGGTAGTCACCTCTACGTACGAAGGTGACAT

GACTTGCTCGCCGGTGACGCTAGGGCGGACCTTGATGTACCCTGCGCCACGTAACACGCAGTTTTACGGTATGCTCGAAATGGTGCCGTCGCAGTACACTGACTCGCAGTACGTGTCCACTGATGTAACTGGACACCTACCAAAGTATCTG

CCTGGGCGCTGCCGCTTTGCTGTGTCGTCGTCGGTGGCTAACATCGCGTGTTTTGCGAGCACAACCGACCATCGGCAGCTCATTGTTCATGAGTACCTGTGGAGCGGTGCAGATAAAGTGCAGCAAGCTTGGCACCGTTGGACGTTCCCGT

ACGACATCGCAGATGCCTTCTTTACAGGTAGCGAGATTAACCTGCTGTTCGTGAATGGGACCAATGTTCTCGTGGCTACGATCGACCCTCGCGTAGGTACGCTAGATGCGGCGAGCGACCGCCGACCGTTCCTCGACCTGTACACCAACAC

GACGGTAACGGATCACGAGGCACCTGTCCCGCCGGGGCACTTGATCTTTGACCCGAACATTGCTGATCGGCTGTCATTGGCAGATCAGTCTAGCGACGGTGGCGAAGAGGTTGGCATCGAGTCGCACACTTCCAGCGTGCTTACCACAGG

TGACTCATACCCAACTGGCAATGTTGCAGCGGGCATCAAGTTCACCTCATCGTTCAGTCCAACTACGCCAATGGTGAAGGATCAGAATGGCGTCGTAATCAGCAGCAATAAGCTGACTATCCTGCGCTACATGATCGGCACTGCTAACTCGT

CAGAGTTCAACGCGTTGGTTAGCGATGCAGCCAGTGATTCCGACAACACTGATATAGACGTAGGCCCAGTGTACTGGTCGAGCCCTGAGCTTGGCCTTGGCCGGCGTCGGGCTACGGTTGACGCTACTACGATCATCCCATGTCGTACAGC

AGCGGCAAGCACTACGCTTGTGCTATCGACGGATGGCCTTGGCGAGCTAAACATCGTGGCAGTAGAAACAACCAACCGCTACAACCAGAAACTTCGGAGGCGCTAATGCTTGGTACGTTCCAGCTTGCATCGCTGGGGCTGAACTTCGCA

AGCGGGTTACTCGGGTCGAGCAAGCAGCAGAGCGCTGCGCTCGACCAGTACACCCAAGGCGTGAAGGCAGTCACAGCTCAGAATCAGGCGATTGCGGAGGCCAACACCGCGAACATGATCCGTACCGGCTACATGGTCGGTATTCAGAA

CCTACAGCTTGCTCGGCAGCGTGCAGCAGCAGCCGAGCAAAGCGAGTCAATCTCCAGCAAGGGCGTGGCTGCTGTGGGCAATGCCGTAGCGAATGCGGCGGCGTCTGGTACTGTGGGCGCGTCGGTGGATGCGACTGTTAGCGACATCC

AGAAGAAGCAAGACGAGGCGCAGATTGGCCTTGACGAAAGTTTCTCGCAAACCCTGGAGAACGCGCAGATCGCTATCGAGCAGACCGCGATGTCCGGCAAGGACTCGCTACAGGCTGCTCGGCAGTACAACACCAACATGCCTACGCAG

AGCTTTGGCGCATCGTTGCTGTCCGGCCTTACCCAAGCCGGTGGGGCCGCGTTGCAGCTCTACGCGGGCGATAAACTTTCGCTTGGTCCGACCAACACGCCCAAGAGCGATGCAGGTTCGTATTCCTATAAGTCCATCTTGTCTGGGCCTGG

GTACTCATTCAGCTAAGGAGGAAACATGGCAGTTCAGCGCGATGCGCAAAGCATAGATTTTGGCAGTGCGCCTCAAGCGGGCGCTGTCCCTGGTAACGTAGGATTTGTGCGGGCCGATCCCGGTAAGTTCTATGACCCCTCAACTCCACAG

CCTTCGGTGATGACGGGCATCCTCGACAACGTACTGAATACGTTCACGAAGCCCGTCACCCAGCTCGCACAGCAGGAGGTAGGTAACGAGCGCGAGGAAGCGTACTTGCGCGGAGCGGCAGCGGCTGGCAGCGACGATGCGCAGGCTG



 

 

CAATCGACAGCAACCCGATCACCAAGAACTGGACCGGTGCGGGTTGGGCGGACACGCGGGCGCGTCTCGCACAAGCAGACGCGGAAGCACAGACCGCCGCCGACATGAAGACCTTGCGGGAGCAGTCTCCCGAGCAGTTCAAGCAGTA

CCTCGCCGAGCGTCGGCAGAAGGTGCTGGACAACATGCAGGGCATGTCGCTGGATGCCCGGAAAGGGCTGATCGCGCAGCAGCTCACCAGCGATCGATCGGCCATCGCTAAGCACGCTGTAGAGCACACGAAGTTCATCATCGACCAGA

TTGGCAAGGGTGTGCAGACGGACCTTAGCGTGCGGCTTGACGCGCTCAACAACGCGAAGACCGACCCGGTTGCGTACAACGCTGCGGCGGATGACGCGTTCGCAGGGCTGTACAGCAACGTGTGGTCGAATCCTAACCTGCCGCCAGAG

AACCGCCAGAAGCTCACCACACAAGCCCTGTCGCTCGCGCTCCAGAACAACAACGAAGTGCTGTACGAGAAGGCGCGGGACACGAAGCTGCCCGGCGGCGGCACGCTGCTCGACCAACTTGGATTCGAGGATCAGACTGCGCTGTCAAA

GGCGTATGAGCAGTCACGCAAGGACACGAGCACGATGCGGCTCGCGAACTACAACGCACAGCGTGGCCTCATGGAGGCACAGTTTCAAGACCCGCTGACGCCGGCCATGCCCTACGATCAGTTCCAAGCCTTCGTGGCGAAGGGCGTGC

AGATCGGTGCCATCCAAAGCGGGGACATCACATCACTGACAAAGGCATGGGCCGAGGGCAACGAGAAGAAGGTCGCTTCAGCAAACCTTGCGCAAGCGTACGTAACCGGCAACGTGAAAGCTATGTTCGCCATGGGCAAGGTCGAGGA

CCAGGGTTACCAAGCATTCATCCAAGTACAAGCCCGTAATAACGTTGACCCAGCAACGACCGTAGCACAGCTTTTACAAATCGGAGTAAAGACAGGCCAAGGTTCTGCATTCAAGGGCGTAGGGGACTTGACTCGATCGGCAGTGTCGAT

GATCGGAATGGGCAACAACATCGACCAAGGGCAGTTGAACATGCTCAAGACGGTCCTCACGACTCTCGACACTGCCCAAGGCGCGGGCAAAGCCAATGCGCTGGGCGCGTACCTGTCGTCATTTAAGGATGACGAGCGTTCGAAGATCAT

GCTGTTCCGCGAGCGGTTGCAGGCAGGTGATGATCCGATGGTCGCAGCGCAGACCGCAGCAGATACGTTCGCCAAGCAGTCTCAGCTCACGATCGAGCAGCGAAATGTGCTAGCCGCAAACCACGCTAAGGCCGATGCTGCTGTGCTCG

CTGAGATCACGCCACGCGGTCTGTGGGGTAGCATTGCCAATGCGGTGCCTGACTTCCTGCGCCCGCAGTCTAACATCGATAAAAACAAGCTGCGCACGTATCAAGGATTTTTCGAGAACGACGAGCGTGTGAACGCTGCCCTAGCTCCGGC

CAAGGTAGCGCTGGTGGAAGAGTTGAATTACATTTCACGTAGTGATCCGTATGCGTCGGATGACACTCGACGCAAGCTCGCACTGGCCAAGGTTGCAGGCCGAACGCTCGATCTTGATGGCGGACCGCTGGTGATTCCTCGCCTACCATCA

GGCGTCTCCATGCAGTCCTACTTCGGCGTCAATCCTTCGGTGGGGCCGCAGACCATCGCGGCTACGCTTAACGAGCTGCATAAGCCGGGGGACGGAAACCGTGTGGTCTACAAGGCAACCGGCGACGGTCAACTTCAGTGGCAGGAGTTC

GGGAAGAATGGTGAGTTAGTGAAACCCGGTGGTGTGTTCGATCCGAAGTCTATAGCCCAGGCAGTTCAAGCAAAGCAGGATCGTATTACTGACGAGTTCAATCGCACCAATGGTCCAGGTGTGCAGGCTAAGGGTACTACCGGCGTACC

GGTACAGTACAACGGCGATAACTCGGCAGGTGTGGGTAATCCGCTCATGCTCCAGTGGCGTAACGATCTCGTAGCGCATGAGGACGTGCGGGATACCCCTTACGACGACGCTAGCGGTAAGGTGGTGAATGGTAAGCGGGTCCAGACGG

TTGGAGTGGGAGTTAGCTCGCACAATCCGTTCTACCCGCCAGTGGATGCAGACGGCAAGGTATCCGCAGCAAACATTAGCCGGTCCTTCACCCTAGCGTCGAATGCAGCAGCGCAGACAGCGGTACGCGCACAGGCGGCGGCTGGCGTG

CAGACGGACAACAGTTTCCGGTTGTTCGGCTCGCTCGCGTATCAGGGCGGCAGCGTACCGCCAGAGCTGATCGCCGCGCTTAAGCAGAGCAAGGCCGACGAGGCAGCAGCGGCGTTGCACGCGTCCACGCAGTACCGCATGGCCCACTC

AGCCCGCAAGCAGTATTATGACTCGATGTTGAGTTCGATCACCAACGCCCGCACCTGGGGCACTCAGTAAGGAGGAAACATGGCAGAGCCCATCGTTAATGTGGACCCGCGTATCTACGGCGGGGATGCAGTACCCGCTACGCCGGTCCC

GGAGTTCACTCCCGGCGATGGGCGCGCAGCAGCTCCGATTGCTCCGTCTGCACAAGTCTCGCAGGCGGGCATAGCGAGCGGAACGGCATCGGAAGAACAGGGGCAGTCGTTGATTGCGCAGAACTCGCGCGAACAGGCTACCGCATGG

CAGGCCGCGAAAGCGGCTGTTCAATCGTGGACCACTACCCGAGTGTGGGATTGGGCCACGATGCCGCACTTCGACGCCGACCCGGAATTCGATCCCAAGCCGTATGTGAACGGCACCCCGTTCCAGCTCAGTGAGGACGAGCACAAGTTC

CTGGCAAAGTCGCAGTCGCTGGCAGAGTACCAGTACCGGGCCAACGCTTTGGACGAGCAACGCAGCCTGTACCGGCAGATGGGCGACCATCCGTTTCTGTCGGGCATCCTGAGCTTCGCAGACCCAGTGTATCTTGCCATCGATCTCGCGT

CATTTGGCACCGCCACAACCCTGACGGCAGCAGGTGCAGGGGTACGTACTGCCCGTGTACTCGGAGCCGCTACAAGCGCCGCTGGTAACTTCGCGGTGGGTCGGGCAGCACAGACCCAGGCTGCGATCTCCGATACGGAAGTCATCGCC

AATGCACTGGTCAATGGAGCGGCCACAGCGGCCCTGTATCGCCCCGGCAAGGGCTTCGTTGCCGCCGACGAGGCGTACCCCTCGACCGAGCTGACGAGCGCCGCCACGGCCCTCCAGCGGGAGGCTGCGCCAGCCGAGCGCGCGGTTGT

CGCAGAGCAGGCGGACGTGGCCGCGTCGCGTCCGCAGCCCGAGCCTGCCATACCTACTCGACCGATTACGGGCACGGTACACAGCGAGATTGCGGACCGGATTGTGTCGCCACGCTACCAGACGGATGCGTACGCCGCGATGCAGAAGG

TATCTAATGACCCCACTTTTGGGCCGATGATTAAACAGGTTCTGGAGGACCAACCTGACGCATTGGCGTCGCTGCCTGTGCAGGTGAGTGAAATGCGCCGCCTTGCGGGTGAGCTTGGTGATCGTTCGTTCTACGAGCCGAATACGCACAA

GGTTCACATGAACCAGACGCAGATCGATAATCCCCAAATTCTGCTGCACGAGGTGATGCACGGCCTGACAGTGCAGAAGCTTCTCTACGGTGCGGAGAATCCGGCCTCAGCACATGGTGCCATCACGTCGCAACTGGAAAGCCTGCGCAG

CGAGCTTAACGCATACCTCGCACGTAATCCTGCTGCTGGGCGGCAGGCAAAGTATTTCGGCAGTAACGTTCGTGAGTTTGTGGCCGGGCTGTACTCCGGCGATACGGAGTTCACGCGGACCCTTTCGCAGATTCCTGTTGCAGGTGCAACC

AATGCGCTGTCTAAGATGGTCGAGTTGGTTCGTAAGCTCCTGGGCATTGCTCCCAATCAAGAGAGCGCATTGACCAAGGCGCTGTCCCTAACGGACGAGTTGATTAATACTCGTCTTAACGTCGCCGACCGTGTTACCGGTGATGTGCTGG

AACTGTCACCTACAGGCTCACAGCAGCAACTCGCAACCGCAGTATCCGGTAAGCTGGAACGTGCTAGCAAAGCTGCGGGTTCCAAGTTTGAGTTGTCACTCCATAAGACCATGAGTGCTAAGGGTACGGAGGGCGCGAGGGTCGCTAATC

TGCTTGTGGAGAGCCCGACTAATCTTTCGGGTAACTCTGCTGCGGCTCAACGCCAAGCTATTCGTTCAGACCTCGCAGCAAAGCAGTATGCCTACGAGGATTTGCTCAAGGCAGAAATGGCTCGGCGCAATGCCGGGCTGTTGCAGCGCGT

GCTGCAACCGCGACAAGCTGCTACGGCTCAACGTACGATCGAACGTGAAGTTCTTGAGGAACTGGCACGTCGGGACAACGTGATCCGTCGAGGTAACTCCAACATCACTGACCCGTCTGTGCCGAAGGCAATCTCTGAGCTTGCCGACGC

ACACGCCGCCGCTACCCAACCTGCACTTCGCGAAATGAAGGCAGCGGGTGTGCTGGGTGCTGACGTGGTGGACGAGAACGTTTCGTACTTCTCCCGGAAGTGGAGCGTCACCAACATCGAAGCTGCTGAGGCTAAGTTCGTTGCAGCGG

GACTGACTCAGAAAGCAGCGGCGCGTGCGGTTCGTGATGTCGTAGCCGATGGTATCATGCGCGCAAATCCGCAATGGACGCGCGACTTGGCCGAGGATGTCGCGCATGCAATTCTGCACCGCGCTCGGGCTAAGGGCTACTTCGAGGAT

CAAGCATTTCGCGGACACGTCGGTAACGGGGCAGCAGAACAAGTGCGGTCCATTCTGGAGACGACTGGCATTTCGCAGAAGCGTATTCAGGATGCGATGGACGTGCTCACAAACGTAACTGACGAAGCAGGTAAGACTTCGGCGCTCAA

GCATCGCATTGAAATGGACATGCTAACTAGCACGCAAGTGGGCAATAGCCGCGTGTCCATCGTTGATCTTCTGGATGGGAACCTTACCCGGAACCTGGACAGCTATCTCGACAATGCAGCGGGCACTGCTAGCCTTGCAAGGGTGGGCCTT

AAGACCAACACGGACATCGATAACTTGCGCCGTACTTGGATGCACAGCATCGAAAACCCCGCAGAGCGTCAAGAGGCTGCTGACTTGTTCGACAACGTAATTGCGGCGTTGCGCGGGCAACCAGTTGGTGAGCGGGTAGCAGACGGGCT

GCGCAAAGTCCAGGCAGTTACTCAGATGGTGGGCCTCGCATCCTCGGGCCTGTGGCAAGCAACAGAATACGCTAATGCCGCTGCGCGCTATGGGATTGTGGCTACTACGCGGGAAATACTGAAGACGATGCCGGTGTTCCGCCAGCTCCT

AGGTGACACGTCGCACGCAAATGCGGAGAGCCTGCAAAGTATCTTGGCGCGCAACTCGTACCAAGACATTCGCATTCGTCCTTACGTCCAAAAGATGGAGGACAACTTTGAACTGCCGGTTAGCGATCACGTAATGCTAGCTATGCAACAA

AGTAAGCAGCTCGTTCCGTATCTGAACGCAATGCGATTCATCCACCACAACCAAGCAAACGTAACAGCTAACTTGGTTGTCGATACTCTGTTGCAAGCTGCCAGGGAAACGAAGCCTGGGCGCTACACGGAAGTCCTGAGCCGCTACGGCT

TAGAGGGCCGCACACTGGACAACGTACGGGCAGACCTGCTAGCGCATGGCGCGAATACCGAGCGCTGGGCGGACGGTACGTGGGAGCAGCTTCGCAGTCCGCTAGCCAAGATGATGGACGAGTCCGTGCTGCGTAATCGCATCGGTGA

GATTCCCGCCTTTGCGCAGTTCTCGTCTGTCGGCAAGTTCATCTTCACGTTCCGCTCATTCGTGCTCGGCGCGCACAACAAAGTGCTAGCCGGTACGCTGCACCGTAACGGATTTGCTGGGCTTGGTTTGCTGATGCTGTACCAGTTCCCGCT

TACTGTTGCTGCAAGCTATGCGAATAGCGTACTACGCGGTAAACCTGAATCGGATGTAGGCAAACTGGCTGGGCTCGCAGTTGGGCAGATGGGCTCTATGGGCTTGCTCTCAGAACTGTGGGGCATTGTGTCGGGTGATAAGCAACAGTT

TGGCGCTAGTGGCTTGATGGCTATCGACCGTCTGTACAAGACTGGTAGCCAAGCGGCTAGCGGTAACTTCAGTGGCGCAGCTAGCAGCGCACTTAGCGCTGTGCCGATCCTGGCTATTCTGCCGGGGCTTAAGGCGTTTGCAGCTTCGTTC



 

 

CAAGGCTCCGGCCACAACAAAGAATAGGAGGGTTAATGGCATACAGTAACCAGCTCGCCGTCTCCGACGGCACGCTGGCTTACCTGGACATTTCCATTGCGTACGAGAAGCGGGCGGACATTTCCGTCTACTTTGACGAGGTTGAGCAAA

CGCTCGACAGCACATGGAGCTGGGTAGGCACAACGGATAAGCGGATCAGCTTCTCACCTAACGTGGCCGACGGCGTGACAGTACGAGTACACCGCGCCTCGCGCATCGACCGGGCTATCAATGTGTACTCTCTCGGAGCGAGCTTTACCA

ACGAGTCAGTGGATACGAACTTCCGCCAGATGGTTTATCTCGCGCAGGAGTACGCCGAGGGCGCAGGAATCACCGACGTATTTCACGACCTGGACATGCATGGCAGCGTACTAAAGAACCTGGGCACTGCCACCAATGACGGGGATTCTG

TGTCGCTAGCCACGCTTAAGCAGTACAGTGTGGATACGGTGCGCGATGACCTTGCAAGCACCACGAACCCCTCACTGGGAGCGGCGCTTGTCGGCTTCTTCGGAGGCATAGCAGGAGAGGTCGGCATTACGCTCGCAGACTGGTTCAAGG

GCCGCATCAGCGTATCCCGCTGGGGTATCCGCCCCAGCGCCACAGGGGCGTACAATTCCCAACAGCTTAACAAGCTGATTGCCGCTAAGCCCAAGGCCCGGCTGTACTTTGACGAGGCGGGCACGTACCACTTCAACGACGTACACACGTT

CACCGACGTTACGTACTTGCAAGGCCAAGGCGCACAGCTTACCGAGTGTGTGCAGGACGACTTATCGAAAGGTCTATTCAAGTGGGAACTCGGGTACAAGCAGGGCGGTGGTATAGAGGGCATGACAATCCGGAGCAACGTGGCGTTTG

GCGCGCAGGGCTCTTCGGGGCAGGCGGTCGAGATCACCAACGCTAACGACAATTTCGAGATCAAGAATTTCGATATACAGTCGTTTGCGGAGGGCATCGTGGTCAACGGCTCTTACTACGTGAAGATTCGCCACGGCCGACTTCTGTTCTG

CCACGCTAACGGCATCCGCCTCTCCCAGTACAGCGGAGCAGGGACGGAGACTGCGGGCACAATGATCGAGTACCTGAAGATCAGCGGATTCGGTTACACAGGTTCTGACCCATACAACAGCACTGGTATCCTGTTCTCGCAGGGCTCTGG

CGAGTTCCTGAACACAGTGGACGTTACACAATGCGGTCGTGGTATCGTGTGCGCACCGCCGGCGGGTTCCTGGGTGCGCTTCCTGAAGTTCAACCAAGTGCTGGCGGATACCTCATACTATGAGGGCTGGACGTTCGACGGCTCGCAGGC

TCCTGTGCTGGACATTGAGTGCACCAACTGCTGGTCTGCGGGTTCCGGGGGCGGCGCAGCACGCCCTCCCGGCTCAGAGCGTGGCGTGGGTGTTGCCTTCATCGGTCCGAACCTGGACGACATCCGCTGGAACGGCGGTGAGATTCGAG

ACAATGACTGTGGAGGCGTGCAGCTCGGAGGCGGTAACAACGTGCGTATTTACAACGCTTCGATCTCCCGCAATAGCCGTCGCATTGGCTTCAGTAACGTCTACCCTGGTGTGCATGTGCTCTCGGGCGTTTCTAACTGGATGTTGATCGGT

AACCGTATCGGTAACTTCTCTCAGGGCGTGTTTAATGTAGAACAGGCTGAGGGGCTGGTGATCGATGCGGGGGCCAGCTCTGGCTTCATTGTTGGACTCAACGACTTCCGGGTTCCAGGAACAGGCAAGCCGCCCATCGCCAACGGCTCTT

CATCGGTGGATTATGTTATGGCACAGAATCTTCCGAGACTGACGCTAGGCACTAACACTACGACTCGGCGGACACACCCTATCGGCTCAGGTGGCCCTGTAGCTGGAGGCACGACTGGTTTCTTAACTAGCGGTGGCCTGTGGGGCTCAAC

TATGAGTCTGCCGTATGTGGCATCGCGCCAAGAACGCCTTATGCATTTGTACGTCGGCGCAAGTGTTGCACCGGGGGTTGGGCAGTCGGCACGACTGCGCCTCTACTACAATAACGCTTATACAGGGCTACAGGTCTACATAGGCGATAGC

GCATTCTCTGTGAACGTCGATGTGAACTTGGTCCTGAATCCTGGTGACGAAGTTACTATCGAGATTGTGACGAGCGGAGACGCAGCTTCCAGTATCTACCGAGGTTACCTCGGCTTCGAGGATTAAGGAGGAACAATGAGCAACGCGGCA

TCAACCGCGTCGCTCAACGAACTGCATCGCAAACTAGCAGAGCAGATGACCAAGACGCTTAATCGCGACTTGAAAGACGACATGCCTACGGATGCCGCGACTATGTCGGTGATCCGTGGGTTTCTGTCGGACAACAACATCACCTGCGATC

CTGCCGACCAAGATACCACGGCAGAGTTGCGGCGCAAGTTCACTGAGCAGACGCAAGCACGACAACAGCGCAAAGAGAGCGCGCTAGCTCGTGTGGTTGAGCAGACGCTAACCACAGGGGCAACTTAACAAGGAGGACCGATGGACAT

CGCAGAGCGATTCAAGATTGCCATCATTATGGCGGAGCACTACAAGGACTTTGCAACCTTTGCCGCTGACGGGATGGTGTATCTTGGTTTCAGTCTTACTGACGTTCAGGAAGACATCGCCGAGTTTATGGCCACCGGTCCCCGTCTACGCA

TGGTGATGGCGCAACGAGGGGAAGCAAAGTCTACCCTCGCTGCTCTATACGCAGTGTGGTGCTTGATGCAGAAACCAACCACGCGGGTTCTTATCGTGTCTGGTGGTGAGACTCAAGCATCCGAAGTAGCAACCCTGATCGTGCGACTTAT

CACGACCTGGGAAATTTTCGAGTACCTACGACCTGATCGCAGCGCAGGTGACCGCACTTCTATCACGGATGGCTTTGACGTCCATTGGGCATTGCGGGGAACGGTTGACAAATCGCCGTCCGTAGCCTGTGTGGGCATCACCGCCCAGCTC

CAAGGCAAGCGGGCTGATCTCTTGATCCCGGATGACATCGAGACGACGAAGAATGGCTTGACCGCTGCGCAGCGAGCGCACCTTCTGCTGCTGTCGAAGGAATTCACGTCGATCTGCGCGGATGGGCACATTCTGTACCTGGGCACGCCT

CAGACGAAGGATTCGATCTACAACACGCTTCCGGGCCGTGGCTTTGAAGTGCGCATCTGGCCGGGACGATACCCAACTGCTAGCGAGCTGGAGAAGTATGGTACGCGCCTCGCTCCGAGCATCCTTGCCCGCCTGCGTGCTGATCCTACAT

TGCAGTCCGGCGGCGGTCTTGATGGCACACGTGGCAAGCCTACAGACCCGGAACGCTATGGCGAATCGGCACTGTGTGAGAAGGAGCTAGACCAGGGACCCGAGGGCTTCCAGTTGCAGTACATGCTAGATACCTCGCTCGCTGACGAG

GCGCGGCAACAGCTTCGCCTGAGTGACCTCGTTGTCGCTAACTTCGGCTGGGAGACTGTACCTGAAGTCATCCCGTACCGCGCCGAGCCCGCATTACTTGTGCCATTAGCCGCTACCTTCCCGGTGGCGCAGACGCGCATGTACTACGCAG

CTAGCGCCCAAACCGCATACCGCGAGCTGACCGACCTGATGATGTACTGCGATCCAGCGGGCGGCGGGGAGGATGAGCTTGCATTCGCCTGTTCCGGTGCGCTAGGCCCGTACATCCACCTGCTCACGATGGGCGGGTTGAGGGGCGGC

TTCCGTACCGAGAATGTGCGCGTGATCCTGAGCACACTGCTGGAGTACAAGATCAAGTACGTGCGCTGTGAGTCTAACATGGGCCACGGCCTGTTTGAGATCAACCTACGTGGTGAGCTTGAAAAGGCCGCAAAGGATTGGAATGGTGCG

CCTGAGCCGTTCTTCAAGACGGTGATCGTTGAGGGTGAGTACAGCACAGGCCAGAAGGAGCGCCGCATCATCGACTCGCTCGTGAGTGCTATGCAGCGTCACCGTGTGATCGTGCATCAACAGGTGTTCGCTGATGACGAGAAGTACAAC

GCCCAGCACAGCCTTGAGAAGCGCAGTCAGTACAGCATGTGGTCGCAGATGAGCAACATCACTACTGATCGTGGTTCATTGGCCCATGATGACCGCTTGGAAGCCGTGGCGGGTGCTATACGCTTCCACAAGACTCGCTTGGTCGAGGAT

GAAGAAAAGGCAGCAGAGAAGCGCGCAGCAGCAGAGGCGCGAGAGTTTATGAACAATCCAATGGGGTACGAGGATGCCGCACGCGAGAAGCGTGGTGGCGGTGCTCGCTCGTTGGCCGCTCGTCGGAGGGCTAGGAAATGAGCATCA

AAGAACAATTGGTAGGGGAGGCGCTCAAGGCCATTCCCGCTACCGGCACGCTTACGCTGACGCTGTTCGGCGTACCCCTTGCACAGTGGGCGGCACTGATGTCCATCATCGTACTGCTGGCGCAGCTCTACTTCCTGCTGCGCAACAACCT

CGGAGGCAAACGTAATGAAGAAGATCACAGCGGCAACAGCGCTAGCGTCCTTGCTTGGATTGGGCGGCGCATTTCAGCTCGCTACGCAGTTCGAGGGGCCGCAAGTGACGCGCACTTATCTCGACCCGTTGGGAGTCCCCACGATCTGTC

GCGGGATAACGGGCGAGCTGGCGAAGCGCGGAGTAGCGACTAAGGCACAGTGCGACGCTGCTGAGCAGAAGGCTATGGCTGACGCCATGCGCGTCGTCGCAAGTTGTGTCAAGGTTCCGATGACAGAGGGCGAGTGGGCGGCATGGA

CCGACTTCACATACAACGTCGGTCCCGGTCGCAAGGGCGTAAAGGACGGCATGTGCGTACTGCGCTCAGGCGCGGTGCCGTCACACGTGCGCTTGCTCAACGCAGGCAAGTCGCGTAGCGCCTGCCATGCCCTGGCTAACTGGACGCAGC

CGGGCACCAAGATCCACAATGGCATCAAGAAGCGGCGCGAGGCAGAGATTGCCATGTGCGTGCGCGACCTGGGCGCGGAGGACAAATGAAGTTTGAACAGTACCTCATGATCGGCGCAGTGGTGTTCGCTGCGCTGATTGGCGGCTAC

GTGGCGTGGAGCTTCAACCACAGCAAGCTCGTGGAACAGGAGCAGACCATCAAGGATCAGCGCGCACGTCTTGAGGCGCAGGCTGTCCTGCTCGCTGCTGACAAGAACGCCAACGCTGCTAAGGCTGCTGCTGTGGCCACAACCAACCA

ACGCGCTAAGGAGGCAACTGATGCGCTCAACAAAGCTGCGGATGCTAACCGCGCTTGGGCTGATGAGCCTGTGCCTGCTGACGTTGCAGGGCTGTTCGTCAACGCGAGTGCAGTTCGCGCTCCCTGATCCCACGCTGTACCAGTCCGACAT

CGCAGTCCCCTCGGGTAAGCCTGCTATGACGAACCAAGACCTAGCCCAGCTCTGCATCGACACGCGCACCGCGCTCGAACTGGCTAACGCTGATCGTGCCGCGCTGCGCGCCTGGGCCGAAACCATCCAGAAGGAGAACAAGCAATGAGC

ATCGCAAACCAGACCACGAACGAAGTGTATGCCCTCACCGGCCAGATGGAGAACACCCTCAAGGCGCTGCTCGTCTACCGCTCGGACAGTCGCAATCCGGCCCTCGTTACCTCGGCCAATGCCAGCATGGCGGCGCTGAAGACTTTGCTCG

ACGCGGCTATCGCGGACGCCACGCCCCCGGCGTCAGGCACCTAAAGCGTCTAATCGCCTCGTGGCGGGTTTCGGCTCGCCAGGGTAGGCAACCATACCAGCCCATGAGCGCGAGCCCGTCTACGGCCCGCCTCGCAAGTCCCAGGAGGAT

TCATGGCTTTCACAATCGCGCAGGCGTACGACATCATCCACGTGTCCGCCCGGCTCAGCTCGGCGGCGTACGCCCGCACCCTGACAAACAACCCCAGCGCAGGAATCGTCGCAGACCTCGAAAATCGGGCCGCTGAGACGATCACGACCCT

GGGCGGTACTGTGGTCCCATCCACCTCTGCCGTCGTCGCAAACGGCGCCTCAGCCAGCGTGAAGAACAGCGCGGGCACCGTCACCATCGCGGGCACGGCCACGGTCGCCTCGGGCAGCCTCACAGGCGTGTCCCTGCCCGCCACTGTGGC

CCTCGTGAGCAACGCGGGTACTGTCCCTGTGAAGAACAGCGCTGGGTCTACCGTCGCCGTATCCGCCGTCGCAACCGTGGCAGCCGGCCTCGTTACTGGCGTCGCACTCCCGGCGAGCGTAGCCGCACTACTCACTGGCGGCACCGTGAC



 

 

CGTCACTGACGCTAGCAGCTCGCCGAACCTGTCGGCCACTGTCACGGTGTCTGGCGGCGCGGCTACAGCTACGCTGCCCGCTACTGCTGCGGTACTCCAGAATGGCGACCAAGTCACGATCACAAATGCATCGGGCACGACCAGCGCGAC

CTTTCCGATCACCGTAGCGAACGGCGTGCCGACCACGCTGACGCTGCCGGATAACCGGGCGCTCGTATCGGGCAACGCGTACACGATCCCAGTCACCGGCACGTACACCACAACGGTTACACCGACTATCACGAACGGCCAGCTCGTTGG

CATTGTACTCAGTTAAGGAGGAAGTATGGCAGCAGCATTTCTGACGCAAACCGTGGATGCACGTACCAAGCTCGCTAACGCGCTCGACAAGGCTGCGGCCCTCGTGCGCGCTAACGTGCAGCATCAACCGGTCGCCTACCAAACGGACGT

AGTTGCTGCGCTCGTCGCAGCTCAGGCTCAACTCACTACGGCGTTGGTGGGTAACAGCTAAGAGGTAGGAGGGTAGACATGCTAGTAGCTAGTGGCTAATGGCGTCTACCCTTAGGGTATAAGGATTGACGAGTGGAAGGCTTAGGGGT

TAGGCTGTGGGAGTGGTAACTAGCAATGCCAGTTGAAAAATTTTTGTGAGGCAGTCTCCGACCCGATGGCGCATGCCTTTCCCCCGTAGGCCCGCCTTTGCAACCATCCACGATGTCGGCTAGGAATTCGCGAGGGTCTAGCCTAACAGCT

ACTAGCGTCTAGCTCGACGCATACACATAGCTTAGCGCATAGCAGCGCAGGATGTCAAGCGGTTAGTGATTGAGGTTGGTCGGTAGCTGGCTGGTCAATGCGCCAGGGTGCCAACACAGCGACAGCACAGCGCCTGGGAATGTGCCCAG

GATTGACCAGGATGGCTCAGGACGGGCTGGCAGGGCTCAGGGTAGGCAAGGGTAGCTGGAGGATGTCTCAGCGGCTCCTAGGGCTTCCTATGGCTTCTGAGGGATTCACATGCCTTTCCAGCGCAAAGGGACAGGAGTGTCTAGGGGA

AACCCTAGGATTCATAGGATA. 

ФBurAG58 

CCGTTTGCAGTAGGCACATTACTGCTACTGGCCGATCGAGCAGTTAGTTGGCTGCTTGGTAGACTTGACTGGTAGACGCAAGGCCAACTGCCAATTTTCTAAACGCAACTTCAACGCAGGAGAACTCATGGAACTGTTTAAACGTGCCGGT

CGCGTCGTGAGCAAGCTGGCTAGTGCGCTGTCCAACTTCGCGACAAACGACGAAGTCGATAAGATCGCGGAAGGACTGGATACCGCACTCCGTCAAGCTTGCCGGCATGATGCATTGGCTGCGCCCTACGGCCAGCAACAGCAGCCGATC

CCGTACAATCCGGCCAAGGAGCGCTACCGCGAAAAGCGCAACGTGGCCTTCCATGCCAAGCGGGTCGGCCCGCATCACCGGCTACAGTACGGCCACGTGGCGCACAACCTCGCGAACAACAAGACCATCCAACTCATGAGCAACCCGCTC

CTGACTGGCCTGCTCTGGCGCAGCGGCGCTATGGATGCCTCGACCAACCTGAACGCCCGGTACAGAACGTCAAGGTGCGCAGGATCGGCAACACGGACAACTTTGAGGTGGCGTAATGCGCACACTGAACTTCGACATCAAGCTTACCGG

CAGCGTGACGGTCCCGGACGCACTGCTGCGCCGCCTACGCAGCGATGCCAGCGACCCTGTAGAGGCGGGCGGGGCAGAGTACCTGCACTCGATCCACAAGGAGCATTACGAGGACGATGAGACGTTCCTCCAGCTCGCCCTCAAGCATG

CTCTGCGCAAGATGGCCCGCGAAGGCTTCGCCGCCGACATCCAGACCCTGGGCGACAGCGAGGAATGCCGCGTCGGCTATCGTCTCGCCCCAGCGGCCGTGACCGTAAGCATGCCGCAGCGCGTCGCCGCTCGCCGGCTGGCTACCGAG

CCGAAGGCGGAGATCGCCCATCGTGTCGAGGGCTTCGCCGCCGATGCCGAGACTCCTAGCTTCGGTGAGTCCGACACGCTGGAACAGGCCGAAGCTTAACCCCTTTCAACCAACCCATAGGAGATTTACATGCCCATCGTCAACCCGACCC

TCCCGCAAACCGGAATCGACCTCGCCGCCGCCACTGCCCAGGGCGCTGCTCAACTTCAAGCCGTTCTGCCGGCCGTACAGGCCGCACAAGCGGCTGTCGCAGCCCAGGTAGTGCCTACCCCCGCAGTCGCTGCGCCGACCGAACAGCCGG

CCGCTACGCAAGCCGCAGGGGTAATCGAAGGCACGAACATCCCGGCCCTGCCCGAGCCCGACCTGACGGCGCAAGTCCTGGGAAACGCTGCTGGCTCTGCGGCCGATGCAGCCAACGTGACGGCTGGTGCCGTCGCTACTGGTGAGCCC

GCAGTCGAACTGACGCCGAGCCAGAAGTTGGCCGCTAAGATCGCCGCGAAGAAGGCGCAGCAAGAAAAGCTCGCCGCCGAGATCGCGAAGCTGGAGACGCAGTTCCGTTCAGCCGACCTGCTCGATAAGGTTACGGAAGGCAGTGTGA

TCGTGGCCCGCGTGGGCCGTGCCGAGACTGCCCGCGAAGTCGCTGCGACCGTGATCGGCGTGCAGACCCTGGAGAACGGCGACCGCCGGCTGAAGATTTACTTCGGCCAGGGTTTCGATGCCGAAACCGTCGTGATCCAGGACAGCCAG

ATCGTGGACATCCAACAGGTCTAAAGCCATAGCCTGGTTCGAAGCCTTAGCATTCGCCGTGGGCCGGTGCCCGGCGGCGTCTACTACCTGGGTCGCTGCGTGTGCTTGATGCAGCGGGCCATCACTACCATCATGAGGTGATTATGTCGAA

CTACACGCTAGAGGACTATTACATGGCGAAGTCGGACTTCTACCGGGCGATGTCCCCAGCCGAGCCTACGCTGGGTATCGTCGCTCAGTTAGGCGCAATGAGCAATGAGATGGCCCGGCTGAAGAAGGAACTCGTTGCCCTGAGCAACGC

GCTCGCAGTGGTCACATCGCCGATGAAGTCGGTAGGAAGCCAAACGGAACAGACGCGTCCAGCAAGCACGAACCTGAGGACGCGTTTGCAGCACGCGACGGAAGCGGTTGCAGAGCTTACAGCCCTCGTGCAGGACATCAACAACCGCC

TGGAGCTGTAAGTAGTAGCACAGCCTAAAGGGCTGTGCCTTGGTGTAGCTCAGATAGCGAATGGGGAATTATGACGATAAGTCCCGCGTAGCGCTAAGTAGCTGGCATAGTAAAGGGACGTGCTCCGAACGTTGCGTGCAACTCCGGAG

ACGGAGCCCGCCTGAGTACCTTTGCCTGCGAACAGTAGAGAGCGCCGCGAGCGAGTCGCGGAGGTCGCACACTGCCACCAAGGCATAGCCCTTTACTGGAGGCAACATGGCACGTCTGCCTGACGACGAATGGTTGCACCTTGCCAAGC

GCGTGCCGATAGGACAGCAACGTCGGCATCGGCACTTGCGCGAGGCGCGCGAGAATTTAGTGGTGGGTAACGCGGGAGATAGATGGTGGAGCTACTGCCAAAGCTGCAAGAGTGGTGCCGTAGTGATGAAGGATCACGTGCTTGTAAC

CTCAGCCCTTCCGGCCGCATCATCGTCGTTGACGCACCCGACGGACCGAAAGGAACTTGGAAGTTTGCCGAGCTACGTGCAGGCGCAGTTGGCCTCATTCGTGGCGGCAAAGGGGCTGGACCTATGTATGATGCCGCACGGCAGTTCATG

GAGTCGGGAGCGTGGACGCCTGTTATTAGCGTTTCCCCAGGGCTTGATGGGCCGCGACACTTCAGGGTCAAGCCCAATGAAGTGGATAACATACGATCGGCAGCATTTCGTGACTTCCGCGAACTTGAGCAGCGAATCCTCGAAATGGCT

ACTAGTGGAAGACGCGTTTTCTTTGCTGAAGATACAGCACGCATTGCCTACGTCGAGTGTGATTTGTACACTTGGGACGAGCGCACACTCAAGCGTTTGTTTAGCGCTGCTGAAGTGCAAAGCCCAGCAAGTGGAGTCGTTCTACGACGGC

GATGCGCCTGGGCGGAAAGGCGCGGAAGCAAACGCGCGTCGGCTAAGGGCTCTAGGAATCAAGTCAAGCGGCGCGATAGCGTGCGCACCTGAAGGGCTGGACCCGAAGGACATGACGCAAGCCGCGCTACGTGAACACGTGCAGCGC

CTACTCGCAATTTAACTGGAGATAATTATGCCTACCTTCGATTCGCTGGAACTGAAGCACGTTGAATCAAGTATCGTGTTCCTTGTCAAGTCACGGGCTGGAGCTGAAGCACTCCTGGAACTTCCGCACCTCCCGGATGGTGAGTACGAGCT

GAGGTGGCCGGATGACTTTGTAAGGCGCCTCACCAAGACCTCCACTGTCGAGATTCAGTATGAGTGATGCCCTGATCCTTCACGCGTTGCGGGATCGACGGCGGTATGCTCAACTGCGGCCGGCGGTCCCCGACGACATGCTTTCCGGCG

ATACTACAGCCATGCTCGCGTGGTTCCAGCTCTACTTCAACACGTATGCAGAGGCCGAGCGCGTCGAGGTTGACCAACTCAAGGCGCTGATCGCGCTACGTGCCGATCCGAGCGGCGGGGCCGAGGCTATCGCCATCGCGCAACACTTCG

CCGATCAGCTCCACCAAGAACCGCCGCTAGATGCTATCGTCGGTGTGCAGAACACGCTGCGTGAGCGCGACCTGTCCGGCCGTGCTGGCGCACTACTGGCTCGATACAACTCAGGCGAGGAAGTCGATCTCGCATACGAGTTACGGGCTC

TCGCGCTGGAGACGAGCCGCGAGATTCAGCAGGGCGGCGTTTCCTCGTGGGCCGATGGTCCGATCTCCCAATACCTCGCAGACGATGCGGACGAGGGCGGCTGGGTCATCGACGCTTTCGGGCCGGCGCTCACCAGTGCAATCAAGGGG

CTGCGCCCTGGAAACAACATCGCCATTGCGATGCCGACCGACAAGGGCAAGACCTCGTTGATCTGTCGCATCTTCGGCAACATCGCGAAGCAGCGACGCGCTGAGTACGAGGCGACGCAGCGCCCGATCCTGATCCTGATTAACGAGGGG

CAGGCCGAGCGCATCACGCCTCGCATGTACCAGACGGTGCTGAACATCGACCGCGAGGCGATGTACCGCATGAGCAATGAGGGATTGCTGGAGCAGGCTTACGCCGACGCGATCGGTGGGCGCGGCGCAATCCGCCTTAAGAACATCCA

TGGCAAGAACGTATCGCAGGTGGAGCAGATCATCCAGCATCACAACCCTGCAATCTGCGTCACGGACATGACCGGGCGCATCCGCGCCGTGAGCAATCGCGGCGGCGGGGCGAACGACATCGGCCAACTGGAGGAAGTATGGAACGGC

ATGCGTGAGCTTGCCGCCATTCACGACATGCTACACTGCGGCACGGTACAAGTGTCGAGCGAGGGATTCGAAATGCTGTTCCCTCCAATCTCTGCGATGCAGAACAGCAAGGTCGGCATCCAGACCACACTTGATCTCGTGCTCATGGGCG

GGGCGTTATCGAGCGCGCCGAATGTGCGCGGCATCAGTACGCCCAAGAACAAACTGGCTCGTGCTGGTCGCAAGAGCGAGAACCAGTTTCAGACTGTGTTCGACCCGCAACTCAACACATGGACCGTCCCGGAGGCGTGATGGACTACT



 

 

GGATTCAGCAGCAGGACGAGAAGTTAGCCTGCCTCGGCTGCACGTTTCTAGACGTGTGGGTAGACGGCGGCGACGCTGGATGCCCCCGGCCGTTTCTCGATGGCGAGGTGCAAAGCAAACCCATCTGCAAGACGCTGAACGAAATGCAC

GGCGGCTCGCACATTTGGCTGAAGGAGGTTAAGGCATGAGCTTACTCAGCAAGGAGACGAAGGGCAAAGCCTACTCGCAAACTAAGTACCTAACAGTGCCGCAAGCAATCGTATCGGCACTGGCTGGTAGCAAGGTGTACATGACCCGG

CGCGAGATCAGCACGGCAACCGGCATCGAGATCGCCACGCTGTGTGGCGCGCTGTCCAAGCTCGTCAAGCGCGGCGTCGTGGCCGAGGGTTTCGCGGCACGGTGCGAGACTACCGGCAAAGACGTGATCCACTACCGCCTAAACCGTTC

GGAGGACTGATGAAGACAACGCAACTACTCTTTATGGGAAACCAGCACCTGGAAACGGTGCGTGGGTCCGGTCGCACCACTGCGATCATCCTGTCCGCCATCGGCACAGCACTGTTGAATCCTGGTGAAACCTGCAGTTTCGGTGATCCA

GATGCAGTGGCGGCGTGGCAACAGCGGGAACTGTTATGCAGAACGCGCAAGATTCTGGGTCAACTCGGTATCGAGATGCACGCGGAATGGATCGGTGTAGGTATTGAGTTGCGCGCCCCGCTTCGTGGGATTAAGGCGGAGGCACCAT

GGCTCAAGCGCTGATGAAGGGCCACACGTGGGCCAAGGGCAAGCACAAGATCAAGTGGCCCGCCGTTGCGGAGATCAAGGTTGACGAGATTCGCTGCGACATTCGACGTACCCCGGCCGATGAACAGCGCGCGGTGTACGCCGACTAT

GAGCAGGGAGCACGCGTCATCTTCCGCAGTTACGCGGACAAAGTGCTGCACAACCTGCGCCACTTTGATAAGCCGTTTAACGAGCTTATGGGTCGCATCAATGCGACTCGCCTAGATTGCGGTGTAATCGTGAACGGCAATTTCAACGACA

CGTATCGATGGGTACGCTCGTCAAAGGGCGTACCCCAAGACCTGCGCGACGCTAAGGTCGAGTTCATCCTGTTCGACCTGCCTGACTCCGCACCCCTGCCATACGGGGGCACGGTTGGGCGCTGCGTACTACGTGCAAAAGTTGCGCAAG

TTGCCGAGGGCCTAGGCGTACCGCTGCGCCTTCCCGAATGGTCCCTTGTGGACAGCGAGCAGGATGTAGAGAACGCGTTCGAAGACGCGCTTGCACGAGGATTCGAGGGTTTGATGGTTAAGACGCGGGACCACGTGTACGAGCCCGGC

AAGCGCTCATACGGCTGGCTGAAGTACAAACCGGAGGAAGATGCAGATGGCGTCATCACTGGGATCAATCAAGGGTACAGCCTCGAAGGGGTCGCGCTGGATCGAGCTGGTAGCGTCTCTGTACTCCTGGAAGACGGGAGCACAGCCA

ACGTCGCCGGTATCGAGCATGCGCTTGGCCGGGAAATGCTGGCTAACCCAGCCGCGTTCATCGGCCGCTGGGTCGAGTTCATCTACATGATGCGCGATCGTCAAGGTGGCTATCGGCATCCCCGCTTCAAACGTTTCCGGGAGGATAAGG

CATGAGATACGACGGTCATAAGTACAAGAAGCAGAAGGATGCCAGCGGCCGATGCCATGGCTGCGCTTTCGAATACTACTCGGGGTCATACTGCGGCGAGCTAAACGACCATCGACAAGCTAAGGGCAAACGCCGGTGCCACGGAGGAC

GTACTTTGGATGAGCGGCTGAACCTGGACAACTCGTTCATCTGGATCAAGGTGGCCGATTGAGCTGGGAACCTATCGGCGGAGGCCAGCGCAAGGTAGAGGTGTTGTCGGGCTGGATGGCGCTTGAAAACACCTTGCTAGGCACGCTCA

ACAATGGCAACTTCATCCGCACTGCCGAGATCGTGCCGGCCCATCGCGACCTTGCGTTGCGTTGCGGCCTGCATGTCGAGTGCGACGACGGCACAACATACGTGCTCAACAATCCGTTAGGCAGACTAAGGGAGTCAGGATGCCTCGAAT

AATGTTCATGGACCTTGAGACGGAGAACCACGCGTATTGTGGCGCTACCGCCTCACCGCGCCACCCCGACAACTACGTCGTGCTAAACGGCTGGGCTACCGAAGAGACGCCTTACAGCGGGGCGATCGAGTACCTGCGCAACGACTCGAA

AGAGCAAGCCCACTCGCGTCCATGGGTCACCATCCCTGATGATGTGTGGTTGCTCGTCTGCCACAATGCGCCATTCGAACTGGACTGGATGCTTGCGCAGCAGCGTGCGGAACTTCAAAAGTTCCTCAAGCGCGGCGGGCGGGTGTTCTGT

ACAGCTATCGCACACTACCTGCTCTCCAACCAGCGAGACACGTACCCGCCGCTGGACGAGATTGCGCCGCTGTACGGCGGCGAACACAAGGTGGACGGCATCAAGGCGCTGTGGGAGAAGGGTGTGCTGACTTCGCAGATCGACCCTGA

TCTTCTGCTGGAGTACCTGATCTCGCCCGAGCGGGGCGACATCGCAAACACCCGCAAGATTTTCTACGGGCAGTACCAGCAGCTCACCGAGCGCGGCATGTGGGACATGGCGCTGGAGCGGATGGAAGCCATGCTGTTCAACTGCTACGC

GATGGATGCAGGACTACTCATCAATCGGGACACAGCGCAGCGGCATCTTCAGGAGGGCGAGGAACTTATCGCGAACCTGCGCACGTCGTTCGCCAAGTGGCGGACTGACTACCCGGCGGAAGTCGAGTTCAAAGAGACGAGCGACTTCC

ACATGAGCGCGTGGCTCTACGGCGGTCCGATCAAGTACCGGCATCGAGTGCCGCGCTTCGACAGCGATGGCAAGCCAGTTATGGTGAAGACCGATGCAGTGACTCTCACGGAGATCGGCGGCATCAAGTGCGAGCACGTATGCGCTCTG

GACGAGAACGGACACTTAGCATTGCAGACCCCAACCAATGTGTGGCGAGGCACGCCAGCCGACGCATGCAAGCTGTTCGGCGCGGACTTCGTGCGGTACAAGTCCGGCAAAAACAAGGGTCTTGTCAAGGTGGCGCGAGTCGATACGGC

AGAGCAGGCGCAGGTGTGGGCAGACACGCATTACAACGCCCCGCCGCTCTGCGACCTCAAGCTGCTGCCCGAGACGATTCGCGATGAGTTCCTGCGCGAGTTCACAGGCAAACGCAAGCTGGCAGACGAGTCACCGGTGATCGCATCAT

CGAAAGACGCGCTCGAATTCCTTGTGAAGCGCAAGGAGTTCTCGCCCGAGGTGCAGCAGGTTCTTAAAGACCTGAACAACTTCAACAAGGCCGACAAGGACATCGGCACGTACTACCTTCGCCACGAGTATGACGACGATGGTAATGTGC

GTAAGACGAGCGGCATGCTTCAGTACATGACCCCGCTGTCGATCGTGCATCACATGCTGAACATGACGGCCACGGCGACTACTCGGCTCAGTTCGAACCGCCCTAACTTCCAGAACCTTCCGCGCGGCGACGAAGGCGAGAACGAGGGAG

ACTACCAATCCCGCGTCAAGGAAATGTTCGAGTCGCGGTACGACAGCGAGGGCTGGCTGCTGTGGGCAGTGGGCAAGGGGCTGATTGACGAGTCGTTCTACGCTGAGTGCTTGGCTAACATCAAGGCCGGCATCCGTAACGGATTCATT

GTCGAGATCGACTACAGCGCGCTAGAAGTTGTGACGTTGGCGGCGTTCTCACAGGACAAGAACCTAATCAATGCGCTGGTCAACAACATCGACATGCACTGCATGCGCCTCGCGAAGAAGCTGGGCGAGAGCTACGAGTCGGTCAAGGC

CAAGTGCAAGGACGAGTCACACCCCGAGCACACTAAGTACAAGCAGATGCGTACCGACATCAAACCGCCGAGCTTCGCGTATCAGTACGGTGCCACGGCGATGGGTATTGCGTTCAGTACGGGTATGCCGATCGAAGAGGCGGAGCAGT

TCATCGCCAACGAGAAGGAGCTGTTCCCGGAAGTCGAGGCGTACTACGAGCGCGAGGTGTTCCCTGCTGTCGAGAACAGCAAGACCATGCACCGCGAGCAGGACGACGAGGGTAACTGGACGGTCTACGGTCGCGGCGTGTACCAGAC

GAAGGGCGGCACGTGCTACGAGTTCCGCCAGTACCCGAAGAACATCACGACGTTTGTTGGCGGCAAGCGACAGCGCGTGACGGTGATGCAGTTCAAGCCCACGCAGATGCGTAACTATCCGATTCAAGGCGAGTCGGGTTTCTTCGTCCA

GGGCATCACAGGATTGGTGATTCGCTGGCTGATCGCTAACGACTTCTTCGGCGGACGCGTGTTCGTAATCAACACGGTCCATGACGCTATCTATCTCGATTGCCATCGCAGCGTGCTTGACACGGTATGCGCTGGCGTCAAGGGCATCATG

GAATCCTTGCCGCAATACTTCAGCCAGAAGTACGGCTACAACCTCAACGTACCTTTCCCTGCTGCTGCTGAGTTCGGCCCGAACATGGGCACGAAGAAGCACTGGGAGCCGGGCGTTCTCGATAAGGAGGCAGCATGACGGTTTTCAAAGT

AGGCGATGCTGTATGCTTCAAAAGCAACGATGGTGTAGGCTTCAAGAACGGCGGTCCCTGCAAGGCGCGCTACATAGTCTCGGAAGTAGACAGCTCGATCACAAGACAACGAATCCGGCTACAGTCAAGCCCGCGAATCTGGCGCTTCGC

TGACGTTTTCGAACCGTATACAGACCCGGCCCTAGGGAAGGCACTCGGTGGTGAGTTGCTGAGGCAGAAGCCCCCGATGTCTCAGCTCCTTCAGTTTGACCTCGCGCTGGCTGAGGTTGCTCATCTGCTCGACTTCGGACAGATTCACAAA

GGGTACGCATTTAAGGGCTTTGAGACGATGACGCCCGACCAGCATCGTGATGCCTTACTGCGCCACGTAATGGCGACGCAAAAAGACGGCAAGGGAACCGATGATGAGTCGGGAAAACTTCACGCCGTTCACGCCGCAGCTCGCGCACT

GATGTATCTGCAAACCCTGCTCAAGAAGGGCTAAGGCCCACTCGCAATTTTCGACAGCAAATCCACGTAAGGAGAAACGCATGACGATGACCCCGGAACAAGTAGCAGCATTGGCCGCACAACTCGCAGAGTGCGATGATGACATGAACG

AGGCCCAAGCGGGCGGTGGCAACTACGACAAGCTGTGGCCCGAAGGCCGCACGCTTGCCCGCCTCACCTCATACGTCGAGAAGGGCAAGCACATCGAACTGTACCAGGGCAAGCCGAAAGACCCGGCGCTCATGTTCCAGCTCGGGTTC

TCTATGTTCTCCCCCGGCTATGTCAACGACGATGGCACCCCCGGCGAGATCGAGACGTACGATCTGGCGCGCAGCCGCAACGAGAAGGCCCGCGCGTTCAAGCTGTTCAAGGACATGAATTACTTCGGGCAGGCTAAGAACTTCGCGCAG

CTCCTGGGCGGAATGGTGTACATCCTCGTGATTAAGCATCGCGACGTTAAGGGCAAGCCGGGCGAGAAGCGCGCGTACATCGAGAAGGTCGAGGCCGGGATCGACATGGCAACCGGTGCGCCTTACAACATCCCGCCCGCGCCGTCGCT

GTTCCTGTTCTCGTGGGCTGTGCCGACGCTGGAAGCGTGGGACGCCATGTACATCGAGGGCACCCGCGACGATGGCAAGTCCAAGAACTGGAAACAGGAGAAGATCGCCGGTGCGACCGACTTCAAGGGCTCGCCGCTGGAGGCTCTGC

TGATCGCCAACAACCGCCCGATTCCGGTCGGCACCCCGCAGAAGGCGGGTGCGCAGGAGACGCAAGCCGCCGTACCGGCCGTCAGTGCCGCTGCGATGCCCCAGGTGGCAGCTACCCCCACGGTCGCCGTGGCAGCGGCACCTGCGGCC

GCTACGCAAGCCGTAGTCCCAAACGTGGCTGGCGTACCTGCCGTGGCTGCGGTAGTCCCGACTGCGGCCCCGTCGCCTACGCCGAGTATCCAGGCCTCTACTGTGACGACTGCATCCCCTTCTAGCGTGCCGCAAGCGGCCGTGGTTGCGC

CGATCGTTCCGCAGGTAGCCGTGGTGGGAAACGTCCCGGCGGTGCCGCAGGTTGCTCCTACTGTGGCAGTACCGCCTACCGTCTAACAGACGCCTGGGACGCGCTAGGACGGCCGCTTCATTTGTGCGGCTCGTGCCTGGATGACGACAT



 

 

TCCATTTTGAGGATAGGACATGCACACACGCAGATACGTAACCGACGTTGCTGCCAGCAACCACTTTGGCGTCGGCGGGGTAGATTCAGAGCTGCGCCGCGCGACGAACAAGTTTCCGCGTTGGCCGAACAACATTCATCACGCACTGAAC

ATCGTTCAGGAGGAAGTAGGCGAGCTTGCGAAAGCCGTTGTTCAGCTCACTGAAGAAGGCAAAGTAGTTACTTACGCCGAAGTTCGCGCAGAGGCGATTCAGTCAATCGCAATGCTGCATCGGTTCCTCGTGAGCCTTGACAGCGACAAG

TATTCTACAGACGCCGGGGAGCATGAGTTCTTGTCATGATAATAAACGGCGTCGATGTTGACGCCCTTGGTGACGACTTCGCAGTTAGCGACTCGGGCCGGGTGCTACTGATCGACGGGGATGGGCCTGCATACGTTGCAGCGGCTACCG

TCAAGACAGTGCATACCGGCCTTTCTCGTTTTCAGTCAGAGGTGCTGAAGCAAATCTTCCTGGCGGAGTGCTCGACTGGTGAGGTGTACCTCACACACGAGCGCTGCTACAAGACAGGGCGTTTCGGCATCAAGGCTCAGAAGCCGTACCA

GGGGCAACGCAAGAGCGGAGCAAAGCCGCCACTCTTGCAAGCGCTGCGAGAAGCTATCGCTGATCGTGGCGAGCTTCAGGAATTCACAGTCGCAATGGAGAGCATCATCGAGGCGGATGACGCGATGATGATCCGGGCGTATCAGCTC

GGCGAGCAAGGCGTCATTCGCTCAGACGACAAAGACTTGAGGATGACGCCGTTCCCGTACTACGAGATAGGGAAAGGTGTGGTGCTGCCCTCTGATCCGTTCGGTGAGCTGTGGATCGCGGAGACAGAAGGCGGTAACAAGAAGCTGCT

CGGCCGCTCGCTCAAGTTCTTTTGGGCGCAGATGGTGATGGGTGATACCGCCGATAACGTCAAGGGCTTGCTCAAGCTCGATGGCAAGTCAGTCGGACTCATGGGCGCGTATGAACTGCTGCACCCGCTGCGTGACATCGAGGCGGTGTG

CAACACGGTGATCGACGCGTACCGCGCTATCGACCAGAATCCGCTGCCCGAGGCGTGGCTGCTGTGGCTGCTGCGCTGGCCCGGTGACAACGTGTGGAGGTACTTCAATGAGCTACCCTTTTCTGTCGCAAACCGCGCGTTCCTCGATGAC

TGCGTTACCCGCGACTGGTTCGACCCAGCAGCAAGTCAACGCTTGGCTGCGGGCGAATTCGATAACGACGAGGCTGGAAACCCGTGATGCAATCTGGAGGGAACATGAACGACAACGAAAGCGCGCCGAGAATGCGCAAGCTCTCACGC

GCTATGATGCCAGCCTGGAAAGTAAGGCAGCTTCAAATCGTGCAGGGCGGACTGTGCGCAATCTGCGGACGCCCGGTGGATTTATCACTGCCTAAGGAGGGCGTGGTAGACCACAACCACGTGACGGGAGAGATTCGCGGCGTGTTGCA

TCGCTCGTGCAACGCCGCAGAAGGCAAGATCAAGAACGTGGTCGGCTCATGGGGTGCTAAGACCTTCGACCCGGCTGCGCTGGTCGAGTATCTGAAACAGCTTGTAGCGTACTACGAGCGGCCAGGATGCGGCCTGATTTACCCGACGCA

CGTTGACGCAGCAACAGCGCGCCGTAAGGCGATGGACAAACGCAATCTCGCTGCGAAGGAACGTCGCGCTGAGATCAAAGCACGCAAGGCATTGCGTGACCAACGGGAGGGATGATGACGCAAGCACTTAGAGACATGACAGACCTTA

TCGCACTTCTGAAAGACGAGGGCGTAGAGGTGCTGATCTGTGGCGGGGCAGCCCGCGATGTCTACCTTGGCCGTACTCCCAAGGATTGGGACATGGTAGTTACGAGCTACGTCGAACCGGTTGCGCTCAAGCGCAAGCTGCGCGAAGTT

GCCGTGTGGGCGGTGGTTAAAGACCTGGGCGAACTCGGCCAAGTGAATGCTGCTCGTCAGTCGGAAACCTCGGAAGGTGACGCAGAGGATCGCGGGCTGGAGAAGGTGTACGAGTTTCAGTACCACAGTGTGCCGCGCTACACGGTGC

AGGTGCTTCTGTACACTGAAGCCAAGACCCAGTTCCATCATGGCGATCCGCTTACGATCGTGCGGGAGCACGATTGCACGCTGAATCAGGCGTGGCTGGAGCACGATGCTAATGCCAACGTTCTCCGGGCACGAGTCTCGGGCGCATTCCC

TCAGCCCGGCGGCACGAACGTCTTCGCTCGTGTCGGGGCCAACGGCGCTCGTCGCGAGTACATCGCGAACAAGTTCCCCGAGTACAACCACATTTAAGGAGCGACATGACCAAGATCATCGCACACAAGCGCGCAAAGATCCTGACGCTG

GACATCGAGACAGCGCCAATCGCTGCGTACGTGTGGCGCACGTTCAAGGAGAACGTCGGGCTGAACCAGATTCAGATGGACTGGTACATCCTGTCGGTATCCGCGAAGTGGCTGCACCAGAGCCGGGTCTTCTACAAGGACCAGTCGAA

AGCCGACGACATCGAGGACGACCTAGAACTACTGCGCGCTGTGCATGCGCTGCTGGATGAAGCAGACATCGTGGTCGCACACAACGGCCGGCGCTTCGACATCAAGAAGCTGAACGCACGCTTCATCCTGAATGGTCTGCCGCCGCCGTC

GCCCTACGAGGTTGTCGATACGCTCGACGTGGCGAAGCAGAAGTTCGCCTTCACCAGCAACCGCCTTCAGTTCCTGACGGACAACCTTTGCACCGAGAAGAAGCTGACGCATTCGAAGTTCCCAGGCTTCGAGCTGTGGTCGCAGTGCATG

AAGGGCAACCCGGAAGCCTGGAAGGAAATGAAGAAGTACAACTGCCAGGATGTCGTCTCGCTGGAAGAGCTGTACCTGAAGTTGCGTGTGTGGATGGACGGACACCCGAACGTCGCGGCCTTGGAAGCCACGGAGTACGACGAGGACA

ACCTGCCGATCCACAAGTGCCCGCGCTGCGGTTCGATGAACCTCAAGAGCAAGGGCATGCGCCATACCCGCCAGGGCGGCCAGTATCGTCGCTACCAATGCGGCGACTGTGGCGGATGGTCCCGCGCCCGCTTCCAATCCAGCACCCGGC

AAGAGCGCGCCGGCCTGCTCGTCAACTAAGGAGAACACATGAAACGAATCCTCAAGGGCGCACTGCTTGCAGCCCGGTACACAGCAGGCGTCATTGCCGTCGCGTTCTACTTGCTGTTCCTGCTGTTCGCTTTGGCTAGTGACGGCAAGCG

TGAATCGGCCCGCATCCACCGTCGTGTTACGTCGAGGCTGCCCTGATGACCTACGCAGAAAAACAGGAAGTGCTGGTGCAACTGCGCCGCCAAGTGATGGCCGCGATGGAGACGGGAAACCACGGAGTGGCCCGTACCATCGTCCGTGA

ACTGGCCGAGTACGACGCAACCGAATCCAACCGACTGCGCGCCGACGTGGTGCGCTCGTACGGTATCGACATCGCCTAAGGAGGATTAATGTCCCGTGACGCCCAGCTTGCCTACGAAATTGCTTGCGATGCCGAAGCAGCAGCAGAGCG

CTTGCGCGAGCTTATGGAAGCTGCGCGCAACGGGGATGCAGACGCACCGAGGGCACAGAAGCTAGCGGCTTCGATGCACCAGGAGGTGGTGCGCGTACTGCAAGAGGCGATCGATACGAAGACGCGAGGAACCGGCGGGAAGTTCAA

GACGTGGCTGCGCCGGCTTGGCGCTGAGAAGGCCGCGCTTATCTCCATTCGTGAGTGCATCGCGTTGTGCGAGATGGGTGCTATGCGCAAGTCCAGTGCTACGGCTCAGAAGCTGACGATGCACATCGGCCGGCTGTTTGAACTGGAAGT

GCGAATCATGGAAGCAGAAGAAGTGAACCCCATGTACATGGAGAAGATTCACGCACAGGTGAAGCAGAACGCTACGAAGAACTACGGGCATCTGCGTCGCTTGTACTCTGTGGCCTACGATCGTGTTATGAAGGGCGAGCTTGACAGCG

AGCTTAGCGACTCCGAGGCCGCGCAAGTCGGCAAGTTCGGAGTCGATGCTTGCTACCAAGCGGGCCTTATCGACCTGCTCCCGAGCAAGACTGGTGTGCCCACGTACAAGCTCGATGATGACGTAGCGCAGTACCTCACTGCATACGATC

AGCAAGACGTGCATAGCGTGGTGGACCGGGGCGCCGGTGCGATGATTTGCGAGCCGTTGCCCTGGTCGAACCTGAACGACGGTGGATACCTCAGCGCACGGCGACAGGCCCAGTTCCCGCTAATGCAACTGCGGAAGGTGCGACGCGC

TCAGCGGAAGCGCATCCGCGCACAGTTCACGGCAGAGAAGATGCCGCTCGTGTTCGAGTGCGCGAACTTTCTCCAGGGGCAGGCGTTCCAAGTGCACGAGCCGACCCTGCGAGCCGTGCGGCGGGCCTGGGATGCGGGCGGTGCCACG

ATGGGCCTGCCGCGCCGTGAGAAGCCCGCCAAGCCGCTGTTTCCATTCCCGGATACCTGGGTGAAGGCCGACGCATCTGAGGCCGAGCTGGAGGCATTTACGCGGTGGAAGCGGGAAGCAACCGCGTATTACACCGGCCTGAAGGAGTG

GAAGGGCCACGTACTGGAGATCGCGGGCTTCCTGAAGCTCGCCAAGCGGCAAGGCCAGCCGATCTGGTTCCCGGTGATGATGGATACCCGAGGCCGCTGGTATTACAATGGCACGCCGAATCCCCAGGGCAGCGACGTGGCGAAGGCT

GCGCTGCACTTCCACGAGCGCCGGCCGCTGGGCCGCGACGGGCTGTTCTGGCTCCGTGTTCACATTGCGAACTCGCTCGGCTACGACAAGGCCCGGCCGCATTTGAAGGTCGCCTACGTAGAATCGATTTGGAAGCGCCTGGAGGCGTCT

CTGGACGCCCCGGAGGACTGTCCTGGGGTGTGGGGTAAAGACAGCCCATGGTGCGCCTATGCGGCCGCATACGAGCTGCGGGAGGCATTGCGCTGTCGGAACCCTGAGCTGTACGAGACGGGCATCCCGATCCACATGGACGCGACGT

GCTCGGGCCTCCAACACTTCAGCGCCATGCTGCGCGACTCGACAGGCGGCAAGTACGTGAACCTGTTCGATGCCGGCGGCGATGAGAAGCAGGACATTTACCGCCACGTTGGGAGTGGGGCCATGGAGTCGATCAGGCGCGACAAGCCT

AGCCCTGCTCGGGACTTCTGGCTGGCGCACGAGATTCAGCGTGACTGGGCAAAGAAGCCCGTCATGACGTATGTGTATGGCGCGACGCTGCGCGGTACGGCAGAGTTTCTTGAAGGTGAGGTGCTGCACGGACGAGAGGACACGAAGG

AGGAAGGCCAGCGCAACATCGACCTGAGTACCTACGGTGCGAAAGCGCTGTTTGCCGGGATCGAGTACGCAGTGCCGGCAGCAGCGGAAGCAATGCGCTGGCTTAAGGAGGCCACACGTACAGTACCCAAAGGCTCACGCATGGAGTG

GACAACGCCGACGGGCTTCAAGGTGCAACATGACTACCCTGAGGTGGAACTCATGCGAGTACGCTTGTCTAGCTGCGGAGTGGAGCGTATCACAATGTACGAGGAACGCGATGGGGTTAATCCTTCGAAGATGCAGAACGCAATAGCGC

CGAACTTCGTGCATGCATTAGATGCTAGTCATCTGACGTTCACTGCCTTAGCAATGAAGAAGCAGGGGCACGCCTTCGTAGGTATCCATGATTCGTTTGGTACACACCCTAGTTCTGTAAGTAGTATGCACAGGATACTGCGTGAGGAATTT

GTACGTATGTATGCAGAACATGATGTACTAGGTGACTTCTTGTGGGAGGTAGGAGCTACAGGAGAGTTCCCTAAGCGTGGTGATCTTAACCTCTCAGATGTACTTACTAGTGAGTTCTTCTTCTGTTAGTTTAGAGTGCCACACGGTGGAAA

GCGCAAACAAAGCGCGAGCGGGGAGGTTCGATAGGACCGACCTCGCGAGCAAGACACAGTACATAGCGGTTACAATAGTTAGATAGTATAGAGTAACAGTATTATGTATCTAGTGTAGTACATAAGCCTTACCATGTTGTCGGTAAGCCT

AATTTAGAATGCCCCAGATTGGAGATACCTACATGGCTGAAACCGTACATAGCGCCGGCTTTGCTCCGGCACGTCCCGTCGATCCGAGCAAGGTAACCTTCACGCAGCAGCAACTCGATGCTTTGGAGCGGTGCTTCCCCGAGTTGGTGTTT



 

 

GCAGAAAATCTCACAGAAGCAGCACTGCGCCAACGACTAGGACAACGATCGGTGATTACCTGGATTCGTGAGCGGGTGCCGAAGTGAGGATTCTTCATAACAAGGCGTGGGCGATGCAAGATTGGGAAAGTGCACACTCTGAGCTGACT

GCGCATCTAGGACGCAACAAGGATCACCACATGGCACAAGGTGCTGACGTTGCGTGGACCTTGCGCCAGATCGAAGGCGGCACGATCCACGCGGTCTGGATCAATGACCGCGACTGGCTGGTGCTGTACAGCGCTGGTGCGTCGTGGTG

CAACCCGAACAAGTACCTTGCTGAGTTGCTAGTGATCGGCGTAGCGCCTACTCGCAATTTCTCCACGTACACCGAAGCGCTCAAGATTTTGGCACGGGTTCATTCCTGCGTCGGGATCGAAACAGGCAACGGTGTTCTGCGTCCCGGACTAC

GACGCCTCTACATGAGGGCAGGGTTCCGGCCTCATAACGAATCGTATTTCCTGGAGGTGTAGACATGGGCAAGGTAGTCTCATGGGTTACCGACACAATCGGGCTCACGGACAGCGGTGCCGCCAAACGAGCACAGCAGGCTCAAGATC

AAGCGAACCAGATTCAGCAGCAGATCGCCGAGCAGACCGCAACCTATAACGCGAACCTCGCCGCACTGGCGAACAACGCAGACGCAACCCAAGCCGCGACGGTAACCGCCGGCGGTACGGCTGCTGCTGCTGACACATTGACCAAGCGG

CGCAATGCGTCGCAAGGTCTTGCTTCGACCTTGGGCGTCAACGTCTAAGGGAGGGCACATGGTAGGCAACCAGTCTTACAAGTCGTTGTTCGAGAAGTACCGGGATGACTCAGTGATCCTCAAGTGCCGGCAGTACGCGCACTGGACACT

GCCGAAACTCATGGCGGAACTCTGTCATCGTGGGACCGCTGAAGTGATCGAGCGAGACTACCAGGAGATTGGCGCGCTTCTCGTGAACAACCTCGGCAGCAAGCTCGCGGGTCTTCTGTTCCCGGTGAACCGCGCATTCTTCGGTATCAA

GCCGAGCAAGCAGCTCAAGGAGCACGCCAAGGCTAAGGGCATCGACATGAGCGAGTTTCAGTCGGCCCTGGCGCAGCTCGAAATGGACGCCTCGCAACGGGTGTTCCTGAACTCCAGCTACAACCAGCTCACGCTGGCAATCCTGCATTT

GATCGTAACGGGCAACTGCCTGACGAAGCGAGACTCGAAACTTAAGCGCACGATCACGTACGGCCTTCAGTCGTTCTCGTGCCGGCGCACCGGCACAGGTGAGCTGGCCGACTGCATTCTGCGTGAGTTCGAATCGTTCGCCGGGTTGTC

GCGTGAGATTCAGGTAATGCTCGCTACGCGGTTCCCGAACAAGTACCGCATGGACAAGTTCGAAACGAACGTCGAGGTGTACACTCGCATTCAGCGCGTAACGATGGACAGCGGCGACGTGAAGTACGTCGTGTCGCAAGAGATCGAGT

GCATGCCGATAGGTACACCCGGTGAGTACCCTGCGCACCTCTGCCCCTGGCAAGCGCCTACGTGGTCCTTAATTCCTGGCGAGCACTACGGCCGAGGACTGGTCGAGGACTACGCCGGAGGTTTCGCCAAAATCAGCGATGAGTCGGAAG

CGCTAGCGCTCTATGGTATCTCGGCCATGAAGTTCCTCAACCTCGTACAGCCCGGCAGTGGCAACGACGTTGACGATCTGAACAACGCTGAGACTGGCGAATACGTGCAGGGCACGCAGGGCTCGATCCAAGTGCAGGAGTCCGGCGACG

CGAAGAAGATTCAAGCGATGATGGAGTTGATCTCCTCGACGTTCACGAATCTGTCGCGGGCCTTCATGTACACGGCCAATGTGCGGGACGCTGAACGCGTCACTGCATACGAACTGCGCCAGCAGGCAGCAGAGGCTAACCAAGCTCTTG

GTGGGCAGTACAGCGCACTGGCTGAGTCATTCCAAGTTCCGCTGGCCCACGTGCTGGTGGTGGAAGAGAAGCCAGACGCGTTGGAAGGTATCCTGTCGAATACGTTGGTGCTTGACGTGATCGCCGGTATTCCCGCCCTCAGTCGCGGCA

TCGACGTGCAGAACATACTCCAAGCCGCCCAGGACGCAGCAGCCATCGCTAACGCCCTCACGTCGATCGATGATCGCGTGGACCCACGCAAGCTGATGGATGTTATCTACGCAGGTGCCTCTGTCGATACTACGACCATCCTGCGCGACAA

GGAAGCCCAGGCCAAGTTCGATGCGGCCAAGCAACAGATGCAGCAGGCGCAGACTCAACTCGCCGCTACCCAATCCGCAGCACAGACAGCAGCCATCGGCTCGCTGCCCGGTGCCAACAACTAAGGAGGCCACACAATGGCAGAGCAAG

TCGCAGTCCCCGCCGGTTTCGATCCGTCCAAAGCTGTACCGGCTGACGCAGTGACGCTGGGCAGTCGTGACCGCACGCCGGCTCCGATTCCCCCAGTGCCGCCGTCGAACCAGCAACGCAACGACGCAGCGCCGTCCAACCTCCCGCCGGC

ACCCGGTGCGGAACCAGTGCCCGCAGGCCCGGATGCTGATCCCGAGTATGCAGCATTCCAAGCGTGGAAGAAGGCGCAAGCTGCTGCACCGACTCCGGGTAAAGTGGACGACACGGCCGCTGCGCAACCGGTGCCTGTTATCCAAGATG

ACCAGACGCTTACGGCCGTTCGCGAGGCGGGCAAGAACGACCCGGTAGTCACTAGCGCGCTTTCGCTGTTCTCGCTGGCCGCGCCGAACCTCGACGTGAACCGTGCAGTGAGCACGGCCATCGCACGAGCCGACGCGGGCCTTGTTGAC

GAAGCGTACCTCAAGGAAGTAGGCGGCGATAAGGCCGATCACCTGATTACGGTTGCCAAGAATCTTGTCAACCACATCAACGCGCAGTCGGAACTGCTGATTAAATCCATCGAGGACATGGCCGGTGGGGCGGCTGGTTGGAAGGCGTC

CGTGGCGGTATTCAACGCAAAGGCACCGGCATACCTCAAGGAGTTCGTAGGCCATGGCCTCAACTCCATGGACCCCGCGAAGATCAAGAGCGCAAGTGCTGCGCTACTCGACTTCGCGAAGCAATCGGGATCGCTTCCGCGCGATCCCCT

AGGCCACGTCGCCGCTGGCGGTGGGGCACCTGACGGCACCATTGGGCTGTCCAAGGAGCAGTATCAAGCGGAGCGTCTTAAGCTCAACCGCAACGCGTCGGACTTTGCCGACCGTGAACGTGAGCTTACCGCGCGCCGACAGCTTGGCA

AGAACATGGGCCTGTAAGCCCTAACCACAAGGAGGATTAATGGCAGACGTAGATAACAAGGGTCAACTGACCCGCACTTGGTGGGCCGGTAGCGATGCGGACGCAGACATCCACATTGAAGCGTACGAGGGCGACATTGAAGGTTCGTT

CCGCGCTGAGTCGCTGTTCCGCGCCTCGGGCCTCACGAACTACAAATCGGTGCAGAACCAAACCAACACGTGGCGCGGCGACCGCATCGGCGCGGCTGCTGTGAAGGGTCGCCGCTCGGGCGAGACGCTTGACTCGGCTCGCATCGCAA

ACGAGAAGTTCATCGTGACGGTCGATACCACGTGCTACATCCGCACGCCGTTCGACTGGCAAGACGACTGGACCTCGCCGGACTTCAAGAGCGAGTACGCCGCCGAGCACGCATCGGCACACGCTATCTCGTTTGACGAGGCCCACGTGA

TTCAGCTCATCAAGTGCGCGGCGTACGTTCCGCCGGCCTCGCTGGCTGGCGCATTCCATCCGGGCATCAGCGCTGTCATGACGGGCTACCAAGCCGCACTCGCGATCGGCAGCGATGTCGTGGAAGTCGGCCGCGATCTCACCGGCTTCGA

GAAAGCAGCCGACATCATCGTCCAGAACCACAAGGAAGTGCTGACTGAGTTCGTGAAGCGCCGCCTCGGTGCGGGCCTCGCGCAGACCGTGACGCTGATCCATCCGGACGCGTTCAACGTGCTGCTGGAGCACAAGAAGCTGATGAACG

TGGACTTCCAAGGCAGCTCGGCGTCGAACGACTACGCCCAGCGCCGCATCGCGGTCCTGAATGGCGTGCGCGTGATCGAGGCTCCGATCTTCCCGACCGCCGGTGTGTCGCACCCGCTGGGCTCGGCTTTCGACGTGTCGGCCGCAGAGG

CCAAGGCGCTGCTGATCGTGTTCTTCCCGCAGAAGGCACTCGTGACCGTGCAAGCCCAAGGCATGACGGTCAAAGTGTGGGAGTACCCGAAGGAGTTCCAATCGTACCTGGACTCGTTCCAAATGTACACGGTCGGCCAGAAGCGACCGG

ACGCCGTTGGCGTCATCTTCAGCGACTAATCGAAAGACGTAGGTTCGTCGGCGGTGGAGCAGGAATCCGCCGCTTAGTTCGCCCAGCCCCGCGATCCTTAACAGGGTTGCGGGGCTTTTTTTTTTGTCTCGACCATAGGGGATTCCATGGA

CTTGCTAACGGCTGTCAACGAAATTCTGCCGAAGCTAGGAGAACATCCGGTGACATCGCTGGAATCGAAGTCTCCTACGCTCGCGGTAATTCTTCCGCAGATCGACTCTGAGATCGATCTGCTGCTGCAACCCGGCTGGTGGTTCAACACGT

ATCACCACGTCGAGCTGTTTCCTGATCCGAACGGCTACATCGATGTGCCGGAGGATACGCTGTCGTTTGTCGCGGAGCCCGAGTACGGCATCGTGACGGCACGCGGTGAACGCTTTTACAATCAGCGAACCCGTAGCTACGTGTTCCCGTC

GAAGATCAAGGGCAAGCTCATTCAACGCTGGGAGTTCAACGACCTGCCCGAGTCCGCTGCAAAGTACGTCCTGTTCTCGGCGCTGGTCGCCATCTACGTGACCGACATCGGGCTTGAGCAAACCGTACAGCTCTGGCAGTCCTACGCGTCG

ATCGCGCGGGGCAACATGGAGCAAGAGCATCTGCGCCAGATGCGCTACACAATCAAGCAGTCCCGGCGCTACCGGAAGCTGCGCAACGCTATGAGGGGGTAACCATGGCTGCATTCGAGTCTTCGCAGAAGTCTCAGATTCAAGGCGTG

AGCCAGCAGATTGCGCGCGAACGGCTCGACGGTCAAGTTAGCGCGCAAGAGAACATGCTGTCGGATGTCGTCACCGGGCTGCGTCGCCGTCCAGGTGCATGGGCTCGGCAGCTCCTACAACTCGGCACCGTTGGTACTTCCGTCGAGAGT

GTGCTTGGTTTCGATGCAGACCTTGCCGGCTCACGTGTACGTGGTGTGTTGAATACGGCTGATGGGGTGCTGCGCCTGTACACGGAAGCCTGGGCACCCATTCAAACACTGCCGGCCAATCCCTACTTGCAGACGCCCAGCGGTCGTAACG

CGATTCGCATGACGAGTGTTGGGCCTGATCTGTTCCTCGCTAACCTAGAGCACACGCCTGTACCTTTGTACGGGGCCGCTGGGCCTAGTCCTAGCCGTGTCGGCTTCTACTACATCAAGACCGGAGCATTCTCGAAACAGTACACTGTTCTC

GTGGCAGACTCAGCTTTCGCCGCGCGTACATACGAAACGACCACGCCGCCAGCAACTGCTACCGGGGCCGATAATGCGTCTACGCCTGAGGCGATCGCAGGACAGCTCGTGGCACTTATCAATGCGGACACGGCCACCACAGGGTGGACT

GCGTACTGGTATGGCTCGTTCGTATCGATCCACGGCCCGCGTGATGGTATGACGGTGGGCACGGCCACCTCCACGTCGTACGTCGGCGTGTCGGGGCAGGGCAACGTGCCTACGTCTGGCGATCTGCCGTCGCGTCTGCCGTCACAGGCA

GATGGTCTGGTTATCGCGGTAGGCAGTACAGCGTTCCCGACGTACTACAAGTACACCTTCGCGAAACAGGCGTGGGCGGAAGTGGGCCAGTACGGTTCACCAACAGCACTAGCCAACATGCCCTTGCGCCTAACCCTAAACAGCGCCGGT

ACGGCATTCGAGTACGACCAGACGTACGAAGGGCGATACGCAGGCGACGATGACAGTAACCCGCTGCCGTACTTCGTCACGAATGGTATCACTGGTATAGGCAGCTACCAGGGCCGTCTGGTGATACTGAGCGGGCCGAGTATCAACAT

GAGCGCAAGCATCAACACACGCCGGTTCTTCCGCTCGACGGTTACCTCTGTGGTGGCAAGCGATCCGATTGAGGTGGCGGCATCGGCTAACTCCTCGTCGGCTTATCGGTATGCTGTCCCGTTCCAGAAAGACTTGCTGCTGTTCAGTCAGA



 

 

AGTACCAAGCAGTTGTGCCCGGTGGGAATGTTGCCATTACGCCGTCAAACGCGACGGTGGTAGTCACCTCTTCGTACGAAGGTGACATGACTTGCTCGCCGGTGACGCTAGGGCGGACCTTGATGTACCCTGCGCCACGTAACACGCAGTT

TTACGGTATGCTAGAAATGGTGCCGTCGCAATACACCGACTCGCAGTACGTGTCAACCGACGTAACTGGGCACCTACCCAAGTACCTACCGGGGCGTTGCCGCTTTGCTGTGTCATCGTCGGTGGCTAACATCGCGTGTTTTGCGAGCACA

ACCGACCATCGGCAGCTCATTGTTCATGAGTACCTGTGGAGCGGTGCAGATAAAGTGCAGCAAGCTTGGCACCGTTGGACGTTCCCGTACGACATCGCAGATGCCTTCTTTACAGGTAGCGAGATTAACCTGCTGTTCGTGAATGGGACCA

ATGTTCTCGTGGCTACGATCGACCCTCGCGTAGGTACGCTAGATGCGGCGAGCGACCGCCGACCGTTCCTCGACCTGTACACCAACACGACGGTAACGGATCACGAGGCACCTGTCCCGCCGGGGCACTTGATCTTTGACCCGAACATTGC

TGATCGGCTGTCATTGGCAGATCAGTCTAGCGACGGTGGCGAAGAGGTTGGCATCGAGTCGCACACTTCCAGCGTGCTTACCACAGGTGACTCATACCCAACTGGCAATGTTGCAGCGGGCATCAAGTTCACCTCATCGTTCAGTCCAACT

ACGCCAATGGTGAAGGATCAGAATGGCGTCGTAATCAGCAGCAATAAGCTGACTATCCTGCGCTACATGATCGGCACTGCTAACTCGTCAGAGTTCAACGCGTTGGTTAGCGATGCAGCCAGTGATTCCGACAACACTGATATAGACGTAG

GCCCAGTGTACTGGTCGAGCCCTGAGCTTGGCCTTGGCCGGCGTCGGGCTACGGTTGACGCTACTACGATCATCCCATGTCGTACAGCAGCGGCAAGCACTACGCTTGTGCTATCGACGGATGGCCTTGGCGAGCTAAACATCGTGGCAGT

AGAAACAACCAACCGCTACAACCAGAAACTTCGGAGGCGCTAATGCTTGGTACGTTCCAGCTTGCATCGCTGGGGCTGAACTTCGCAAGCGGGTTACTCGGGTCGAGCAAGCAGCAGAGCGCTGCGCTCGACCAGTACACCCAAGGCGTG

AAGGCAGTCACAGCTCAGAATCAGGCGATTGCGGAGGCCAACACCGCGAACATGATCCGTACCGGTTACATGGTCGGTATTCAGAACCTACAGCTTGCTCGGCAGCGTGCAGCAGCAGCCGAGCAAAGCGAGTCAATCTCCAGCAAGGG

CGTGGCTGCTGTGGGCAATGCCGTAGCGAATGCGGCGGCGTCTGGTACTGTGGGCGCGTCGGTGGATGCTACTGTTAGCGACATCCAGAAGAAGCAAGACGAGGCACAAATCGGCCTTGACGAAAGTTTCTCGCAGACACTGGAGAACG

CACAGATTGCGATCGAGCAGACCGCCATGTCCGGTAAGGACTCACTACAGGCCGCTCGGCAGTACAACACCAACATGCCTACGCAGAGCTTTGGCGCATCGTTGCTGTCCGGCCTTACCCAAGCCGGTGGGGCCGCGTTGCAGCTCTACGC

GGGCGATAAACTTTCGCTTGGTCCGACCAACACGCCCAAGAGCGATGCAGGTTCGTATTCCTATAAGTCCATCTTGTCTGGGCCTGGGTACTCATTCAGCTAAGGAGGAAACATGGCAGTTCAGCGCGATGCGCAAAGCATAGATTTTGGC

AGTGCGCCTCAAGCGGGCGCTGTCCCTGGTAACGTAGGATTTGTGCGGGCCGATCCCGGTAAGTTCTATGACCCCTCAACTCCACAGCCTTCGGTGATGACGGGCATCCTCGACAACGTACTGAATACGTTCACGAAGCCCGTCACCCAGC

TCGCACAGCAGGAGGTAGGTAACGAGCGCGAGGAAGCGTACTTGCGCGGAGCGGCAGCGGCTGGCAGCGACGATGCGCAGGCTGCAATCGACAGCAACCCGATCACCAAGAACTGGACCGGTGCGGGTTGGGCGGACACGCGGGCG

CGTCTCGCACAAGCAGACGCGGAAGCACAGACCGCCGCCGACATGAAGACCTTGCGGGAGCAGTCTCCCGAGCAGTTCAAGCAGTACCTCGCCGAGCGTCGGCAGAAGGTGCTGGACAACATGCAGGGCATGTCGCTGGATGCCCGGA

AAGGGCTGATCGCGCAGCAGCTCACCAGCGATCGATCGGCCATCGCTAAGCACGCTGTAGAGCACACGAAGTTCATCATCGACCAGATTGGCAAGGGTGTGCAGACGGACCTTAGCGTGCGGCTTGACGCGCTCAACAACGCGAAGACC

GACCCGGTTGCGTACAACGCTGCGGCGGATGACGCGTTCGCAGGGCTGTACAGCAACGTGTGGTCGAATCCTAACCTGCCGCCAGAGAACCGCCAGAAGCTCACCACACAAGCCCTGTCGCTCGCGCTCCAGAACAACAACGAAGTGCTG

TACGAGAAGGCGCGGGACACGAAGCTGCCCGGCGGCGGCACGCTGCTCGACCAACTTGGATTCGAGGATCAGACTGCGCTGTCAAAGGCGTATGAGCAGTCACGCAAGGACACGAGCACGATGCGGCTCGCGAACTACAACGCACAGC

GTGGCCTCATGGAGGCACAGTTTCAAGACCCGCTGACGCCGGCCATGCCCTACGATCAGTTCCAAGCCTTCGTGGCGAAGGGCGTGCAGATCGGTGCCATCCAAAGCGGGGACATCACATCACTGACAAAGGCATGGGCCGAGGGCAAC

GAGAAGAAGGTCGCTTCAGCAAACCTTGCGCAAGCGTACGTAACCGGCAACGTGAAAGCTATGTTCGCCATGGGCAAGGTCGAGGACCAGGGTTACCAAGCATTCATCCAAGTACAAGCCCGTAATAACGTTGACCCAGCAACGACCGTA

GCACAGCTTTTACAAATCGGAGTAAAGACAGGCCAAGGTTCTGCATTCAAGGGCGTAGGGGACTTGACTCGATCGGCAGTGTCGATGATCGGAATGGGCAACAACATCGACCAAGGGCAGTTGAACATGCTCAAGACGGTCCTCACGACT

CTCGACACTGCCCAAGGCGCGGGCAAAGCCAATGCGCTGGGCGCGTACCTGTCGTCATTTAAGGATGACGAGCGTTCGAAGATCATGCTGTTCCGCGAGCGGTTGCAGGCAGGTGATGATCCGATGGTCGCAGCGCAGACCGCAGCAGA

TACGTTCGCCAAGCAGTCTCAGCTCACGATCGAGCAGCGAAATGTGCTAGCCGCAAACCACGCTAAGGCCGATGCTGCTGTGCTCGCTGAGATCACGCCACGCGGTCTGTGGGGTAGCATTGCCAATGCGGTGCCTGACTTCCTGCGCCCG

CAGTCTAACATCGATAAAAACAAGCTGCGCACGTATCAAGGATTTTTCGAGAACGACGAGCGTGTGAACGCTGCCCTAGCTCCGGCCAAGGTAGCGCTGGTGGAAGAGTTGAATTACATTTCACGTAGTGATCCGTATGCGTCGGATGAC

ACTCGACGCAAGCTCGCACTGGCCAAGGTTGCAGGCCGAACGCTCGATCTTGATGGCGGACCGCTGGTGATTCCTCGCCTACCATCAGGCGTCTCCATGCAGTCCTACTTCGGCGTCAATCCTTCGGTGGGGCCGCAGACCATCGCGGCTA

CGCTTAACGAGCTGCATAAGCCGGGGGACGGAAACCGTGTGGTCTACAAGGCAACCGGCGACGGTCAACTTCAGTGGCAGGAGTTCGGGAAGAATGGTGAGTTAGTGAAACCCGGTGGTGTGTTCGATCCGAAGTCTATAGCCCAGGCA

GTTCAAGCAAAGCAGGATCGTATTACTGACGAGTTCAATCGCACCAATGGTCCAGGTGTGCAGGCTAAGGGTACTACCGGCGTACCGGTACAGTACAACGGCGATAACTCGGCAGGTGTGGGTAATCCGCTCATGCTCCAGTGGCGTAAC

GATCTCGTAGCGCATGAGGACGTGCGGGATACCCCTTACGACGACGCTAGCGGTAAGGTGGTGAATGGTAAGCGGGTCCAGACGGTTGGAGTGGGAGTTAGCTCGCACAATCCGTTCTACCCGCCAGTGGATGCAGACGGCAAGGTATC

CGCAGCAAACATTAGCCGGTCCTTCACCCTAGCGTCGAATGCAGCAGCGCAGACAGCGGTACGCGCACAGGCGGCGGCTGGCGTGCAGACGGACAACAGTTTCCGGTTGTTCGGCTCGCTCGCGTATCAGGGCGGCAGCGTACCGCCAG

AGCTGATCGCCGCGCTTAAGCAGAGCAAGGCCGACGAGGCAGCAGCGGCGTTGCACGCGTCCACGCAGTACCGCATGGCCCACTCAGCCCGCAAGCAGTATTATGACTCGATGTTGAGTTCGATCACCAACGCCCGCACCTGGGGCACTC

AGTAAGGAGGAAACATGGCAGAGCCCATCGTTAATGTGGACCCGCGTATCTACGGCGGGGATGCAGTACCCGCTACGCCGGTCCCGGAGTTCACTCCCGGCGATGGGCGCGCAGCAGCTCCGATTGCTCCGTCTGCACAAGTCTCGCAG

GCGGGCATAGCGAGCGGAACGGCATCGGAAGAACAGGGGCAGTCGTTGATTGCGCAGAACTCGCGCGAACAGGCTACCGCATGGCAGGCCGCGAAAGCGGCTGTTCAATCGTGGACCACTACCCGAGTGTGGGATTGGGCCACGATGC

CGCACTTCGACGCCGACCCGGAATTCGATCCCAAGCCGTATGTGAACGGCACCCCGTTCCAGCTCAGTGAGGACGAGCACAAGTTCCTGGCAAAGTCGCAGTCGCTGGCAGAGTACCAGTACCGGGCCAACGCTTTGGACGAGCAACGCA

GCCTGTACCGGCAGATGGGCGACCATCCGTTTCTGTCGGGCATCCTGAGCTTCGCAGACCCAGTGTATCTTGCCATCGATCTCGCGTCATTTGGCACCGCCACAACCCTGACGGCAGCAGGTGCAGGGGTACGTACTGCCCGTGTACTCGG

AGCCGCTACAAGCGCCGCTGGTAACTTCGCGGTGGGTCGGGCAGCACAGACCCAGGCTGCGATCTCCGATACGGAAGTCATCGCCAATGCACTGGTCAATGGAGCGGCCACAGCGGCCCTGTATCGCCCCGGCAAGGGCTTCGTTGCCG

CCGACGAGGCGTACCCCTCGACCGAGCTGACGAGCGCCGCCACGGCCCTCCAGCGGGAGGCTGCGCCAGCCGAGCGCGCGGTTGTCGCAGAGCAGGCGGACGTGGCCGCGTCGCGTCCGCAGCCCGAGCCTGCCATACCTACTCGACC

GATTACGGGCACGGTACACAGCGAGATTGCGGACCGGATTGTGTCGCCACGCTACCAGACGGATGCGTACGCCGCGATGCAGAAGGTATCTAATGACCCCACTTTTGGGCCGATGATTAAACAGGTTCTGGAGGACCAACCTGACGCATT

GGCGTCGCTGCCTGTGCAGGTGAGTGAAATGCGCCGCCTTGCGGGTGAGCTTGGTGATCGTTCGTTCTACGAGCCGAATACGCACAAGGTTCACATGAACCAGACGCAGATCGATAATCCCCAAATTCTGCTGCACGAGGTGATGCACGG

CCTGACAGTGCAGAAGCTTCTCTACGGTGCGGAGAATCCGGCCTCAGCACATGGTGCCATCACGTCGCAACTGGAAAGCCTGCGCAGCGAGCTTAACGCATACCTCGCACGTAATCCTGCTGCTGGGCGGCAGGCAAAGTATTTCGGCAG

TAACGTTCGTGAGTTTGTGGCCGGGCTGTACTCCGGCGATACGGAGTTCACGCGGACCCTTTCGCAGATTCCTGTTGCAGGTGCAACCAATGCGCTGTCTAAGATGGTCGAGTTGGTTCGTAAGCTCCTGGGCATTGCTCCCAATCAAGAG

AGCGCATTGACCAAGGCGCTGTCCCTAACGGACGAGTTGATTAATACTCGTCTTAACGTCGCCGACCGTGTTACCGGTGATGTGCTGGAACTGTCACCTACAGGCTCACAGCAGCAACTCGCAACCGCAGTATCCGGTAAGCTGGAACGTG

CTAGCAAAGCTGCGGGTTCCAAGTTTGAGTTGTCACTCCATAAGACCATGAGTGCTAAGGGTACGGAGGGCGCGAGGGTCGCTAATCTGCTTGTGGAGAGCCCGACTAATCTTTCGGGTAACTCTGCTGCGGCTCAACGCCAAGCTATTCG



 

 

TTCAGACCTCGCAGCAAAGCAGTATGCCTACGAGGATTTGCTCAAGGCAGAAATGGCTCGGCGCAATGCCGGGCTGTTGCAGCGCGTGCTGCAACCGCGACAAGCTGCTACGGCTCAACGTACGATCGAACGTGAAGTTCTTGAGGAACT

GGCACGTCGGGACAACGTGATCCGTCGAGGTAACTCCAACATCACTGACCCGTCTGTGCCGAAGGCAATCTCTGAGCTTGCCGACGCACACGCCGCCGCTACCCAACCTGCACTTCGCGAAATGAAGGCAGCGGGTGTGCTGGGTGCTGA

CGTGGTGGACGAGAACGTTTCGTACTTCTCCCGGAAGTGGAGCGTCACCAACATCGAAGCTGCTGAGGCTAAGTTCGTTGCAGCGGGACTGACTCAGAAAGCAGCGGCGCGTGCGGTTCGTGATGTCGTAGCCGATGGTATCATGCGCG

CAAATCCGCAATGGACGCGCGACTTGGCCGAGGATGTCGCGCATGCAATTCTGCACCGCGCTCGGGCTAAGGGCTACTTCGAGGATCAAGCATTTCGCGGACACGTCGGTAACGGGGCAGCAGAACAAGTGCGGTCCATTCTGGAGACG

ACTGGCATTTCGCAGAAGCGTATTCAGGATGCGATGGACGTGCTCACAAACGTAACTGACGAAGCAGGTAAGACTTCGGCGCTCAAGCATCGCATTGAAATGGACATGCTAACTAGCACGCAAGTGGGCAATAGCCGCGTGTCCATCGTT

GATCTTCTGGATGGGAACCTTACCCGGAACCTGGACAGCTATCTCGACAATGCAGCGGGCACTGCTAGCCTTGCAAGGGTGGGCCTTAAGACCAACACGGACATCGATAACTTGCGCCGTACTTGGATGCACAGCATCGAAAACCCCGCA

GAGCGTCAAGAGGCTGCTGACTTGTTCGACAACGTAATTGCGGCGTTGCGCGGGCAACCAGTTGGTGAGCGGGTAGCAGACGGGCTGCGCAAAGTCCAGGCAGTTACTCAGATGGTGGGCCTCGCATCCTCGGGCCTGTGGCAAGCAAC

AGAATACGCTAATGCCGCTGCGCGCTATGGGATTGTGGCTACTACGCGGGAAATACTGAAGACGATGCCGGTGTTCCGCCAGCTCCTAGGTGACACGTCGCACGCAAATGCGGAGAGCCTGCAAAGTATCTTGGCGCGCAACTCGTACCA

AGACATTCGCATTCGTCCTTACGTCCAAAAGATGGAGGACAACTTTGAACTGCCGGTTAGCGATCACGTAATGCTAGCTATGCAACAAAGTAAGCAGCTCGTTCCGTATCTGAACGCAATGCGATTCATCCACCACAACCAAGCAAACGTAA

CAGCTAACTTGGTTGTCGATACTCTGTTGCAAGCTGCCAGGGAAACGAAGCCTGGGCGCTACACGGAAGTCCTGAGCCGCTACGGCTTAGAGGGCCGCACACTGGACAACGTACGGGCAGACCTGCTAGCGCATGGCGCGAATACCGAG

CGCTGGGCGGACGGTACGTGGGAGCAGCTTCGCAGTCCGCTAGCCAAGATGATGGACGAGTCCGTGCTGCGTAATCGCATCGGTGAGATTCCCGCCTTTGCGCAGTTCTCGTCTGTCGGCAAGTTCATCTTCACGTTCCGCTCATTCGTGCT

CGGCGCGCACAACAAAGTGCTAGCCGGTACGCTGCACCGTAACGGATTTGCTGGGCTTGGTTTGCTGATGCTGTACCAGTTCCCGCTTACTGTTGCTGCAAGCTATGCGAATAGCGTACTACGCGGTAAACCTGAATCGGATGTAGGCAAA

CTGGCTGGGCTCGCAGTTGGGCAGATGGGCTCTATGGGCTTGCTCTCAGAACTGTGGGGCATTGTGTCGGGTGATAAGCAACAGTTTGGCGCTAGTGGCTTGATGGCTATCGACCGTCTGTACAAGACTGGTAGCCAAGCGGCTAGCGGT

AACTTCAGTGGCGCAGCTAGCAGCGCACTTAGCGCTGTGCCGATCCTGGCTATTCTGCCGGGGCTTAAGGCGTTTGCAGCTTCGTTCCAAGGCTCCGGCCACAACAAAGAATAGGAGGGTTAATGGCATACAGTAACCAGCTCGCCGTCTC

CGACGGCACGCTGGCTTACCTGGACATTTCCATTGCGTACGAGAAGCGGGCGGACATTTCCGTCTACTTTGACGAGGTTGAGCAAACGCTCGACAGCACATGGAGCTGGGTAGGCACAACGGATAAGCGGATCAGCTTCTCACCTAACGT

GGCCGACGGCGTGACAGTACGAGTACACCGCGCCTCGCGCATCGACCGGGCTATCAATGTGTACTCTCTCGGAGCGAGCTTTACCAACGAGTCAGTGGATACGAACTTCCGCCAGATGGTTTATCTCGCGCAGGAGTACGCCGAGGGCGC

AGGAATCACCGACGTATTTCACGACCTGGACATGCATGGCAGCGTACTAAAGAACCTGGGCACTGCCACCAATGACGGGGATTCTGTGTCGCTAGCCACGCTTAAGCAGTACAGTGTGGATACGGTGCGCGATGACCTTGCAAGCACCAC

GAACCCCTCACTGGGAGCGGCGCTTGTCGGCTTCTTCGGAGGCATAGCAGGAGAGGTCGGCATTACGCTCGCAGACTGGTTCAAGGGCCGCATCAGCGTATCCCGCTGGGGTATCCGCCCCAGCGCCACAGGGGCGTACAATTCCCAACA

GCTTAACAAGCTGATTGCCGCTAAGCCCAAGGCCCGGCTGTACTTTGACGAGGCGGGCACGTACCACTTCAACGACGTACACACGTTCACCGACGTTACGTACTTGCAAGGCCAAGGCGCACAGCTTACCGAGTGTGTGCAGGACGACTTA

TCGAAAGGTCTATTCAAGTGGGAACTCGGGTACAAGCAGGGCGGTGGTATAGAGGGCATGACAATCCGGAGCAACGTGGCGTTTGGCGCGCAGGGCTCTTCGGGGCAGGCGGTCGAGATCACCAACGCTAACGACAATTTCGAGATCA

AGAATTTCGATATACAGTCGTTTGCGGAGGGCATCGTGGTCAACGGCTCTTACTACGTGAAGATTCGCCACGGCCGACTTCTGTTCTGCCACGCTAACGGCATCCGCCTCTCCCAGTACAGCGGAGCAGGGACGGAGACTGCGGGCACAAT

GATCGAGTACCTGAAGATCAGCGGATTCGGTTACACAGGTTCTGACCCATACAACAGCACTGGTATCCTGTTCTCGCAGGGCTCTGGCGAGTTCCTGAACACAGTGGACGTTACACAATGCGGTCGTGGTATCGTGTGCGCACCGCCGGCG

GGTTCCTGGGTGCGCTTCCTGAAGTTCAACCAAGTGCTGGCGGATACCTCATACTATGAGGGCTGGACGTTCGACGGCTCGCAGGCTCCTGTGCTGGACATTGAGTGCACCAACTGCTGGTCTGCGGGTTCCGGGGGCGGCGCAGCACGC

CCTCCCGGCTCAGAGCGTGGCGTGGGTGTTGCCTTCATCGGTCCGAACCTGGACGACATCCGCTGGAACGGCGGTGAGATTCGAGACAATGACTGTGGAGGCGTGCAGCTCGGAGGCGGTAACAACGTGCGTATTTACAACGCTTCGATC

TCCCGCAATAGCCGTCGCATTGGCTTCAGTAACGTCTACCCTGGTGTGCATGTGCTCTCGGGCGTTTCTAACTGGATGTTGATCGGTAACCGTATCGGTAACTTCTCTCAGGGCGTGTTTAATGTAGAACAGGCTGAGGGGCTGGTGATCGA

TGCGGGGGCCAGCTCTGGCTTCATTGTTGGACTCAACGACTTCCGGGTTCCAGGAACAGGCAAGCCGCCCATCGCCAACGGCTCTTCATCGGTGGATTATGTTATGGCACAGAATCTTCCGAGACTGACGCTAGGCACTAACACTACGACT

CGGCGGACACACCCTATCGGCTCAGGTGGCCCTGTAGCTGGAGGCACGACTGGTTTCTTAACTAGCGGTGGCCTGTGGGGCTCAACTATGAGTCTGCCGTATGTGGCATCGCGCCAAGAACGCCTTATGCATTTGTACGTCGGCGCAAGTG

TTGCACCGGGGGTTGGGCAGTCGGCACGACTGCGCCTCTACTACAATAACGCTTATACAGGGCTACAGGTCTACATAGGCGATAGCGCATTCTCTGTGAACGTCGATGTGAACTTGGTCCTGAATCCTGGTGACGAAGTTACTATCGAGAT

TGTGACGAGCGGAGACGCAGCTTCCAGTATCTACCGAGGTTACCTCGGCTTCGAGGATTAAGGAGGAACAATGAGCAACGCGGCATCAACCGCGTCGCTCAACGAACTGCATCGCAAACTAGCAGAGCAGATGACCAAGACGCTTAATC

GCGACTTGAAAGACGACATGCCTACGGATGCCGCGACTATGTCGGTGATCCGTGGGTTTCTGTCGGACAACAACATCACCTGCGATCCTGCCGACCAAGATACCACGGCAGAGTTGCGGCGCAAGTTCACTGAGCAGACGCAAGCACGAC

AACAGCGCAAAGAGAGCGCGCTAGCTCGTGTGGTTGAGCAGACGCTAACCACAGGGGCAACTTAACAAGGAGGACCGATGGACATCGCAGAGCGATTCAAGATTGCCATCATTATGGCGGAGCACTACAAGGACTTTGCAACCTTTGCC

GCTGACGGGATGGTGTATCTTGGTTTCAGTCTTACTGACGTTCAGGAAGACATCGCCGAGTTTATGGCCACCGGTCCCCGTCTACGCATGGTGATGGCGCAACGAGGGGAAGCAAAGTCTACCCTCGCTGCTCTATACGCAGTGTGGTGCT

TGATGCAGAAACCAACCACGCGGGTTCTTATCGTGTCTGGTGGTGAGACTCAAGCATCCGAAGTAGCAACCCTGATCGTGCGACTTATCACGACCTGGGAAATTTTCGAGTACCTACGACCTGATCGCAGCGCAGGTGACCGCACTTCTAT

CACGGATGGCTTTGACGTCCATTGGGCATTGCGGGGAACGGTTGACAAATCGCCGTCCGTAGCCTGTGTGGGCATCACCGCCCAGCTCCAAGGCAAGCGGGCTGATCTCTTGATCCCGGATGACATCGAGACGACGAAGAATGGCTTGAC

CGCTGCGCAGCGAGCGCACCTTCTGCTGCTGTCGAAGGAATTCACGTCGATCTGCGCGGATGGGCACATTCTGTACCTGGGCACGCCTCAGACGAAGGATTCGATCTACAACACGCTTCCGGGCCGTGGCTTTGAAGTGCGCATCTGGCCG

GGACGATACCCAACTGCTAGCGAGCTGGAGAAGTATGGTACGCGCCTCGCTCCGAGCATCCTTGCCCGCCTGCGTGCTGATCCTACATTGCAGTCCGGCGGCGGTCTTGATGGCACACGTGGCAAGCCTACAGACCCGGAACGCTATGGC

GAATCGGCACTGTGTGAGAAGGAGCTAGACCAGGGACCCGAGGGCTTCCAGTTGCAGTACATGCTAGATACCTCGCTCGCTGACGAGGCGCGGCAACAGCTTCGCCTGAGTGACCTCGTTGTCGCTAACTTCGGCTGGGAGACTGTACCT

GAAGTCATCCCGTACCGCGCCGAGCCCGCATTACTTGTGCCATTAGCCGCTACCTTCCCGGTGGCGCAGACGCGCATGTACTACGCAGCTAGCGCCCAAACCGCATACCGCGAGCTGACCGACCTGATGATGTACTGCGATCCAGCGGGCG

GCGGGGAGGATGAGCTTGCATTCGCCTGTTCCGGTGCGCTAGGCCCGTACATCCACCTGCTCACGATGGGCGGGTTGAGGGGCGGCTTCCGTACCGAGAATGTGCGCGTGATCCTGAGCACACTGCTGGAGTACAAGATCAAGTACGTG

CGCTGTGAGTCTAACATGGGCCACGGCCTGTTTGAGATCAACCTACGTGGTGAGCTTGAAAAGGCCGCAAAGGATTGGAATGGTGCGCCTGAGCCGTTCTTCAAGACGGTGATCGTTGAGGGTGAGTACAGCACAGGCCAGAAGGAGCG

CCGCATCATCGACTCGCTCGTGAGTGCTATGCAGCGTCACCGTGTGATCGTGCATCAACAGGTGTTCGCTGATGACGAGAAGTACAACGCCCAGCACAGCCTTGAGAAGCGCAGTCAGTACAGCATGTGGTCGCAGATGAGCAACATCAC

TACTGATCGTGGTTCATTGGCCCATGATGACCGCTTGGAAGCCGTGGCGGGTGCTATACGCTTCCACAAGACTCGCTTGGTCGAGGATGAAGAAAAGGCAGCAGAGAAGCGCGCAGCAGCAGAGGCGCGAGAGTTTATGAACAATCCAA



 

 

TGGGGTACGAGGATGCCGCACGCGAGAAGCGTGGTGGCGGTGCTCGCTCGTTGGCCGCTCGTCGGAGGGCTAGGAAATGAGCATCAAAGAACAATTGGTAGGGGAGGCGCTCAAGGCCATTCCCGCTACCGGCACGCTTACGCTGACG

CTGTTCGGCGTACCCCTTGCACAGTGGGCCGCGAGGCAGAGATTGCCATGTGCGTGCGCGACCTGGGCGCGGAGGACAAATGAAGTTTGAACAGTACCTCATGATCGGCGCAGTGGTGTTCGCTGCGCTGATTGGCGGCTACGTGGCGT

GGAGCTTCAACCACAGCAAGCTCGTGGAACAGGAGCAGACCATCAAGGATCAGCGCGCACGTCTTGAGGCGCAGGCTGTCCTGCTCGCTGCTGACAAGAACGCCAACGCTGCTAAGGCTGCTGCTGTGGCCACAACCAACCAACGCGCTA

AGGAGGCAACTGATGCGCTCAACAAAGCTGCGGATGCTAACCGCGCTTGGGCTGATGAGCCTGTGCCTGCTGACGTTGCAGGGCTGTTCGTCAACGCGAGTGCAGTTCGCGCTCCCTGATCCCACGCTGTACCAGTCCGACATCGCAGTCC

CCTCGGGTAAGCCTGCTATGACGAACCAAGACCTAGCCCAGCTCTGCATCGACACGCGCACCGCGCTCGAACTGGCTAACGCTGATCGTGCCGCGCTGCGCGCCTGGGCCGAAACCATCCAGAAGGAGAACAAGCAATGAGCATCGCAAA

CCAGACCACGAACGAAGTGTATGCCCTCACCGGCCAGATGGAGAACACCCTCAAGGCGCTGCTCGTCTACCGCTCGGACAGTCGCAATCCGGCCCTCGTTACCTCGGCCAATGCCAGCATGGCGGCGCTGAAGACTTTGCTCGACGCGGCT

ATCGCGGACGCCACGCCCCCGGCGTCAGGCACCTAAAGCGTCTAATCGCCTCGTGGCGGGTTTCGGCTCGCCAGGGTAGGCAACCATACCAGCCCATGAGCGCGAGCCCGTCTACGGCCCGCCTCGCAAGTCCCAGGAGGATTCATGGCT

TTCACAATCGCGCAGGCGTACGACATCATCCACGTGTCCGCCCGGCTCAGCTCGGCGGCGTACGCCCGCACCCTGACAAACAACCCCAGCGCAGGAATCGTCGCAGACCTCGAAAATCGGGCCGCTGAGACGATCACGACCCTGGGCGGT

ACTGTGGTCCCATCCACCTCTGCCGTCGTCGCAAACGGCGCCTCAGCCAGCGTGAAGAACAGCGCGGGCACCGTCACCATCGCGGGCACGGCCACGGTCGCCTCGGGCAGCCTCACAGGCGTGTCCCTGCCCGCCACTGTGGCCCTCGTG

AGCAACGCGGGTACTGTCCCTGTGAAGAACAGCGCTGGGTCTACCGTCGCCGTATCCGCCGTCGCAACCGTGGCAGCCGGCCTCGTTACTGGCGTCGCACTCCCGGCGAGCGTAGCCGCACTACTCACTGGCGGCACCGTGACCGTCACT

GACGCTAGCAGCTCGCCGAACCTGTCGGCCACTGTCACGGTGTCTGGCGGCGCGGCTACAGCTACGCTGCCCGCTACTGCTGCGGTACTCCAGAATGGCGACCAAGTCACGATCACAAATGCATCGGGCACGACCAGCGCGACCTTTCCG

ATCACCGTAGCGAACGGCGTGCCGACCACGCTGACGCTGCCGGATAACCGGGCGCTCGTATCGGGCAACGCGTACACGATCCCAGTCACCGGCACGTACACCACAACGGTTACACCGACCATCACGAACGGCCAGCTCGTTGGCATTGTA

CTCAGTTAAGGAGGAAGTATGGCAGCAGCATTTCTGACGCAAACCGTGGATGCACGTACCAAGCTCGCTAACGCGCTCGACAAGGCTGCGGCCCTCGTGCGCGCTAACGTGCAGCATCAACCGGTCGCCTACCAAACGGACGTAGTTGCT

GCGCTCGTCGCAGCTCAGGCTCAACTCACTACGGCGTTGGTGGGTAACAGCTAAGAGGTAGGAGGGTAGACATGCTAGTAGCTAGTGGCTAATGGCGTCTACCCTTAGGGTATAAGGATTGACGAGTGGAAGGCTTAGGGATTAGGCTG

TGGGAGTGGTAACTAGCAATGCCAGTTGAAAAATTTTTGCGAGGCAGTCTCCGACCCGATGGCGCATGCCTTTCCCCCGTAGGCCCGCCTTTGCAACCATCCACGATGTCGGCTAGGAATTCGCGAGGGTCTAGCCTAACAGCTACTAGCG

TCTAGCAGCGACGCATGGTTGATTCTAGACCATAGCTTAGCGCATAGCATCGCAGAGTGCAAGCGGTTTGTGATTGAGGTTGGTCGGGAGCGGTCGGTAGATGCGCCAGGGTGCCAACACAGCGACAGCACAGCGCCTGGGAATGTGCC

CAGGATTGACCAGGACGGCTCAGGACGGGCTGGCAGGGCTCAGGGTAGGCAAGGGTAGCTTGAGGATGTCTCAGCGGCTCCTAGGGCTTCCTATGGCTTCTGAGGGATTCACATGCCTTTCCAGCGCAAAGGGACAGGAGTGTCTAGGG

GAAACCCTAGGATTCATAGGATACCGTGTGGTTTCATAGGGTACTGTAGCGGCTCGCTCCCGCTCGCCCGCTATCTGTCTCTTTTCGTACAGGTATCTATGAGGGTATTGCTAGGGATACTCTAGTGATCTCTACATGTATCACTAGGTACTG

TGTAGGTATCTCTAGGATCTACTGTAGTGTCTCTGGTGTATCTCTGGTGTATCTCTGGTGTACTGCTAGGTATCATGTCTTGTATCCGTGCATCGCCTCGTTCCTCGGCTCGCCGGCTACGCTTTGTTTGCGCTTTCCATCGTGTGGCACTCTAA

ACGCTATGGTGTTAGACTATAGCTCTCATGGTACTAAGGAGATAGCATTGACTAGGGTAAGGGGTAAGGCATCTAACGACTACAGGAATGACTTAGTGCTGTTCAAAGCTACTCAGTACGCTAAGCTTAAGGAGTTACTAGCTAGTGGTGT

AGATGCTAGTACAGCTAGTGTCCAAGCTACTGAGTACGCTAAGGCTAGGGTAAGTGATAGGGCTAAGGCTAGACGAGAACGTGCTGCTAGGAAGAAAGTGCTTGACAAGGCTTAGGAACTAGCGCATAGTTCGATCCAAGCACTAAGCA

ACAAGGTGCGAGACGCTAGGTAACAAGGCGAAGAAGGCCAGCGCTCTAACGAGCAAGGCTAAGTAGCTGACAGGGCGTTACCGTTAGCTGATAGGATTACCCTGCAACTCAGCTAGTGTCTAGTAGTTGACAGCAGTAACGCAGTATGC

TGTAATGCAGTCACGGTGTAGCGCAGTAGTGTTCGAGAACGTTAGCGGCCTAGGTTGCTTCCTGGTAAGACACAAAGCGCTTGACACTAGCAGCACAGCAGAGTAGGATGCAGTCATGCAGTGCAGTGTTCGCAGTACCGGTGATTCAGG

CCGGACGTAAAGCGAGGCGCTGAGTAGTGATCCCGGATAGCAACGGGGCGGGTAGCGAAGCGATACGCGGCAAGTAGGCAGTAGGGCTTAGCGGGTAGCAGAGTGATACGCGGAATTGCAAGGCCCTAGCAAAAAGTGGAGAGGCA

TACCCGCTATCCATGATGCAAGCGAGGGGCACTAAGCGACGGTCTAGGATCGTTGACGAAGGGTGAGCGCCGGATGATGCAGGTCCGGGACAATAGGGCGGCTCAGTAATCTCAGCCCTTATAGCGTAGAGCTTCGGCCGATGGCTGAG

ACTGCGCTGTTAGCTACGATCGGGTAGCGATGACAACGGCTTGCCGGGTGATTCGCGATACGATGACAGGGCGACAGTGACGGGCAGGTCCGGGAAATTTGAGGTGAAATGATGGAACAATTCATTGTGGTAGTTACCCAGCACCACGA

GGGGCGTTATGGTGGCGTGCTGCACGACGAATCGGATGAGCCGTGCACAGGCACCCGCGCAGAAATGGAAGCGCTCCGCGATGACTTCATGCGCCGCTTTCCGGGCAGCGTCTGCGAGGTGCGGGAGGATCGATACGAAACCCTGGCG

GGAGAAGCGCCACGCCGCTAAACAGTGGGACAACCGAGATTGGATGGACCTATGATACCGCACTACGAAGAAGCGTTAGAGCTTCTGCGCAAAGACCAGCATCAACTCGCGACGGCGATCTCAGGAACAGACTACCCGAAGATGCGCTT

CCGAGATGTCGTCAAGCCCGACTGGTATCGCATAGCGCGTGCGCTGTGGGCGTACCACAATTTGGTTGTCGCTGATCGCGACCGTTTGCGCAAGCAGGTAAGGGGAACCTACGCCGGCCCAGGCACCGATGGCCGCTATGGCCGATAAG

GAGATAATGGTGGACCAACAGAACGTGAAGTTCCTGCGTGACCTTCTGAACGAAGCGGGCGTAGACAACCCGCTGGAGCTGGAAGTCGAGATTGTGCGCGCCGACGGCACACGCGTTGTTGATTTTCAGCAGGTTTCGCTCTATGTACTG

TGGAGCAAATCGCCGGGAGCAGTGCGCATCCGTGTAACTGCGAACGAGGTGTAGTGTGGTCATTGCAATCTTACTCGTGCTGTACGCAATCGCTGACGTGCTGTGTCGCGTGAGCGATAGGCGCAACACGCGCTGGAGTGTCCAGGTTAT

TTGGGACGGCGATTCGTACCGCCATGCCGCGAAGTCTTACGACGATGCGTTAGCGTGGTTGGCCTGCTACCGTTTCGGCGAGGCATTCATCGATCGCACGTTTCACGGCACTACTGAGTGCGTGGCGCGGCGCATCGCCTACTGACAATTT

CAAACGCGCAAACTACAGGAAAGACCATGCGTGCCTACAATTCGTACAGCCAAGTTGCATTCGACGCGAAAAAGTTCAACATGTGCGTAGCGCATTTCCGCGAGGTGATGCCCACACTGCGTGAGCAGTTCAATTTCGACACGATCGTCAT

CACCGGCAAGTCCGGCGCGTCGCTGGGGTTTGCAGTTGCAGCAGCGTGCGGCCTTCATGTCGTGTACGTTCGAAAGGAAAAGACCGCGCCGAAGCAAAAGGCGTTCTCGCTTATCACCAGCCAAGCCGAGCTTAACGCGGCCATCAAGTC

GATCGGCACTCGCTCCGCACGGCTTGACGCGGACATCCACCGCGCCGCAGTGAGCGTGATCGTACACAGCGCCAAGCACAACGATCCGGACGTGGCAAAGCGGCTGCTGGACGCGATGGGCAAGACGATGCGCAAGTCGGCCATGACC

GCATGGCTGTGCGCATACGGCGCGTTCGCAACCGACGAGCATGGCGCGCTGGTGTACGTGAAGGAGAAGCGTGAGACGGTGCAGACTGAGGCCAACGTTCACGCCGCGATTGCCGAGCCGTTTTGGATGTTCGCGCCGGAACCGAAGT

ACGTGCAGTTCGATCTCCAGAAGTCGGTGGCGGCACTCCTGCGCCGCGCTGAGAATGCCCTGGCGAACGAAGCACAGGACGCTACGCTTATTAAGCCCGATGTCCTCGCCGAGCTGCGCAAACTGGTCCCGGCGGACGCCAAGTAACCGA

GCGTCGATCATGTACATCCTGTACGTATGGCTGATCGGCTCGTTAATGATTGGCGAGCCAGTGACGCCTGAGCAGTGCGAGGCGCAAGCCATCGCGGCCCGGCAACAGCACGGAGTGCGTAATGTCGAGTGCGTTCGACCGCTTCTTGAT

GCCATTGTGGATCTTGGTGCCCGGCTGCGTCCAGTTAGCCAGGGCATGGCAGGCGCTACGCGACTTGCCTGCGTTGAGCAAGCGCACGTGTGACGGCACCGCGCCTGAGCGCAGTACGCACATGCCGTCCTTTACGCCCTTGCGACCGGG

ACCGACGTTGTATGTGAAGTCGGTCCATGCCGCCCACTCGCCCTCTGTCATCGGAACCTTGACACAACTTGCGACGACGCGCATGGCGTCAGCCATAGCCTTCTGCTCAGCAGCGTCGCACTGTGCCTTAGTCGCTACTCCGCGCTTCGCCA

GCTCGCCCGTTATCCCGCGACAGATCGTGGGGACTCCCAACGGGTCGAGATAAGTGCGCGTCACTTGCGGCCCCTCGAACTGCGTAGCGAGCTGAAATGCGCCGCCCAATCCAAGCAAGGACGCTAGCGCTGTTGCCGCTGTGATCTTCTT

CATTACGTTTGCCTCCGAGGTTGTTGCGCAGCAGGAAGTAGAGCTGCGCCAGCAGTACGATGATGGACATCAGTGCCGCCCACTGTGCAAGTGCCGCGCTTCTTGATGCCATTGTGAATCTTGGTGCCCGGCTGCGTCCAGTTAGCCAGGG



 

 

CATGGCAGGCGCTACGCGACTTGCCCGCGTTGAGCAAGCGCACATGTGACGGCACCGCGCCTGAGCGCAGTACGCACATGCCGTCCTTTACGCCCTTACGACCGGGACCGACGTTGTACGTGAAGTCAGTCCATGCAGCCCACTCGCCCTC

AGTCATTGGAACCTTGACACAACTTGCGACGACTCGCATAGCTTCAGCCATAGCCTTCTGCTCCGCAGCATCGCACTGTGCCTTAGTCGCCACTCCGCGCTTCGCCAGCTCGCCCGTGATCCCGCGACAGATCGTGGGGACTCCCAACGGGT

CTAGATAAGTACGCGTCACTTGCGGCCCCTCGAACTGCGTAGCGAGCTGAAATGCGCCGCCCAATCCAAGCAAGGACGCTAGCGCGGTTGCCGCTGTGATCTTCTTCATTACGTTTGCCTCCGAGGTTGTTGCGCAGCAGGAAGTAGAGCT

GCACCAGCAGTACGATGATGGACAGCAGTGCTGCCCACTGTGCAAGTGCTCACTTCCTTCGTTGCCATGATGATTCTCCTGTTCAGGTCAGGGTGATTACTGCTCGTAAATGCAAGTGCGGTAGCTGCGACGGTAACGTCCTTCGGTACGG

ATAACCGACGAACTGATACCATCACACTGGTCAAACCGAGTGTCAAACTCAGCCTTAGACACGCGGCTGAAAACGTCACATTTCTTGACGTAGTAGGTGCGCTTACCGGTGGCCAGATTCTCAACGTCCATAAGTTCGGTCTGGTAAAGCAT

GATGATTCTCCTACGTTGTAATTCGGTGGCACTATCGAGGTTCGCGGCCCGCGTCTCTGCCCGTCCTGGCGTATGCGCCCAGGGCATTGCGTTGCACTCCGCTACTGCTACGCCAAGTGCCACCGAATTACAACACCTCTTGCGAGGTGAGG

TTTCGTAGCTTGCTCGCTTTAACAGGGCACCATTCACTACCCATCGCCTCGACGTTCGGGCCGAGCAGTCGGCCGTGTTCCCATGCTGGTTCACGCACACGGATGGGCACGGCGGCAATGGCATCCTGATCGAGATCGAATGCCACCACGTT

GATGCGATGTCGTGCGCCGTACTGCGCCAGTGGCCGTGTGTCCTCCACCACGAGTACCGCGCAAGGTTCGCCTGTCGCGGGGCACTGTTGCGCACCGTTGTACTGTCGGATGTCGAACCCAGCGCCGCGTACCACTCGCTGGATTCGGTCG

TCCTCTATGACGGTGCCTGCGGGCTGGCCTGCCGACTTGCTCGGCCGCTTACCGATGTTGAGAATGTAGATCATAGAGCACCTGTGCGCTTATCGTTGCGCGCCGTGTTGCGGTCCGCTTGGCGGGCTCGTTTCTCCAGTTTGCGCAGTTGA

GCGTTCGGGCCGAGCAGTCGGCCGTGTTCCCATGCTGGTTCACGCACACGGATGGGCACGGCGGCAATGGCATCCTGATCGAGATCGAATGCCGCCACGTTGATGCGATGTCGTGCGCCGTACTGCGCCAGTGGCCGTGTGTCCTCCACC

ACGAGAACAGCGCAGGGTTCGCCTGTCGCGGGGCACTGTTGCGCACCGTTGTACTGTCGGATGTCGAACCCAGCACCGCGTACCACTCGCTGGATTCGGTCGTCCTCTATGACGGTGCCTGCGGGCTGGCCTGCCGACTTGCTCGGCCTCT

TGCCGATGTTGAGAATGTAGATCATAGAGTGCCCATGCGCTTATCGTTGCGCGCCGTGTTGCGGTCCGTTTGGCGGGCTCGTTTCTCCAGCTTGCGCAATTGCAAGGGCGAGTCGTCGCACGGCGACTACATTGAGGGTGACGGCCACGA

GTTTGAGAACTACGCGTTCTTCGATGACTTCGTGAGCAGTGGCGAAACTCGCAAGCGCGTGATTTATGAGCTTGAGGACTGGGCCTTAGAAAGATGCGAATACGCTAATGCGCCTAAGTGCGTTCTCACCATTGAGTACGACGGGGAGCC

GGACACTGCTAGGCTTATCTGCCGCAAGACGCCAGGGGTTGACGGCCCGAGATACACCGGCGGTATGTACTGGTAGGAGGATACATGCAAAGCAACAACACGATCGAACGCGTTCGAAAGCAACGCCTGGAGCAGACGGAAGGGCAAG

CGCTGCG 

ФBurDT47a 

TTCACCACCTTACCGCTAGCGTCGTCGTAAGGGGTATCCCGCACGTCCTCATGCGCTACGAGATCGTTACGCCACTGGAGCATGAGCGGATTACCCACACCTGCCGAGTTATCGCCGTTGTACTGTACCGGTACGCCGGTAGTACCCTTAGC

CTGCACACCTGGACCATTAGTGCGATTGAACTCGTCAGTAATACGATCCTGCTTTGCTTGAACTGCCTGGGCTATAGACTTCGGATCGAACACACCACCGGGTTTCACTAACTCACCATTCTTCCCGAACTCCTGCCACTGAAGCTGCCCATC

GCCTGTTGCTTTGTAGACCACACGGTTTCCGTCCCCCGGCTTATGCAGCTCGTTAAGCGTAGCCGCGATGGTCTGCGGTCCCACCGAAGGATTGACGCCGAAGTAGGACTGCATGGAGACGCCTGATGGTAGGCGAGGAATCACCAGCGG

TCCGCCATCAAGATCGAGCGTTCGGCCTGCAACCTTGGCCAGCGCCAGCTTGCGTCGAGTGTCATCCGACGCATACGGATCACTACGTGAAATGTAATTCAACTCTTCCACCAGCGCTACCTTGGCCGGAGCTAGGGCAGCGTTCACACGCT

CGTCGTTCTCGAAAAATCCTTGATACGTGCGCAGCTTGTTTTTATCGATGTTAGACTGCGGGCGCAGGAAGTCAGGCACCGCATTGGCAATGCTACCCCACAGACCGCGTGGCGTGATCTCAGCGAGCACAGCAGCATCGGCCTTAGCGTG

GTTTGCGGCTAGCACATTTCGCTGCTCGATCGTGAGCTGAGACTGCTTGGCGAACGTATCTGCTGCGGTCTGCGCTGCGACCATCGGATCATCACCTGCCTGCAACCGCTCACGGAACAGCATGATCTTCGAACGCTCGTCATCCTTAAATG

ACGATAGGTACGCGCCCAGCGCATTGGCTTTGCCCGCGCCTTGGGCAGTGTCGAGAGTCGTGAGGACCGTCTTGAGCATGTTCAACTGCCCTTGATCGATGTTGTTGCCCATGCCGATCATCGACACTGCCGATCGAGTCAAGTCTCCTACG

CCCTTGAATGCAGAACCTTGGCCTGTCTTTACGCCGATTTGTAAAAGCTGTGCTACGGTCGTTGCTGGGTCAACGTTATTACGGGCTTGTACTTGGATGAATGCTTGGTAACCCTGGTCCTCGACCTTGCCCATGGCGAACATAGCTTTCACG

TTGCCGGTTACGTATGCTTGCGCAAGGTTTGCTGAAGCGACCTTCTTCTCGTTGCCCTCGGCCCATGCCTTTGTCAGTGATGTGATGTCCCCGCTTTGGATGGCACCGATCTGCACGCCCTTCGCCACGAAGGCTTGGAACTGATCGTAGGGC

ATGGCCGGCGTCAGCGGGTCTTGAAACTGTGCCTCCATGAGGCCACGCTGTGCGTTGTAGTTCGCGAGCCGCATCGTGCTCGTGTCCTTGCGCGACTGCTCATACGCCTTTGACAGCGCAGTCTGATCCTCGAATCCAAGTTGGTCGAGCA

GCGTGCCGCCGCCGGGCAGCTTCGTGTCCCGCGCCTTCTCGTACAGAACTTCGTTGTTGTTCTGGAGCGCGAGCGACAGCGCCTGTGTGGTGAGCTTCTGGCGGTTCTCTGGCGGCAAGTTAGGATTCGACCACACGTTGCTGTACAGCCC

TGCGAACGCGTCATCCGCCGCAGCGTTGTACGCAACCGGGTCGGTCTTCGCGTTGTTGAGCGCGTCAAGCCGCACGCTAAGGTCCGTCTGTACACCCTTGCCGATCTGGTCGATGATGAACTTCGTGTGCTCTACAGCGTGCTTAGCGATG

GCCGATCGATCGCTGGTGAGCTGCTGCGCGATCAGCCCTTTCCGGGCATCCAGCGACATGCCCTGCATGTTGTCCAGCACCTTCTGCCGACGCTCGGCGAGGTACTGCTTGAACTGCTCGGGAGACTGCTCCCGCAAGGTCTTCATGTCGG

CGGCGGTCTGTGCTTCCGCGTCTGCTTGTGCGAGACGCGCCCGCGTGTCCGCCCAACCCGCACCGGTCCAGTTCTTGGTGATCGGGTTGCTGTCGATTGCAGCCTGCGCATCGTCGCTGCCAGCCGCTGCCGCTCCGCGCAAGTACGCTTCC

TCGCGCTCGTTACCTACCTCCTGCTGTGCGAGCTGGGTGACGGGCTTCGTGAACGTATTCAGTACGTTGTCGAGGATGCCCGTCATCACCGAAGGCTGTGGAGTTGAGGGGTCATAGAACTTACCGGGATCGGCCCGCACAAATCCTACGT

TACCAGGGACAGCGCCCGCTTGAGGCGCACTGCCAAAATCTATGCTTTGCGCATCGCGCTGAACTGCCATGTTTCCTCCTTAGCTGAATGAGTACCCAGGCCCAGACAAGATGGACTTATAGGAATACGAACCTGCATCGCTCTTGGGCGT

GTTGGTCGGACCAAGCGAAAGTTTATCGCCCGCGTAGAGCTGCAACGCGGCCCCACCGGCTTGGGTAAGGCCGGACAGCAACGATGCGCCAAAGCTCTGCGTAGGCATGTTGGTGTTGTACTGCCGAGCGGCCTGTAGTGAGTCCTTACC

GGACATGGCGGTCTGCTCGATCGCAATCTGTGCGTTCTCCAGTGTCTGCGAGAAACTTTCGTCAAGGCCGATTTGTGCCTCGTCTTGCTTCTTCTGGATGTCGCTAACAGTAGCATCCACCGACGCGCCCACAGTACCAGACGCCGCCGCATT

CGCTACGGCATTGCCCACAGCAGCCACGCCCTTGCTGGAGATTGACTCGCTTTGCTCGGCTGCTGCTGCACGCTGCCGAGCAAGCTGTAGGTTCTGAATACCGACCATGTAACCGGTACGGATCATGTTCGCGGTGTTGGCCTCCGCAATCG

CCTGATTCTGAGCTGTGACTGCCTTCACGCCTTGGGTGTACTGGTCGAGCGCAGCGCTCTGCTGCTTGCTCGACCCGAGTAACCCGCTTGCGAAGTTCAGCCCCAGCGATGCAAGCTGGAACGTACCAAGCATTAGCGCCTCCGAAGTTTCT

GGTTGTAGCGGTTGGTTGTTTCTACTGCCACGATGTTTAGCTCGCCAAGGCCATCCGTCGATAGCACAAGCGTAGTGCTTGCCGCTGCTGTACGACATGGGATGATCGTAGTAGCGTCAACCGTAGCCCGACGCCGGCCAAGGCCAAGCTC

AGGGCTCGACCAGTACACTGGGCCTACGTCTATATCAGTGTTGTCGGAATCACTGGCTGCATCGCTAACCAACGCGTTGAACTCTGACGAGTTAGCAGTGCCGATCATGTAGCGCAGGATAGTCAGCTTATTGCTGCTGATTACGACGCCAT

TCTGATCCTTCACCATTGGCGTAGTTGGACTGAACGATGAGGTGAACTTGATGCCCGCTGCAACATTGCCAGTTGGGTATGAGTCACCTGTGGTAAGCACGCTGGAAGTGTGCGACTCGATGCCAACCTCTTCGCCACCGTCGCTAGACTG

ATCTGCCAATGACAGCCGATCAGCAATGTTCGGGTCAAAGATCAAGTGCCCCGGCGGGACAGGTGCCTCGTGATCCGTTACCGTCGTGTTGGTGTACAGGTCGAGGAACGGTCGGCGGTCGCTCGCCGCATCTAGCGTACCTACGCGAGG



 

 

GTCGATCGTAGCCACGAGAACATTGGTCCCATTCACGAACAGCAGGTTAATCTCGCTACCTGTAAAGAAGGCATCTGCGATGTCGTACGGGAACGTCCAACGGTGCCAAGCTTGCTGCACTTTATCTGCACCGCTCCACAGGTACTCATGAA

CAATGAGCTGCCGATGGTCGGTTGTGCTCGCAAAACACGCGATGTTAGCCACCGACGATGACACAGCAAAGCGGCAACGCCCCGGTAGGTACTTGGGTAGGTGCCCAGTTACGTCGGTTGACACGTACTGCGAGTCGGTGTATTGCGACG

GCACCATTTCTAGCATACCGTAAAACTGCGTGTTACGTGGCGCAGGGTACATCAAGGTCCGCCCTAGCGTCACCGGCGAGCAAGTCATGTCACCTTCGTACGAAGAGGTGACTACCACCGTCGCGTTTGACGGCGTAATGGCAACATTCCC

ACCGGGCACAACTGCTTGGTACTTCTGACTGAACAGCAGCAAGTCTTTCTGGAACGGGACAGCATACCGATAAGCCGACGAGGAGTTAGCCGATGCCGCCACCTCAATCGGATCGCTTGCCACCACAGAGGTAACCGTCGAGCGGAAGAA

CCGGCGTGTGTTGATGCTTGCGCTCATGTTGATACTCGGCCCGCTCAGTATCACCAGACGGCCCTGGTAGCTGCCTATACCAGTGATACCATTCGTGACGAAGTACGGCAGCGGGTTACTGTCATCGTCGCCTGCGTATCGCCCTTCGTACG

TCTGGTCGTACTCGAATGCCGTACCGGCGCTGTTTAGGGTTAGGCGCAAGGGCATGTTGGCTAGTGCTGTTGGTGAACCGTACTGGCCCACTTCCGCCCACGCCTGTTTCGCGAAGGTGTACTTGTAGTACGTCGGGAACGCTGTACTGCC

TACCGCGATAACCAGACCATCTGCCTGTGACGGCAGACGCGACGGCAGATCGCCAGACGTAGGCACGTTGCCCTGCCCCGACACGCCGACGTACGACGTGGAGGTGGCCGTGCCCACCGTCATACCATCACGCGGGCCGTGGATCGATAC

GAACGAGCCATACCAGTACGCAGTCCACCCTGTGGTGGCCGTGTCCGCATTGATAAGTGCCACGAGCTGTCCTGCGATCGCCTCAGGCGTAGACGCATTATCGGCCCCGGTAGCAGTTGCTGGCGGCGTGGTCGTTTCGTATGTACGCGCG

GCGAAAGCTGAGTCTGCCACGAGAACAGTGTACTGTTTCGAGAATGCTCCGGTCTTGATGTAGTAGAAGCCGACACGGCTAGGACTAGGCCCAGCGGCCCCGTACAAAGGTACAGGCGTGTGCTCTAGGTTAGCGAGGAACAGATCAGG

CCCAACACTCGTCATGCGAATCGCGTTACGACCGCTGGGCGTCTGCAAGTAGGGATTGGCCGGCAGTGTTTGAATGGGTGCCCAGGCTTCCGTGTACAGGCGCAGCACCCCATCAGCCGTATTCAACACACCACGTACACGTGAGCCGGC

AAGGTCTGCATCGAAACCAAGCACACTCTCGACGGAAGTACCAACGGTGCCGAGTTGTAGGAGCTGCCGAGCCCATGCACCTGGACGGCGACGCAGCCCGGTGACGACATCCGACAGCATGTTCTCTTGCGCGCTAACTTGACCGTCGAG

CCGTTCGCGCGCAATCTGCTGGCTCACGCCTTGAATCTGAGACTTCTGCGAAGACTCGAATGCAGCCATGGTTACCCCCTCATAGCGTTGCGCAGCTTCCGGTAGCGCCGGGACTGCTTGATTGTGTAGCGCATCTGGCGCAGATGCTCTTG

CTCCATGTTGCCCCGCGCGATCGACGCGTAGGACTGCCAGAGCTGTACGGTTTGCTCAAGCCCGATGTCGGTCACGTAGATGGCGACCAGCGCCGAGAACAGGACGTACTTTGCAGCGGACTCGGGCAGGTCGTTGAACTCCCAGCGTTG

AATGAGCTTGCCCTTGATCTTCGACGGGAACACGTAGCTACGGGTTCGCTGATTGTAAAAGCGTTCACCGCGTGCCGTCACGATGCCGTACTCGGGCTCCGCGACAAACGACAGCGTATCCTCCGGCACATCGATGTAGCCGTTCGGATCA

GGAAACAGCTCGACGTGGTGATACGTGTTGAACCACCAGCCGGGTTGCAGCAGCAGATCGATCTCAGAGTCGATCTGCGGAAGAATTACCGCGAGCGTAGGAGACTTCGATTCCAGCGATGTCACCGGATGTTCTCCTAGCTTCGGCAGA

ATTTCGTTGACAGCCGTTAGCAAGTCCATGGAATCCCCTATGGTCGAGACAAAAAAAAAAGCCCCGCAACCCTGTTAAGGATCGCGGGGCTGGGCGAACTAAGCGGCGGATTCCTGCTCCACCGCCGACGAACCTACGTCTTTCGATTAGT

CGCTGAAGATGACGCCAACGGCGTCCGGTCGCTTCTGGCCGACCGTGTACATTTGGAACGAGTCCAGGTACGATTGGAACTCCTTCGGGTACTCCCACACTTTGACCGTCATGCCTTGGGCTTGCACGGTCACGAGTGCCTTCTGCGGGAA

GAACACGATCAGCAGCGCCTTGGCCTCTGCGGCCGACACGTCGAAAGCCGAGCCCAGCGGGTGCGACACACCGGCGGTCGGGAAGATCGGAGCCTCGATCACGCGCACGCCATTCAGGACCGCGATGCGGCGCTGGGCGTAGTCGTTC

GACGCCGAGCTGCCTTGGAAGTCCACGTTCATCAGCTTCTTGTGCTCCAGCAGCACGTTGAACGCGTCCGGATGGATCAGCGTCACGGTCTGCGCGAGGCCCGCACCGAGGCGGCGCTTCACGAACTCAGTCAGCACTTCCTTGTGGTTCT

GGACGATGATGTCGGCTGCTTTCTCGAAGCCGGTGAGATCGCGGCCGACTTCCACGACATCGCTGCCGATCGCGAGTGCGGCTTGGTAGCCCGTCATGACAGCGCTGATGCCCGGATGGAATGCGCCAGCCAGCGAGGCCGGCGGAACG

TACGCCGCGCACTTGATGAGCTGAATCACGTGGGCCTCGTCAAACGAGATAGCGTGTGCCGATGCGTGCTCGGCGGCGTACTCGCTCTTGAAGTCCGGCGAGGTCCAGTCGTCTTGCCAGTCGAACGGCGTGCGGATGTAGCACGTGGTA

TCGACCGTCACGATGAACTTCTCGTTTGCGATGCGAGCCGAGTCAAGCGTCTCGCCCGAGCGGCGACCCTTCACAGCAGCCGCGCCGATGCGGTCGCCGCGCCACGTGTTGGTTTGGTTCTGCACCGATTTGTAGTTCGTGAGGCCCGAGG

CGCGGAACAGCGACTCAGCGCGGAACGAACCTTCAATGTCGCCCTCGTACGCTTCAATGTGGATGTCTGCGTCCGCATCGCTACCGGCCCACCAAGTGCGGGTCAGTTGACCCTTGTTATCTACGTCTGCCATTAATCCTCCTTGTGGTTAG

GGCTTACAGGCCCATGTTCTTGCCAAGCTGTCGGCGCGCGGTAAGCTCACGTTCACGGTCGGCAAAGTCCGACGCGTTGCGGTTGAGCTTAAGACGCTCCGCTTGATACTGCTCCTTGGACAGCCCAATGGTGCCGTCAGGTGCCCCACCG

CCAGCGGCGACGTGGCCTAGGGGATCGCGCGGAAGCGATCCCGATTGCTTCGCGAAGTCGAGTAGCGCAGCACTTGCGCTCTTGATCTTCGCGGGGTCCATGGAGTTGAGGCCATGGCCTACGAACTCCTTGAGGTATGCCGGTGCCTTT

GCGTTGAATACCGCCACGGACGCCTTCCAACCAGCCGCCCCACCGGCCATGTCCTCGATGGATTTAATCAGCAGTTCCGACTGCGCGTTGATGTGGTTGACAAGATTCTTGGCAACCGTAATCAGGTGATCGGCCTTATCGCCGCCTACTTC

CTTGAGGTACGCTTCGTCAACAAGGCCCGCGTCGGCTCGTGCGATGGCCGTGCTCACTGCACGGTTCACGTCGAGGTTCGGCGCGGCCAGCGAGAACAGCGAAAGCGCGCTAGTGACTACCGGGTCGTTCTTGCCCGCCTCGCGAACGGC

CGTAAGCGTCTGGTCATCTTGGATAACAGGCACCGGTTGCGCAGCGGCCGTGTCGTCCACTTTACCCGGAGTCGGTGCAGCAGCTTGCGCCTTCTTCCACGCTTGGAATGCTGCATACTCGGGATCAGCATCCGGGCCTGCGGGCACTGGT

TCCGCACCGGGTGCCGGCGGGAGGTTGGACGGCGCTGCGTCGTTGCGTTGCTGGTTCGACGGCGGCACTGGGGGAATCGGAGCCGGCGTGCGGTCACGACTGCCCAGCGTCACTGCGTCAGCCGGTACAGCTTTGGACGGATCGAAAC

CGGCGGGGACTGCGACTTGCTCTGCCATTGTGTGGCCTCCTTAGTTGTTGGCACCGGGCAGCGAGCCGATGGCTGCTGTCTGTGCTGCGGATTGGGTAGCGGCGAGTTGAGTCTGCGCCTGCTGCATCTGTTGCTTGGCCGCATCGAACTT

GGCCTGGGCTTCCTTGTCGCGCAGGATGGTCGTAGTATCGACAGAGGCACCTGCGTAGATAACATCCATCAGCTTGCGTGGGTCCACGCGATCATCGATCGACGTGAGGGCGTTAGCGATGGCTGCTGCGTCCTGGGCGGCTTGGAGTAT

GTTCTGCACGTCGATGCCGCGACTGAGGGCGGGAATACCGGCGATCACGTCAAGCACCAACGTATTCGACAGGATACCTTCCAACGCGTCTGGCTTCTCTTCCACCACCAGCACGTGGGCCAGCGGAACTTGGAATGACTCAGCCAGTGC

GCTGTACTGCCCACCAAGAGCTTGGTTAGCCTCTGCTGCCTGCTGGCGCAGTTCGTATGCAGTGACGCGTTCAGCGTCCCGCACATTGGCCGTGTACATGAAGGCCCGCGACAGATTCGTGAACGTCGAGGAGATCAACTCCATCATCGCT

TGAATCTTCTTCGCGTCGCCGGACTCCTGCACTTGGATCGAGCCCTGCGTGCCCTGCACGTATTCGCCAGTCTCAGCGTTGTTCAGATCGTCAACGTCGTTGCCACTGCCGGGCTGTACGAGGTTGAGGAACTTCATGGCCGAGATACCATA

GAGCGCTAGCGCTTCCGACTCATCGCTGATTTTGGCGAAACCTCCGGCGTAGTCCTCGACCAGTCCTCGGCCGTAGTGCTCGCCAGGAATTAAGGACCACGTAGGCGCTTGCCAGGGGCAGAGGTGCGCAGGGTACTCACCGGGTGTACC

TATCGGCATGCACTCGATCTCTTGCGACACGACGTACTTCACGTCGCCGCTGTCCATCGTTACGCGCTGAATGCGAGTGTACACCTCGACGTTCGTTTCGAACTTGTCCATGCGGTACTTGTTCGGGAACCGCGTAGCGAGCATTACCTGAAT

CTCACGCGACAACCCGGCGAACGATTCGAACTCACGCAGAATGCAGTCGGCCAGCTCACCTGTGCCGGTGCGCCGGCACGAGAACGACTGAAGGCCGTACGTGATCGTGCGCTTAAGTTTCGAGTCTCGCTTCGTCAGGCAGTTGCCCGT

TACGATCAAATGCAGGATTGCCAGCGTGAGCTGGTTGTAGCTGGAGTTCAGGAACACCCGTTGCGAGGCGTCCATTTCGAGCTGCGCCAGGGCCGACTGAAACTCGCTCATGTCGATGCCCTTAGCCTTGGCGTGCTCCTTGAGCTGCTTG

CTCGGCTTGATACCGAAGAATGCGCGGTTCACCGGGAACAGAAGACCCGCGAGCTTGCTGCCGAGGTTGTTCACGAGAAGCGCGCCAATCTCCTGGTAGTCTCGCTCGATCACTTCAGCGGTCCCACGATGACAGAGTTCCGCCATGAGTT

TCGGCAGTGTCCAGTGCGCGTACTGCCGGCACTTGAGGATCACTGAGTCATCCCGGTACTTCTCGAACAACGACTTGTAAGACTGGTTGCCTACCATGTGCCCTCCCTTAGACGTTGACGCCCAAGGTCGAAGCAAGACCTTGCGACGCATT

GCGCCGCTTGGTCAATGTGTCAGCAGCAGCAGCCGTACCGCCGGCGGTTACCGTCGCGGCTTGGGTTGCGTCTGCGTTGTTCGCCAGTGCGGCGAGGTTCGCGTTATAGGTTGCGGTCTGCTCGGCGATCTGCTGCTGAATCTGGTTCGCT

TGATCTTGAGCCTGCTGTGCTCGTTTGGCGGCACCGCTGTCCGTGAGCCCGATTGTGTCGGTAACCCATGAGACTACCTTGCCCATGTCTACACCTCCAGGAAATACGATTCGTTATGAGGCCGGAACCCTGCCCTCATGTAGAGGCGTCGT



 

 

AGTCCGGGACGCAGAACACCGTTGCCTGTTTCGATCCCGACGCAGGAATGAACCCGTGCCAAAATCTTGAGCGCTTCGGTGTACGTGGAGAAATTGCGAGTAGGCGCTACGCCGATCACTAGCAACTCAGCAAGGTACTTGTTCGGGTTG

CACCACGACGCACCAGCGCTGTACAGCACCAGCCAGTCGCGGTCATTGATCCAGACCGCGTGGATCGTGCCGCCTTCGATCTGGCGCAAGGTCCACGCAACGTCAGCACCTTGTGCCATGTGGTGATCCTTGTTGCGTCCTAGATGCGCAG

TCAGCTCAGAGTGTGCACTTTCCCAATCTTGCATCGCCCACGCCTTGTTATGAAGAATCCTCACTTCGGCACCCGCTCACGAATCCAGGTAATCACCGATCGTTGTCCTAGTCGTTGGCGCAGTGCTGCTTCTGTGAGATTTTCTGCAAACACC

AACTCGGGGAAGCACCGCTCCAAAGCATCGAGTTGCTGCTGCGTGAAGGTTACCTTGCTCGGATCGACGGGACGTGCCGGAGCAAAGCCGGCGCTATGTACGGTTTCAGCCATGTAGGTATCTCCAATCTGGGGCATTCTAAATTAGGCTT

ACCGACAACATGGTAAGGCTTATGTACTACACTAGATACATAATACTGTTACTCTATACTATCTAACTATTGTAACCGCTATGTACTGTGTCTTGCTCGCGAGGTCGGTCCTATCGAACCTCCCCGCTCGCGCTTTGTTTGCGCTTTCCACCGTG

TGGCACTCTAAACTAACAGAAGAAGAACTCACTAGTAAGTACATCTGAGAGGTTAAGATCACCACGCTTAGGGAACTCTCCTGTAGCTCCTACCTCCCACAAGAAGTCACCTAGTACATCATGTTCTGCATACATACGTACAAATTCCTCACG

CAGTATCCTGTGCATACTACTTACAGAACTAGGGTGTGTACCAAACGAATCATGGATACCTACGAAGGCGTGCCCCTGCTTCTTCATTGCTAAGGCAGTGAACGTCAGATGACTAGCATCTAATGCATGCACGAAGTTCGGCGCTATTGCGT

TCTGCATCTTCGAAGGATTAACCCCATCGCGTTCCTCGTACATTGTGATACGCTCCACTCCGCAGCTAGACAAGCGTACTCGCATGAGTTCCACCTCAGGGTAGTCATGTTGCACCTTGAAGCCCGTCGGCGTTGTCCACTCCATGCGTGAGC

CTTTGGGTACTGTACGTGTGGCCTCCTTAAGCCAGCGCATTGCTTCCGCTGCTGCCGGCACTGCGTACTCGATCCCGGCAAACAGCGCTTTCGCACCGTAGGTACTCAGGTCGATGTTGCGCTGGCCTTCCTCCTTCGTGTCCTCTCGTCCGT

GCAGCACCTCACCTTCAAGAAACTCTGCCGTACCGCGCAGCGTCGCGCCATACACATACGTCATGACGGGCTTCTTTGCCCAGTCACGCTGAATCTCGTGCGCCAGCCAGAAGTCCCGAGCAGGGCTAGGCTTGTCGCGCCTGATCGACTCC

ATGGCCCCACTCCCAACGTGGCGGTAAATGTCCTGCTTCTCATCGCCGCCGGCATCGAACAGGTTCACGTACTTGCCGCCTGTCGAGTCGCGCAGCATGGCGCTGAAGTGTTGGAGGCCCGAGCACGTCGCGTCCATGTGGATCGGGATGC

CCGTCTCGTACAGCTCAGGGTTCCGACAGCGCAATGCCTCCCGCAGCTCGTATGCGGCCGCATAGGCGCACCATGGGCTGTCTTTACCCCACACCCCAGGACAGTCCTCCGGGGCGTCCAGAGACGCCTCCAGGCGCTTCCAAATCGATTCT

ACGTAGGCGACCTTCAAATGCGGCCGGGCCTTGTCGTAGCCGAGCGAGTTCGCAATGTGAACACGGAGCCAGAACAGCCCGTCGCGGCCCAGCGGCCGGCGCTCGTGGAAGTGCAGCGCAGCCTTCGCCACGTCGCTGCCCTGGGGATT

CGGCGTGCCATTGTAATACCAGCGGCCTCGGGTATCCATCATCACCGGGAACCAGATCGGCTGGCCTTGCCGCTTGGCGAGCTTCAGGAAGCCCGCGATCTCCAGTACGTGGCCCTTCCACTCCTTCAGGCCGGTGTAATACGCGGTTGCTT

CCCGCTTCCACCGCGTAAATGCCTCCAGCTCGGCCTCAGATGCGTCGGCCTTCACCCAGGTATCCGGGAATGGAAACAGCGGCTTGGCGGGCTTCTCACGGCGCGGCAGGCCCATCGTGGCACCGCCCGCATCCCAGGCCCGCCGCACGG

CTCGCAGGGTCGGCTCGTGCACTTGGAACGCCTGCCCCTGGAGAAAGTTCGCGCACTCGAACACGAGCGGCATCTTCTCTGCCGTGAACTGTGCGCGGATGCGCTTCCGCTGAGCGGTCGCACCTTCCGCAGTTGCATTAGCGGGAACTG

GGCCTGTCGCCGTGCGCTGAGGTATCCACCGTCGTTCAGGTTCGACCAGGGCAACGGCTCGCAAATCATCGCACCGGCGCCCCGGTCCACCACGCTATGCACGTCTTGCTGATCGTATGCAGTGAGGTACTGCGCTACGTCATCATCGAGC

TTGTACGTGGGCACACCAGTCTTGCTCGGGAGCAGGTCGATAAGGCCCGCTTGGTAGCAAGCATCGACTCCGAACTTGCCGACTTGCGCGGCCTCGGAGTCGCTAAGCTCGCTGTCAAGCTCGCCCTTCATAACACGATCGTAGGCCACAG

AGTACAAGCGACGCAGATGCCCGTAGTTCTTCGTAGCGTTCTGCTTCACCTGTGCGTGAATCTTCTCCATGTACATGGGGTTCACTTCTTCTGCTTCCATGATTCGCACTTCCAGTTCAAACAGCCGGCCGATGTGCATCGTCAGCTTCTGAGC

CGTAGCACTGGACTTGCGCATAGCACCCATCTCGCACAACGCGATGCACTCACGAATGGAGATAAGCGCGGCCTTCTCAGCGCCAAGCCGGCGCAGCCACGTCTTGAACTTCCCGCCGGTTCCTCGCGTCTTCGTATCGATCGCCTCTTGCA

GTACGCGCACCACCTCCTGGTGCATCGAAGCCGCTAGCTTCTGTGCCCTCGGTGCGTCTGCATCCCCGTTGCGCGCAGCTTCCATAAGCTCGCGCAAGCGCTCTGCTGCTGCTTCGGCATCGCAAGCAATTTCGTAGGCAAGCTGGGCGTCA

CGGGACATTAATCCTCCTTAGGCGATGTCGATACCGTACGAGCGCACCACGTCGGCGCGCAGTCGGTTGGATTCGGTTGCGTCGTACTCGGCCAGTTCACGGACGATGGTACGGGCCACTCCGTGGTTTCCCGTCTCCATCGCGGCCATCA

CTTGGCGGCGCAGTTGCACCAGCACTTCCTGTTTTTCTGCGTAGGTCATCAGGGCAGCCTCGACGTAACACGACGGTGGATGCGGGCCGATTCACGCTTGCCGTCACTAGCCAAAGCGAACAGCAGGAACAGCAAGTAGAACGCGACGGC

AATGACGCCTGCTGTGTACCGGGCTGCAAGCAGTGCGCCCTTGAGGATTCGTTTCATGTGTTCTCCTTAGTTGACGAGCAGGCCGGCGCGCTCTTGCCGGGTGCTGGATTGGAAGCGGGCGCGGGACCATCCGCCACAGTCGCCGCATTG

GTAGCGACGATACTGGCCGCCCTGGCGGGTATGGCGCATGCCCTTGCTCTTGAGGTTCATCGAACCGCAGCGCGGGCACTTGTGGATCGGCAGGTTGTCCTCGTCGTACTCCGTGGCTTCCAAGGCCGCGACGTTCGGGTGTCCGTCCATC

CACACACGCAACTTCAGGTACAGCTCTTCCAGCGAGACGACATCCTGGCAGTTGTACTTCTTCATTTCCTTCCAGGCTTCCGGGTTGCCCTTCATGCACTGCGACCACAGCTCGAAGCCTGGGAACTTCGAATGCGTCAGCTTCTTCTCGGTG

CAAAGGTTGTCCGTCAGGAACTGAAGGCGGTTGCTGGTGAAGGCGAACTTCTGCTTCGCCACGTCGAGCGTATCGACAACCTCGTAGGGCGACGGCGGCGGCAGACCATTCAGGATGAAGCGTGCGTTCAGCTTCTTGATGTCGAAGCG

CCGGCCGTTGTGTGCGACCACGATGTCTGCTTCATCCAGCAGCGCATGCACAGCGCGCAGTAGTTCTAGGTCGTCCTCGATGTCGTCGGCTTTCGACTGGTCCTTGTAGAAGACCCGGCTCTGGTGCAGCCACTTCGCGGATACCGACAGG

ATGTACCAGTCCATCTGAATCTGGTTCAGCCCGACGTTCTCCTTGAACGTGCGCCACACGTACGCAGCGATTGGCGCTGTCTCGATGTCCAGCGTCAGGATCTTTGCGCGCTTGTGTGCGATGATCTTGGTCATGTCGCTCCTTAAATGTGGT

TGTACTCGGGGAACTTGTTCGCGATGTACTCGCGACGAGCGCCGTTGGCCCCGACACGAGCGAAGACGTTCGTGCCGCCGGGCTGAGGGAATGCGCCCGAGACTCGTGCCCGGAGAACGTTGGCATTAGCATCGTGCTCCAGCCACGCCT

GATTCAGCGTGCAATCGTGCTCCCGCACGATCGTAAGCGGATCGCCATGATGGAACTGGGTCTTGGCTTCAGTGTACAGAAGCACCTGCACCGTGTAGCGCGGCACACTGTGGTACTGAAACTCGTACACCTTCTCCAGCCCGCGATCCTCT

GCGTCACCTTCCGAGGTTTCCGACTGACGAGCAGCATTCACTTGGCCGAGTTCGCCCAGGTCTTTAACCACCGCCCACACGGCAACTTCGCGCAGCTTGCGCTTGAGCGCAACCGGTTCGACGTAGCTCGTAACTACCATGTCCCAATCCTT

GGGAGTACGGCCAAGGTAGACATCGCGGGCTGCCCCGCCACAGATCAGCACCTCTACGCCCTCGTCTTTCAGAAGTGCGATAAGGTCTGTCATGTCTCTAAGTGCTTGCGTCATCATCCCTCCCGTTGGTCACGCAATGCCTTGCGTGCTTT

GATCTCAGCGCGACGTTCCTTCGCAGCGAGATTGCGTTTGTCCATCGCCTTACGGCGCGCTGTTGCTGCGTCAACGTGCGTCGGGTAAATCAGGCCGCATCCTGGCCGCTCGTAGTACGCTACAAGCTGTTTCAGATACTCGACCAGCGCAG

CCGGGTCGAAGGTCTTAGCACCCCATGAGCCGACCACGTTCTTGATCTTGCCTTCTGCGGCGTTGCACGAGCGATGCAACACGCCGCGAATCTCTCCCGTCACGTGGTTGTGGTCTACCACGCCCTCCTTAGGCAGTGATAAATCCACCGGG

CGTCCGCAGATTGCGCACAGTCCGCCCTGCACGATTTGAAGCTGCCTTACTTTCCAGGCTGGCATCATAGCGCGTGAGAGCTTGCGCATTCTCGGCGCGCTTTCGTTGTCGTTCATGTTCCCTCCAGATTGCATCACGGGTTTCCAGCCTCGT

CGTTATCGAATTCGCCCGCAGCCAAGCGTTGACTTGCTGCTGGGTCGAACCAGTCGCGGGTAACGCAGTCATCGAGGAACGCGCGGTTTGCGACAGAAAAGGGTAGCTCATTGAAGTACCTCCACACGTTGTCACCGGGCCAGCGCAGCA

GCCACAGCAGCCACGCCTCGGGCAGCGGATTCTGGTCGATAGCGCGGTACGCGTCGATCACCGTGTTGCACACCGCCTCGATGTCACGCAGCGGGTGCAGCAGTTCATACGCGCCCATGAGTCCGACTGACTTGCCATCGAGCTTGAGCA

AGCCCTTGACGTTATCGGCGGTATCACCCATCACCATCTGCGCCCAAAAGAACTTGAGCGAGCGGCCGAGCAGCTTCTTGTTACCGCCTTCTGTCTCCGCGATCCACAGCTCACCGAACGGATCAGAGGGCAGCACCACACCTTTCCCTATC

TCGTAGTACGGGAACGGCGTCATCCTCAAGTCTTTGTCGTCTGAGCGAATGACGCCTTGCTCGCCGAGCTGATACGCCCGGATCATCATCGCGTCATCCGCCTCGATGATGCTCTCCATTGCGACTGTGAATTCCTGAAGCTCGCCACGATC

AGCGATAGCTTCTCGCAGCGCTTGCAAGAGTGGCGGCTTTGCTCCGCTCTTGCGTTGCCCCTGGTACGGCTTCTGAGCCTTGATGCCGAAACGCCCTGTCTTGTAGCAGCGCTCGTGTGTGAGGTACACCTCACCAGTCGAGCACTCCGCCA

GGAAGATTTGCTTCAGCACCTCTGACTGAAAACGAGAAAGGCCGGTATGCACTGTCTTGACGGTAGCCGCTGCAACGTATGCAGGCCCATCCCCGTCGATCAGTAGCACCCGGCCCGAGTCGCTAACTGCGAAGTCGTCACCAAGGGCGT



 

 

CAACATCGACGCCGTTTATTATCATGACAAGAACTCATGCTCCCCGGCGTCTGTAGAATACTTGTCGCTGTCAAGGCTCACGAGGAACCGATGCAGCATTGCGATTGACTGAATCGCCTCTGCGCGAACTTCGGCGTAAGTAACTACTTTGC

CTTCTTCAGTGAGCTGAACAACGGCTTTCGCAAGCTCGCCTACTTCCTCCTGAACGATGTTCAGTGCGTGATGAATGTTGTTCGGCCAACGCGGAAACTTGTTCGTCGCGCGGCGCAGCTCTGAATCTACCCCGCCGACGCCAAAGTGGTTG

CTGGCAGCAACGTCGGTTACGTATCTGCGTGTGTGCATGTCCTATCCTCAAAATGGAATGTCGTCATCCAGGCACGAGCCGCACAAATGAAGCGGCCGTCCTAGCGCGTCCCAGGCGTCTGTTAGACGGTAGGCGGTACTGCCACAGTAG

GAGCAACCTGCGGCACCGCCGGGACGTTTCCCACCACGGCTACCTGCGGAACGATCGGCGCAACCACGGCCGCTTGCGGCACGCTAGAAGGGGATGCAGTCGTCACAGTAGAGGCCTGGATACTCGGCGTAGGCGACGGGGCCGCAGT

CGGGACTACCGCAGCCACGGCAGGTACGCCAGCCACGTTTGGGACTACGGCTTGCGTAGCGGCCGCAGGTGCCGCTGCCACGGCGACCGTGGGGGTAGCTGCCACCTGGGGCATCGCAGCGGCACTGACGGCCGGTACGGCGGCTTGC

GTCTCCTGCGCACCCGCCTTCTGCGGGGTGCCGACCGGAATCGGGCGGTTGTTGGCGATCAGCAGAGCCTCCAGCGGCGAGCCCTTGAAGTCGGTCGCACCGGCGATCTTCTCCTGTTTCCAGTTCTTGGACTTGCCATCGTCGCGGGTGC

CCTCGATGTACATGGCGTCCCACGCTTCCAGCGTCGGCACAGCCCACGAGAACAGGAACAGCGACGGCGCGGGCGGGATGTTGTAAGGCGCACCGGTTGCCATGTCGATCCCGGCCTCGACCTTCTCGATGTACGCGCGCTTCTCGCCCG

GCTTGCCCTTAACGTCGCGATGCTTAATCACGAGGATGTACACCATTCCGCCCAGGAGCTGCGCGAAGTTCTTAGCCTGCCCGAAGTAATTCATGTCCTTGAACAGCTTGAACGCGCGGGCCTTCTCGTTGCGGCTGCGCGCCAGATCGTAC

GTCTCGATCTCGCCGGGGGTGCCATCGTCGTTGACATAGCCGGGGGAGAACATAGAGAACCCGAGCTGGAACATGAGCGCCGGGTCTTTCGGCTTGCCCTGGTACAGTTCGATGTGCTTGCCCTTCTCGACGTATGAGGTGAGGCGGGCA

AGCGTGCGGCCTTCGGGCCACAGCTTGTCGTAGTTGCCACCGCCCGCTTGGGCCTCGTTCATGTCATCATCGCACTCTGCGAGTTGTGCGGCCAATGCTGCTACTTGTTCCGGGGTCATCGTCATGCGTTTCTCCTTACGTGGATTTGCTGTC

GAAAATTGCGAGTGGGCCTTAGCCCTTCTTGAGCAGGGTTTGCAGATACATCAGTGCGCGAGCTGCGGCGTGAACGGCGTGAAGTTTTCCCGACTCATCATCGGTTCCCTTGCCGTCTTTTTGCGTCGCCATTACGTGGCGCAGTAAGGCAT

CACGATGCTGGTCGGGCGTCATCGTCTCAAAGCCCTTAAATGCGTACCCTTTGTGAATCTGTCCGAAGTCGAGCAGATGAGCAACCTCAGCCAGCGCGAGGTCAAACTGAAGGAGCTGAGACATCGGGGGCTTCTGCCTCAGCAACTCACC

ACCGAGTGCCTTCCCTAGGGCCGGGTCTGTATACGGTTCGAAAACGTCAGCGAAGCGCCAGATTCGCGGGCTTGACTGTAGCCGGATTCGTTGTCTTGTGATCGAGCTGTCTACTTCCGAGACTATGTAGCGCGCCTTGCAGGGACCGCCG

TTCTTGAAGCCTACACCATCGTTGCTTTTGAAGCATACAGCATCGCCTACTTTGAAAACCGTCATGCTGCCTCCTTATCGAGAACGCCCGGCTCCCAGTGCTTCTTCGTGCCCATGTTCGGGCCGAACTCAGCAGCAGCAGGGAAAGGTACGT

TGAGGTTGTAGCCGTACTTCTGGCTGAAGTATTGCGGCAAGGATTCCATGATGCCCTTGACGCCAGCGCATACCGTGTCAAGCACGCTGCGATGGCAATCGAGATAGATAGCGTCATGGACCGTGTTGATTACGAACACGCGTCCGCCGA

AGAAGTCGTTAGCGATCAGCCAGCGAATCACCAATCCTGTGATGCCCTGGACGAAGAAACCCGACTCGCCTTGAATCGGATAGTTACGCATCTGCGTGGGCTTGAACTGCATCACCGTCACGCGCTGTCGCTTGCCGCCAACAAACGTCGT

GATGTTCTTCGGGTACTGGCGGAACTCGTAGCACGTGCCGCCCTTCGTCTGGTACACGCCGCGACCGTAGACCGTCCAGTTACCCTCGTCGTCCTGCTCGCGGTGCATGGTCTTGCTGTTCTCGACAGCAGGGAACACCTCGCGCTCGTAGT

ACGCCTCGACTTCCGGGAACAGCTCCTTCTCGTTGGCGATGAACTGCTCCGCCTCTTCGATCGGCATACCCGTACTGAACGCAATACCCATCGCCGTGGCACCGTACTGATACGCGAAGCTCGGCGGTTTGATGTCGGTACGCATCTGCTTG

TACTTAGTGTGCTCGGGGTGTGACTCGTCCTTGCACTTGGCCTTGACCGACTCGTAGCTCTCGCCCAGCTTCTTCGCGAGGCGCATGCAGTGCATGTCGATGTTGTTGACCAGCGCATTGATTAGGTTCTTGTCCTGTGAGAACGCCGCCAAC

GTCACAACTTCTAGCGCGCTGTAGTCGATCTCGACAATGAATCCGTTACGGATGCCGGCCTTGATGTTAGCCAAGCACTCAGCGTAGAACGACTCGTCAATCAGCCCCTTGCCCACTGCCCACAGCAGCCAGCCCTCGCTGTCGTACCGCGA

CTCGAACATTTCCTTGACGCGGGATTGGTAGTCTCCCTCGTTCTCGCCTTCGTCGCCGCGCGGAAGGTTCTGGAAGTTAGGGCGGTTCGAACTGAGCCGAGTAGTCGCCGTGGCCGTCATGTTCAGCATGTGATGCACGATCGACAGCGGG

GTCATGTACTGAAGCATGCCGCTCGTCTTACGCACATTACCATCGTCGTCATACTCGTGGCGAAGGTAGTACGTGCCGATGTCCTTGTCGGCCTTGTTGAAGTTGTTCAGGTCTTTAAGAACCTGCTGCACCTCGGGCGAGAACTCCTTGCGC

TTCACAAGGAATTCGAGCGCGTCTTTCGATGATGCGATCACCGGTGACTCGTCTGCCAGCTTGCGTTTGCCTGTGAACTCGCGCAGGAACTCATCGCGAATCGTCTCGGGCAGCAGCTTGAGGTCGCAGAGCGGCGGGGCGTTGTAATGC

GTGTCTGCCCACACCTGCGCCTGCTCTGCCGTATCGACTCGCGCCACCTTGACAAGACCCTTGTTTTTGCCGGACTTGTACCGCACGAAGTCCGCGCCGAACAGCTTGCATGCGTCGGCTGGCGTGCCTCGCCACACATTGGTTGGGGTCTG

CAATGCTAAGTGTCCGTTCTCGTCCAGAGCGCATACGTGCTCGCACTTGATGCCGCCGATCTCCGTGAGAGTCACTGCATCGGTCTTCACCATAACTGGCTTGCCATCGCTGTCGAAGCGCGGCACTCGATGCCGGTACTTGATCGGACCGC

CGTAGAGCCACGCGCTCATGTGGAAGTCGCTCGTCTCTTTGAACTCGACTTCCGCCGGGTAGTCAGTCCGCCACTTGGCGAACGACGTGCGCAGGTTCGCGATAAGTTCCTCGCCCTCCTGAAGATGCCGCTGCGCTGTGTCCCGATTGATG

AGTAGTCCTGCATCCATCGCGTAGCAGTTGAACAGCATGGCTTCCATCCGCTCCAGCGCCATGTCCCACATGCCGCGCTCGGTGAGCTGCTGGTACTGCCCGTAGAAAATCTTGCGGGTGTTTGCGATGTCGCCCCGCTCGGGCGAGATCA

GGTACTCCAGCAGAAGATCAGGGTCGATCTGCGAAGTCAGCACACCCTTCTCCCACAGCGCCTTGATGCCGTCCACCTTGTGTTCGCCGCCGTACAGCGGCGCAATCTCGTCCAGCGGCGGGTACGTGTCTCGCTGGTTGGAGAGCAGGTA

GTGTGCGATAGCTGTACAGAACACCCGCCCGCCGCGCTTGAGGAACTTTTGAAGTTCCGCACGCTGCTGCGCAAGCATCCAGTCCAGTTCGAATGGCGCATTGTGGCAGACGAGCAACCACACATCATCAGGGATGGTGACCCATGGACG

CGAGTGGGCTTGCTCTTTCGAGTCGTTGCGCAGGTACTCGATCGCCCCGCTGTAAGGCGTCTCTTCGGTAGCCCAGCCGTTTAGCACGACGTAGTTGTCGGGGTGGCGCGGTGAGGCGGTAGCGCCACAATACGCGTGGTTCTCCGTCTCA

AGGTCCATGAACATTATTCGAGGCATCCTGACTCCCTTAGTCTGCCTAACGGATTGTTGAGCACGTATGTTGTGCCGTCGTCGCACTCGACATGCAGGCCGCAACGCAACGCAAGGTCGCGATGGGCCGGCACGATCTCGGCAGTGCGGAT

GAAGTTGCCATTGTTGAGCGTGCCTAGCAAGGTGTTTTCAAGCGCCATCCAGCCCGACAACACCTCTACCTTGCGCTGGCCTCCGCCGATAGGTTCCCAGCTCAATCGGCCACCTTGATCCAGATGAACGAGTTGTCCAGGTTCAGCCGCTC

ATCCAAAGTACGTCCTCCGTGGCACCGGCGTTTGCCCTTAGCTTGTCGATGGTCGTTTAGCTCGCCGCAGTATGACCCCGAGTAGTATTCGAAAGCGCAGCCATGGCATCGGCCGCTGGCATCCTTCTGCTTCTTGTACTTATGACCGTCGTA

TCTCATGCCTTATCCTCCCGGAAACGTTTGAAGCGGGGATGCCGATAGCCACCTTGACGATCGCGCATCATGTAGATGAACTCGACCCAGCGGCCGATGAACGCGGCTGGGTTAGCCAGCATTTCCCGGCCAAGCGCATGCTCGATACCGG

CGACGTTGGCTGTGCTCCCGTCTTCCAGGAGTACAGAGACGCTACCAGCTCGATCCAGCGCGACCCCTTCGAGGCTGTACCCTTGATTGATCCCAGTGATGACGCCATCTGCATCTTCCTCCGGTTTGTACTTCAGCCAGCCGTATGAGCGCT

TGCCGGGCTCGTACACGTGGTCCCGCGTCTTAACCATCAAACCCTCGAATCCTCGTGCAAGCGCGTCTTCGAACGCGTTCTCTACATCCTGCTCGCTGTCCACAAGGGACCATTCGGGAAGGCGCAGCGGTACGCCTAGGCCCTCGGCAACT

TGCGCAACTTTTGCACGTAGTACGCAGCGCCCAACCGTGCCCCCGTATGGCAGGGGTGCGGAGTCAGGCAGGTCGAACAGGATGAACTCGACCTTAGCGTCGCGCAGGTCTTGGGGTACGCCCTTTGACGAGCGTACCCATCGATACGTG

TCGTTGAAATTGCCGTTCACGATTACACCGCAATCTAGGCGAGTCGCATTGATGCGACCCATAAGCTCGTTAAACGGCTTATCAAAGTGGCGCAGGTTGTGCAGCACTTTGTCCGCGTAACTGCGGAAGATGACGCGTGCTCCCTGCTCATA

GTCGGCGTACACCGCGCGCTGTTCATCGGCCGGGGTACGTCGAATGTCGCAGCGAATCTCGTCAACCTTGATCTCCGCAACGGCGGGCCACTTGATCTTGTGCTTGCCCTTGGCCCACGTGTGGCCCTTCATCAGCGCTTGAGCCATGGTGC

CTCCGCCTTAATCCCACGAAGCGGGGCGCGCAACTCAATACCTACACCGATCCATTCCGCGTGCATCTCGATACCGAGTTGACCCAGAATCTTGCGCGTTCTGCATAACAGTTCCCGCTGTTGCCACGCCGCCACTGCATCTGGATCACCGAA

ACTGCAGGTTTCACCAGGATTCAACAGTGCTGTGCCGATGGCGGACAGGATGATCGCAGTGGTGCGACCGGACCCACGCACCGTTTCCAGGTGCTGGTTTCCCATAAAGAGTAGTTGCGTTGTCTTCATCAGTCCTCCGAACGGTTTAGGC

GGTAGTGGATCACGTCTTTGCCGGTAGTCTCGCACCGTGCCGCGAAACCCTCGGCCACGACGCCGCGCTTGACGAGCTTGGACAGCGCGCCACACAGCGTGGCGATCTCGATGCCGGTTGCCGTGCTGATCTCGCGCCGGGTCATGTACA



 

 

CCTTGCTACCAGCCAGTGCCGATACGATTGCTTGCGGCACTGTTAGGTACTTAGTTTGCGAGTAGGCTTTGCCCTTCGTCTCCTTGCTGAGTAAGCTCATGCCTTAACCTCCTTCAGCCAAATGTGCGAGCCGCCGTGCATTTCGTTCAGCGTC

TTGCAGATGGGTTTGCTTTGCACCTCGCCATCGAGAAACGGCCGGGGGCATCCAGCGTCGCCGCCGTCTACCCACACGTCTAGAAACGTGCAGCCGAGGCAGGCTAACTTCTCGTCCTGCTGCTGAATCCAGTAGTCCATCACGCCTCCGG

GACGGTCCATGTGTTGAGTTGCGGGTCGAACACAGTCTGAAACTGGTTCTCGCTCTTGCGACCAGCACGAGCCAGTTTGTTCTTGGGCGTACTGATGCCGCGCACATTCGGCGCGCTCGATAACGCCCCGCCCATGAGCACGAGATCAAGT

GTGGTCTGGATGCCGACCTTGCTGTTCTGCATCGCAGAGATTGGAGGGAACAGCATTTCGAATCCCTCGCTCGACACTTGTACCGTGCCGCAGTGTAGCATGTCGTGAATGGCGGCAAGCTCACGCATGCCGTTCCATACTTCCTCCAGTTG

GCCGATGTCGTTCGCCCCGCCGCCGCGATTGCTCACGGCGCGGATGCGCCCGGTCATGTCCGTGACGCAGATTGCAGGGTTGTGATGCTGGATGATCTGCTCCACCTGCGATACGTTCTTGCCATGGATGTTCTTAAGGCGGATTGCGCCG

CGCCCACCGATCGCGTCGGCGTAAGCCTGCTCCAGCAATCCCTCATTGCTCATGCGGTACATCGCCTCGCGGTCGATGTTCAGCACCGTCTGGTACATGCGAGGCGTGATGCGCTCGGCCTGCCCCTCGTTAATCAGGATCAGGATCGGGC

GCTGCGTCGCCTCGTACTCAGCGCGTCGCTGCTTCGCGATGTTGCCGAAGATGCGACAGATCAACGAGGTCTTGCCCTTGTCGGTCGGCATCGCAATGGCGATGTTGTTTCCAGGGCGCAGCCCCTTGATTGCACTGGTGAGCGCCGGCCC

GAAAGCGTCGATGACCCAGCCGCCCTCGTCCGCATCGTCTGCGAGGTATTGGGAGATCGGACCATCGGCCCACGAGGAAACGCCGCCCTGCTGAATCTCGCGGCTCGTCTCCAGCGCGAGAGCCCGTAACTCGTATGCGAGATCGACTTC

CTCGCCTGAGTTGTATCGAGCCAGTAGTGCGCCAGCACGGCCGGACAGGTCGCGCTCACGCAGCGTGTTCTGCACACCGACGATAGCATCTAGCGGCGGTTCTTGGTGGAGCTGATCGGCGAAGTGTTGCGCGATGGCGATAGCCTCGGC

CCCGCCGCTCGGATCGGCACGTAGCGCGATCAGCGCCTTGAGTTGGTCAACCTCGACGCGCTCGGCCTCTGCATACGTGTTGAAGTAGAGCTGGAACCACGCGAGCATGGCTGTAGTATCGCCGGAAAGCATGTCGTCGGGGACCGCCG

GCCGCAGTTGAGCATACCGCCGTCGATCCCGCAACGCGTGAAGGATCAGGGCATCACTCATACTGAATCTCGACAGTGGAGGTCTTGGTGAGGCGCCTTACAAAGTCATCCGGCCACCTCAGCTCGTACTCACCATCCGGGAGGTGCGGA

AGTTCCAGGAGTGCTTCAGCTCCAGCCCGTGACTTGACAAGGAACACGATACTTGATTCAACGTGCTTCAGTTCCAGCGAATCGAAGGTAGGCATAATTATCTCCAGTTAAATTGCGAGTAGGCGCTGCACGTGTTCACGTAGCGCGGCTT

GCGTCATGTCCTTCGGGTCCAGCCCTTCAGGTGCGCACGCTATCGCGCCGCTTGACTTGATTCCTAGAGCCCTTAGCCGACGCGCGTTTGCTTCCGCGCCTTTCCGCCCAGGCGCATCGCCGTCGTAGAACGACTCCACTTGCTGGGCTTTGC

ACTTCAGCAGCGCTAAACAAACGCTTGAGTGTGCGCTCGTCCCAAGTGTACAAATCACACTCGACGTAGGCAATGCGTGCTGTATCTTCAGCAAAGAAAACGCGTCTTCCACTAGTAGCCATTTCGAGGATTCGCTGCTCAAGTTCGCGGAA

GTCACGAAATGCTGCCGATCGTATGTTATCCACTTCATTGGGCTTGACCCTGAAGTGTCGCGGCCCATCAAGCCCTGGGGAAACGCTAATAACAGGCGTCCACGCTCCCGACTCCATGAACTGCCGTGCGGCATCATACATAGGTCCAGCCC

CTTTGCCGCCACGAATGAGGCCAACTGCGCCTGCACGTAGCTCGGCAAACTTCCAAGTTCCTTTCGGTCCGTCGGGTGCGTCAACGACGATGATGCGGCCGGAAGGGCTGAGGTTACAAGCACGTGATCCTTCATCACTACGGCACCACTC

TTGCAGCTTTGGCAGTAGCTCCACCATCTATCTCCCGCGTTACCCACCACTAAATTCTCGCGCGCCTCGCGCAAGTGCCGATGCCGACGTTGCTGTCCTATCGGCACGCGCTTGGCAAGGTGCAACCATTCGTCGTCAGGCAGACGTGCCAT

GTTGCCTCCAGTAAAGGGCTATGCCTTGGTGGCAGTGTGCGACCTCCGCGACTCGCTCGCGGCGCTCTCTACTGTTCGCAGGCAAAGGTACTCAGGCGGGCTCCGTCTCCGGAGTTGCACGCAACGTTCGGAGCACGTCCCTTTACTATGC

CAGCTACTTAGCGCTACGCGGGACTTATCGTCATAATTCCCCATTCGCTATCTGAGCTACACCAAGGCACAGCCCTTTAGGCTGTGCTACTACTTACAGCTCCAGGCGGTTGTTGATGTCCTGCACGAGGGCTGTAAGCTCTGCAACCGCTTC

CGTCGCGTGCTGCAAACGCGTCCTCAGGTTCGTGCTTGCTGGACGCGTCTGTTCCGTTTGGCTTCCTACCGACTTCATCGGCGATGTGACCACTGCGAGCGCGTTGCTCAGGGCAACGAGTTCCTTCTTCAGCCGGGCCATCTCATTGCTCAT

TGCGCCTAACTGAGCGACGATACCCAGCGTAGGCTCGGCTGGGGACATCGCCCGGTAGAAGTCCGACTTCGCCATGTAATAGTCCTCTAGCGTGTAGTTCGACATAATCACCTCATGATGGTAGTGATGGCCCGCTGCATCAAGCACACGC

AGCGACCCAGGTAGTAGACGCCGCCGGGCACCGGCCCACGGCGAATGCTAAGGCTTCGAACCAGGCTATGGCTTTAGACCTGTTGGATGTCCACGATCTGGCTGTCCTGGATCACGACGGTTTCGGCATCGAAACCCTGGCCGAAGTAAA

TCTTCAGCCGGCGGTCGCCGTTCTCCAGGGTCTGCACGCCGATCACGGTCGCAGCGACTTCGCGGGCAGTCTCGGCACGGCCCACGCGGGCCACGATCACACTGCCTTCCGTAACCTTATCGAGCAGGTCGGCTGAACGGAACTGCGTCTC

CAGCTTCGCGATCTCGGCGGCGAGCTTTTCTTGCTGCGCCTTCTTCGCGGCGATCTTAGCGGCCAACTTCTGGCTCGGCGTCAGTTCGACTGCGGGCTCACCAGTAGCGACGGCACCAGCCGTCACGTTGGCTGCATCGGCCGCAGAGCCA

GCAGCGTTTCCCAGGACTTGCGCCGTCAGGTCGGGCTCGGGCAGGGCCGGGATGTTCGTGCCTTCGATTACCCCTGCGGCTTGCGTAGCGGCCGGCTGTTCGGTCGGCGCAGCGACTGCGGGGGTAGGCACTACCTGGGCGCCCACTGT

GCAAGGGGTACGCCGAACAGCGTCAGCGTAAGCGTGCCGGTAGCGGGAATGGCCTTGAGCGCCTCCCCTACCAATTGTTCTTTGATGCTCATTTCCTAGCCCTCCGACGAGCGGCCAACGAGCGAGCACCGCCACCACGCTTCTCGCGTGC

GGCATCCTCGTACCCCATTGGATTGTTCATAAACTCTCGCGCCTCTGCTGCTGCGCGCTTCTCTGCTGCCTTTTCTTCATCCTCGACCAAGCGAGTCTTGTGGAAGCGTATAGCACCCGCCACGGCTTCCAAGCGGTCATCATGGGCCAATGA

ACCACGATCAGTAGTGATGTTGCTCATCTGCGACCACATGCTGTACTGACTGCGCTTCTCAAGGCTGTGCTGGGCGTTGTACTTCTCGTCATCAGCGAACACCTGTTGATGCACGATCACACGGTGACGCTGCATAGCACTCACGAGCGAGT

CGATGATGCGGCGCTCCTTCTGGCCTGTGCTGTACTCACCCTCAACGATCACCGTCTTGAAGAACGGCTCAGGCGCACCATTCCAATCCTTTGCGGCCTTTTCAAGCTCACCACGTAGGTTGATCTCAAACAGGCCGTGGCCCATGTTAGACT

CACAGCGCACGTACTTGATCTTGTACTCCAGCAGTGTGCTCAGGATCACGCGCACATTCTCGGTACGGAAGCCGCCCCTCAACCCGCCCATCGTGAGCAGGTGGATGTACGGGCCTAGCGCACCGGAACAGGCGAATGCAAGCTCATCCTC

CCCGCCGCCCGCTGGATCGCAGTACATCATCAGGTCGGTCAGCTCGCGGTATGCGGTTTGGGCGCTAGCTGCGTAGTACATGCGCGTCTGCGCCACCGGGAAGGTAGCGGCTAATGGCACAAGTAATGCGGGCTCGGCGCGGTACGGGA

TGACTTCAGGTACAGTCTCCCAGCCGAAGTTAGCGACAACGAGGTCACTCAGGCGAAGCTGTTGCCGCGCCTCGTCAGCGAGCGAGGTATCTAGCATGTACTGCAACTGGAAGCCCTCGGGTCCCTGGTCTAGCTCCTTCTCACACAGTGC

CGATTCGCCATAGCGTTCCGGGTCTGTAGGCTTGCCACGTGTGCCATCAAGACCGCCGCCGGACTGCAATGTAGGATCAGCACGCAGGCGGGCAAGGATGCTCGGAGCGAGGCGCGTACCATACTTCTCCAGCTCGCTAGCAGTTGGGTA

TCGTCCCGGCCAGATGCGCACTTCAAAGCCACGGCCCGGAAGCGTGTTGTAGATCGAATCCTTCGTCTGAGGCGTGCCCAGGTACAGAATGTGCCCATCCGCGCAGATCGACGTGAATTCCTTCGACAGCAGCAGAAGGTGCGCTCGCTG

CGCAGCGGTCAAGCCATTCTTCGTCGTCTCGATGTCATCCGGGATCAAGAGATCAGCCCGCTTGCCTTGGAGCTGGGCGGTGATGCCCACACAGGCTACGGACGGCGATTTGTCAACCGTTCCCCGCAATGCCCAATGGACGTCAAAGCCA

TCCGTGATAGAAGTGCGGTCACCTGCGCTGCGATCAGGTCGTAGGTACTCGAAAATTTCCCAGGTCGTGATAAGTCGCACGATCAGGGTTGCTACTTCGGATGCTTGAGTCTCACCACCAGACACGATAAGAACCCGCGTGGTTGGTTTCT

GCATCAAGCACCACACTGCGTATAGAGCAGCGAGGGTAGACTTTGCTTCCCCTCGTTGCGCCATCACCATGCGTAGACGGGGACCGGTGGCCATAAACTCGGCGATGTCTTCCTGAACGTCAGTAAGACTGAAACCAAGATACACCATCCC

GTCAGCGGCAAAGGTTGCAAAGTCCTTGTAGTGCTCCGCCATAATGATGGCAATCTTGAATCGCTCTGCGATGTCCATCGGTCCTCCTTGTTAAGTTGCCCCTGTGGTTAGCGTCTGCTCAACCACACGAGCTAGCGCGCTCTCTTTGCGCTG

TTGTCGTGCTTGCGTCTGCTCAGTGAACTTGCGCCGCAACTCTGCCGTGGTATCTTGGTCGGCAGGATCGCAGGTGATGTTGTTGTCCGACAGAAACCCACGGATCACCGACATAGTCGCGGCATCCGTAGGCATGTCGTCTTTCAAGTCGC

GATTAAGCGTCTTGGTCATCTGCTCTGCTAGTTTGCGATGCAGTTCGTTGAGCGACGCGGTTGATGCCGCGTTGCTCATTGTTCCTCCTTAATCCTCGAAGCCGAGGTAACCTCGGTAGATACTGGAAGCTGCGTCTCCGCTCGTCACAATCT

CGATAGTAACTTCGTCACCAGGATTCAGGACCAAGTTCACATCGACGTTCACAGAGAATGCGCTATCGCCTATGTAGACCTGTAGCCCTGTATAAGCGTTATTGTAGTAGAGGCGCAGTCGTGCCGACTGCCCAACCCCCGGTGCAACACTT



 

 

GCGCCGACGTACAAATGCATAAGGCGTTCTTGGCGCGATGCCACATACGGCAGACTCATAGTTGAGCCCCACAGGCCACCGCTAGTTAAGAAACCAGTCGTGCCTCCAGCTACAGGGCCACCTGAGCCGATAGGGTGTGTCCGCCGAGTC

GTAGTGTTAGTGCCTAGCGTCAGTCTCGGAAGATTCTGTGCCATAACATAATCCACCGATGAAGAGCCGTTGGCGATGGGCGGCTTGCCTGTTCCTGGAACCCGGAAGTCGTTGAGTC 

CAACAATGAAGCCAGAGCTGGCCCCCGCATCGATCACCAGCCCCTCAGCCTGTTCTACATTAAACACGCCCTGAGAGAAGTTACCGATACGGTTACCGATCAACATCCAGTTAGAAACGCCCGAGAGCACATGCACACCAGGGTAGACGTT

ACTGAAGCCAATGCGACGGCTATTGCGGGAGATCGAAGCGTTGTAAATACGCACGTTGTTACCGCCTCCGAGCTGCACGCCTCCACAGTCATTGTCTCGAATCTCACCGCCGTTCCAGCGGATGTCGTCCAGGTTCGGACCGATGAAGGCA

ACACCCACGCCACGCTCTGAGCCGGGAGGGCGTGCTGCGCCGCCCCCGGAACCCGCAGACCAGCAGTTGGTGCACTCAATGTCCAGCACAGGAGCCTGCGAGCCGTCGAACGTCCAGCCCTCATAGTATGAGGTATCCGCCAGCACTTGG

TTGAACTTCAGGAAGCGCACCCAGGAACCCGCCGGCGGTGCGCACACGATACCACGACCGCATTGTGTAACGTCCACTGTGTTCAGGAACTCGCCAGAGCCCTGCGAGAACAGGATACCAGTGCTGTTGTATGGGTCAGAACCTGTGTAA

CCGAATCCGCTGATCTTCAGGTACTCGATCATTGTGCCCGCAGTCTCCGTCCCTGCTCCGCTGTACTGGGAGAGGCGGATGCCGTTAGCGTGGCAGAACAGAAGTCGGCCGTGGCGAATCTTCACGTAGTAAGAGCCGTTGACCACGATGC

CCTCCGCAAACGACTGTATATCGAAATTCTTGATCTCGAAATTGTCGTTAGCGTTGGTGATCTCGACCGCCTGCCCCGAAGAGCCCTGCGCGCCAAACGCCACGTTGCTCCGGATTGTCATGCCCTCTATACCACCGCCCTGCTTGTACCCGA

GTTCCCACTTGAATAGACCTTTCGATAAGTCGTCCTGCACACACTCGGTAAGCTGTGCGCCTTGGCCTTGCAAGTACGTAACGTCGGTGAACGTGTGTACGTCGTTGAAGTGGTACGTGCCCGCCTCGTCAAAGTACAGCCGGGCCTTGGGC

TTAGCGGCAATCAGCTTGTTAAGCTGTTGGGAATTGTACGCCCCTGTGGCGCTGGGGCGGATACCCCAGCGGGATACGCTGATGCGGCCCTTGAACCAGTCTGCGAGCGTAATGCCGACCTCTCCTGCTATGCCTCCGAAGAAGCCGACAA

GCGCCGCTCCCAGTGAGGGGTTCGTGGTGCTTGCAAGGTCATCGCGCACCGTATCCACACTGTACTGCTTAAGCGTGGCTAGCGACACAGAATCCCCGTCATTGGTGGCAGTGCCCAGGTTCTTTAGTACGCTGCCATGCATGTCCAGGTC

GTGAAATACGTCGGTGATTCCTGCGCCCTCGGCGTACTCCTGCGCGAGATAAACCATCTGGCGGAAGTTCGTATCCACTGACTCGTTGGTAAAGCTCGCTCCGAGAGAGTACACATTGATAGCCCGGTCGATGCGCGAGGCGCGGTGTACT

CGTACTGTCACGCCGTCGGCCACGTTAGGTGAGAAGCTGATCCGCTTATCCGTTGTGCCTACCCAGCTCCATGTGCTGTCGAGCGTTTGCTCAACCTCGTCAAAGTAGACGGAAATGTCCGCCCGCTTCTCGTACGCAATGGAAATGTCCAG

GTAAGCCAGCGTGCCGTCGGAGACGGCGAGCTGGTTACTGTATGCCATTAACCCTCCTATTCTTTGTTGTGGCCGGAGCCTTGGAACGAAGCTGCAAACGCCTTAAGCCCCGGCAGAATAGCCAGGATCGGCACAGCGCTAAGTGCGCTG

CTAGCTGCGCCACTGAAGTTACCGCTAGCCGCTTGGCTACCAGTCTTGTACAGACGGTCGATAGCCATCAAGCCACTAGCGCCAAACTGTTGCTTATCACCCGACACAATGCCCCACAGTTCTGAGAGCAAGCCCATAGAGCCCATCTGCCC

AACTGCGAGCCCAGCCAGTTTGCCTACATCCGATTCAGGTTTACCGCGTAGTACGCTATTCGCATAGCTTGCAGCAACAGTAAGCGGGAACTGGTACAGCATCAGCAAACCAAGCCCAGCAAATCCGTTACGGTGCAGCGTACCGGCTAGC

ACTTTGTTGTGCGCGCCGAGCACGAATGAGCGGAACGTGAAGATGAACTTGCCGACAGACGAGAACTGCGCAAAGGCGGGAATCTCACCGGTGCGATTACGCAGCACAGACTCGTCCATCATCTTGGCTAGCGGACTGCGAAGCTGTTCC

CACGTACCATCCGCCCAGCGCTCGGTATTCGCCCCATGCGCTAGCAGGTCTGCCCGTACGTTGTCCAGTGTGCGGCCCTCTAAGCCGTAGCGGCTCAGGACTTCCGTGTAACGCCCAGGCTTAGTTTCCCTGGCAGCTTGCAACAGAGTATC

GACAACCAAGTTAGCTGTTACGTTTGCTTGGTTGTGGTGGATGAATCGCATTGCGTTCAGATACGGAACGAGCTGCTTACTTTGTTGCATAGCTAGCATTACGTGATCGCTAACCGGCAGTTCAAAGTTGTCCTCCATCTTTTGGACGTAAG

GACGAATGCGAATGTCTTGGTACGAGTTGCGCGCCAAGATACTTTGCAGGCTCTCCGCATTTGCGTGCGACGTGTCACCTAGGAGCTGGCGGAACACCGGCATCGTCTTCAGTATTTCCCGAGGATGTCTCAGCGGCTCCTAGGGCTTCCT

ATGGCTTCTGAGGGATTCACATGCCTTTCCAGCGCAAAGGGACAGGAGTGTCTAGGGGAAACCCTAGGATTCATAGGATACCGTGTGGTTTCATAGGGTACTGTAGCGGCTCGCTCCCGCTCGCCCGCTATCTGTCTCTTTTCGTACAGGTA

TCTATGAGGGTATTGCTAGGGATACTCTAGTGATCTCTACATGTATCACTAGGTACTGTGTAGGTATCTCTAGGATCTACTGTAGTGTCTCTGGTGTATCTCTGGTGTATCTCTGGTGTACTGCTAGGTATCATGTCTTGTATCCGTGCATCGC

CTCGTTCCTCGGCTCGCCGGCTACGCTTTGTTTGCGCTTTCCATCGTGTGGCACTCTAAACGCTATGGTGTTAGACTATAGCTCTCATGGTACTAAGGAGATAGCATTGACTAGGGTAAGGGGTAAGGCATCTAACGACTACAGGAATGACT

TAGTGCTGTTCAAAGCTACTCAGTACGCTAAGCTTAAGGAGTTACTAGCTAGTGGTGTAGATGCTAGTACAGCTAGTGTCCAAGCTACTGAGTACGCTAAGGCTAGGGTAAGTGATAGGGCTAAGGCTAGACGAGAACGTGCTGCTAGGA

AGAAAGTGCTTGACAAGGCTTAGGAACTAGCGCATAGTTCGATCCAAGCACTAAGCAACAAGGTGCGAGACGCTAGGTAACAAGGCGAAGAAGGCCAGCGCTCTAACGAGCAAGGCTAAGTAGCTGACAGGGCGTTACCGTTAGCTGAT

AGGATTACCCTGCAACTCAGCTAGTGTCTAGTAGTTGACAGCAGTAACGCAGTATGCTGTAATGCAGTCACGGTGTAGCGCAGTAGTGATCGAGAACGTTAGCGGCCTAGGTTGCTTCCTGGTAAGACACAAAGCGCTTGACACTAGCAG

CACAGCAGAGTAGGATGCAGTCATGCAGTACAGTGTTCGCAGTACCGGTGATTCAGGCCGGACGTAAAGCGAGGCGCTGAGTAGTGATCCCGGATAGCAACGGGGCGGGTAGCGAAGCGATACGCGGCAAGTAGGCAGTAGGGCTTA

GCGGGTAGCAGAGTGATACGCAAAATTGCAGGTGTTAGGCAGTGACTACCGCGAGGCGCAACCCTGCTAGCGGATACGAGCCGAGACACACTAAGGCGCTAGGCGCACGAATGGGCGGCACCGCTTAGGCGGGAATGGATGCGCCGG

GAAACAGGCATCCTACATGCGTAGAGCTTCGGCCGATGGCTGAGACTGCGCTGTTAGCTACGATCGGGTAGCGATGACAACGGCTTGCCGGGTGATTCGCGATACGATGACAGGGCGACAGTGACGGGCAGTAAGGCGATGGGTAGTG

AATGGTGCCCTGTTAAAGCGAGCAAGCTACGAAACCTCACCTCGAAAGAGGTGTTGTAATTTGGTCGGCTCGACCGCTAGGAATCAAGTCGGGCCAGTCTAGTACCTGAGTGCAACGCAATGCGAAACTGCCCTAGTCGTTGGACTACTG

GCCGGGACGCAGAGAAGCGGGCAGGGAAAGCAACGGCAGGCAAGGATGACGCGCCGGGCCGACCAAATTACAACGTAGTACCAACCCTGACCTGAACAGGAGAATCATCATGGCAACCAAGGAAGTTAAGGAAAAGACCGCGCCGAA

GCAAAAGGCGTTCTCGCTTATCACCAGCCAAGCCGAGCTTAACGCGGCCATCAAGTCGATCGGCACTCGCTCCGCACGGCTTGACGCGGACATCCACCGCGCCGCCGTGAGCGTGATCGTACACAGCGCCAAGCACAACGATCCGGACGT

GGCAAAGCGGCTGCTGGACGCGATGGGCAAGACGATGCGCAAGTCGGCCATGACCGCATGGCTGTGCGCATACGGTGCGTTCGCAACCGACGAGCATGGCGCACTGGTGTACGTGAAGGAGAAGCGTGAGTCGGTGCAGACTGAGGC

CAACGTTCACGCCGCGATTGCCGAGCCGTTTTGGATGTTCGCGCCGGAACCGAAGTACGTGCAGTTCGATCTCCAGAAGTCGGTGGCGGCACTCCTGCGCCGCGCTGAGAATGCCCTGGCGAACGAAGCACAGGACGCTACGCTTATTAA

GCCCGATGTCCTCGCCGAGCTGCGCAAACTGGTCCCGGCGGACGCCAAGTAACCGAGCGTCGATCATGTACATCCTGTACGTATGGCTGATCGGCTCGTTAATGATTGGCGAGCCAGTGACGCCTGAGCAGTGCGAGGCGCAAGCCATCG

CGGCCCGGCAACAGCACGGAGTGCGTAATGTCGAGTGCGTTCGAGTCCGGGAAATTTGAGGTGAAATGATGGAACAATTCATTGTGGTAGTTACCCAGCACCACGAGGGGCGTTATGGTGGCGTGCTGCACGACGAATCGGATGAGCCG

TGCACAGGCACCCGCGCAGAAATGGAAGCGCTCCGCGATGACTTCATGCGCCGCTTTCCGGGCAGCGTCTGCGAGGTGCGGGAGGATCGATACGAAACCCTGGCGGGAGAAGCGCCACGCCGCTAAACAGTGGGACAACCGAGATTGG

ATGGACCTATGATACCGCACTACGAAGAAGCGTTAGAGCTTCTGCGCAAAGACCAGCATCAACTCGCGACGGCGATCTCAGGAACAGACTACCCGAAGATGCGCTTCCGAGATGTCGTCAAGCCCGACTGGTATCGCATAGCGCGTGCGC

TGTGGGCGTACCACAATTTGGTTGTCGCTGATCGCGACCGTTTGCGCAAGCAGGTAAGGGGAACCTACGCCGGCCCAGGCACCGATGGCCGCTATGGCCGATAAGGAGATAATGGTGGACCAACAGAACGTGAAGTTCCTGCGTGACCT

TCTGAACGAAGCGGGCGTAGACAACCCGCTGGAGCTGGAAGTCGAGATTGTGCGCGCCGACGGCACACGCGTTGTTGATTTTCAGCAGGTTTCGCTCTATGTACTGTGGAGCAAATCGCCGGGAGCAGTGCGCATCCGTGTAACTGCGAA

CGAGGTGTAGTGTGGTCATTGCAATCTTACTCGTGCTGTACGCAATCGCTGACGTGCTGTGTCGCGTGAGCGATAGGCGCAACACGCGCTGGAGTGTCCAGGTTATTTGGGACGGCGATTCGTACCGCCATGCCGCGAAGTCTTACGACG



 

 

ATGCGTTAGCGTGGTTGGCCTGCTACCGTTTCGGCGAGGCATTCATCGATCGCACGTTTCACGGCACTACTGAGTGCGTGGCGCGGCGCATCGCCTACTGACAATTTCAAACGCGCAAACTACAGGAAAGACCATGCGTGCCTACAATTCG

TACAGCCAAGTTGCATTCGACGCGAAAAAGTTCAACATGTGCGTAGCGCATTTCCGCGAGGTGATGCCCACACTGCGTGAGCAGTTCAATTTCGACACGATCGTCATCACCGGCAAGTCCGGCGCGTCGCTGGGGTTTGCAGTTGCAGCAG

CGTGCGGCCTTCATGTCGTGTACGTTCGAAAGGGCGAGTCGTCGCACGGCGACTACATTGAGGGTGACGGCCACGAGTTTGAGAACTACGCGTTCTTCGATGACTTCGTGAGCAGTGGCGAAACTCGCAAGCGCGTGATTTATGAGCTTG

AGGCTGGGCCTTAGAAAGATGCGAATACGCTAATGCGCCTAAGTGCGTTCTCACCATTGAGTACGACGGGGAGCCGGACACTGCTAGGCTTATCTGCCGCAAGACGCCAGGGGTTGACGGCCCGAGATACACCGGCGGTATGTACTGGT

AGGAGGATACATGCAAAGCAACAACACGATCGAACGCGTTCGAAAGCAACGCCTGGAGCAGACGGAAGGGCAAGCGCTGCGTGCTTGAGCGCCGAAGTCTTACCTGCTTCGTCAGTTACGTTTGTGAGCACGTCCATCGCATCCTGAATA

CGCTTCTGCGAAATGCCAGTCGTCTCCAGAATGGACCGCACTTGTTCTGCTGCCCCGTTACCGACGTGTCCGCGAAATGCTTGATCCTCGAAGTAGCCCTTAGCCCGAGCGCGGTGCAGAATTGCATGCGCGACATCCTCGGCCAAGTCGCG

CGTCCATTGCGGATTTGCGCGCATGATACCATCGGCTACGACATCACGAACCGCACGCGACGCCTCTTTCTGAGTCAGTCCCTCTGCAACGAACTTAGCCTCAGCAGCTTCGATGTTGGTGACGCTCCATTTCCGAGAGAAGTACGAAACGT

TCTCGTCCACTGCGTCAGCACCCAGCACACCCGCCGCCTTCATTTCGCGAAGTGCAGGTTGCGTAGCGGCGGCGTGTGCGTCAGCAAGTTCGGAGATTGCCTTCGGCACAGACGGGTCAGTGATGTTGGAGTTACCTCGACGGATCACGTT

GTCCCGACGTGCCAGTTCCTCAAGAACTTCACGTTCGATCGTACGTTGAGCCGTAGCAGCTTGTCGCGGTTGCAGCACGCGCTGCAACAGCCCGGCATTGCGCCGAGCCATTTCTGCCTTGAGCAAATCCTCGTAGGCATACTGCTTTGCTG

CGAGGTCTGAACGAATAGCTTGGCGTTGAGCCGCAGCAGAGTTACCCGAAAGATTAGTCGGGCTCTCCACAAGCAGATTAGCGACCCTCGCGCCCTCCGTACCCTTAGCACTCATGGTCTTATGGAGTGACAACTCAAACTTGGAACCCGC

AGCTTTGCTAGCACGCTCCAGCTTACCGGATACTGCGGCTGCGAGCTGTTGCTGCGAACCTGTAGGTGACAGTTCCAGCACATCACCGGTAACACGGTCGGCGACGTTAAGACGAGTATTAATCAACTCGTCCGTTAGGGACAGCGCCTTG

GTCAATGCGCTCTCTTGATTGGGCGCAATGCCCAGGAGCTTACGAACCAACTCTACCATCTTAGACAGCGCATTGGTTGCACCTGCAACAGGAATCTGCGAAAGGGTCCGCGTGAACTCCGTATCGCCGGAGTACAGCCCGGCCACAAACT

CACGCACGTTACTGCCGAAATACTTTGCCTGCCGCCCAGCAGCAGGATTGCGTGCGAGGTATGCGTTAAGCTCGCTGCGCAGGCTTTCCAGTTGCGACGTGATGGCACCATGTGCTGAGGCCGGATTCTCCGCACCGTAGAGAAGCTTCTG

CACTGTCAGGCCGTGCATCACCTCGTGCAGCAGAATTTGCGGATTATCGATCTGCGTCTGGTTCATGTGAACCTTGTGCGTATTCGGCTCGTAGAACGAACGATCACCAAGCTCACCCGCAAGGCGGCGCATTTCACTCACCTGCACAGGCA

GCGACGCCAATGCGTCAGGTTGGTCCTCCAGAACCTGTTTAATCATCGGCCCAAAAGTGGGGTCATTAGATACCTTCTGCATCGCGGCGTACGCATCCGTCTGGTAGCGTGGCGACACAATCCGGTCCGCAATCTCGCTGTGTACCGTGCCC

GTAATCGGGCGAGTAGGTATGGCAGGCTCGGGCTGCGGACGCGACGCGGCCACGTCCGCCTGCTCTGCGACCACCGCACGCTCCGCTGGCGCAGCCTCCCGCTGGAGGGCCGTGGCGGCGCTCGTCAGCTCGGTCGAGGGGTACGCCTC

GTCGGCGGCAACGAAGCCCTTGCCGGGGCGATACAGGGCCGCTGTGGCCGCTCCATTGACCAGTGCATTGGCGATGACTTCCGTATCGGAGATCGCAGCCTGGGTCTGTGCTGCCCGACCCACCGCGAAGTTACCAGCGGCGCTTGTAGC

GGCTCCGAGTACACGGGCAGTACGTACCCCTGCACCTGCTGCTGTCAGGCTCGTGGCGGTGCCAAATGACGCGAGATCGATGGCAAGGTACACTGGGTCTGCGAAGCTCAGGATGCCCGACAGAAACGGATGGTCGCCCATCTGCCGGT

ACAGGCTGCGTTGCTCGTCCAGAGCGTTGGCCCGGTACTGGTACTCTGCCAGCGACTGCGACTTTGCCAGGAACTTGTGCTCGTCCTCACTGAGCTGGAACGGGGTGCCGTTCACATACGGCTTGGGATCGAATTCCGGGTCGGCGTCGAA

GTGGGGCATCGTGGCCCAGTCCCATACGCGGGTAGTGGTCCAGGACTGCACAGCCGCCTTTGCGGCCTGCCATGCGGTAGCCTGTTCGCGCGAGTTCTGCGCAATCAACGACTGCCCCTGTTCTTCCGATGCCGTTCCGCTCGCGATGCCC

GCCTGCGAGACTTGTGCAGACGGGACAATCGGAGCTGCTGCGCGCCCATCGCCGGGAGTGAACTCCGGGACCGGCGTAGCGGGTACTGCTTCCCCGCCGTAGATACGCGGGTCCACATTAACGATGGGCTCTGCCATGTTTCCTCCTTACT

GAGTGCCCCAGGTGCGGGCGTTGGTGATCGAACTCAACATCGAGTCATAATACTGCTTGCGGGCTGAGTGGGCCATGCGGTACTGCGTGGACGCCTCGCTGCTGACAAGAACGCCAACGCTGCTAAGGCTGCTGCTGTGGCCACAACCAA

CCAACGCGCTAAGGAGGCAACTGATGCGCTCAACAAAGCTGCGGATGCTAACCGCGCTTGGGCTGATGAGCCTGTGCCTGCTGACGTTGCAGGGCTGTTCGTCAACGCGAGTGCAGTTCGCGCTCCCTGATCCCACGCTGTACCAGTCCG

ACATCGCAGTCCCCTCGGGTAAGCCTGCTATGACGAACCAAGACCTAGCCCAGCTCTGTATCGACACGCGCACCGCGCTCGAACTGGCTAACGCTGATCGTGCCGCGCTGCGCGCCTGGGCCGAAACCATCCAGAAGGAGAACAAGCAAT

GAGCATCGCAAACCAGACCACGAACGAAGTGTATGACCTCACCGGCCAGATGGAGAACACCCTCAAGGCGCTGCTCGTCTACCGCTCGGACAGTCGCAATCCGGCCCTCGTTACCTCGGCCAATGCCAGCATGGCGGCGCTGAAGACTTT

GCTCGACGCGGCTATCGCGGACGCCACGCCCCCGGCGGCAGGCACCTAAAGCGTCTAATCGCCTCGTGGCGGGTTTCGGCTCGCCAGGGTAGGCAACCATACCAGCCCATGAGCGCGAGCCCGTCTACGGCCCGCCTCGCAAGTCCCAGG

AGGATTCATGGCTTTCACAATCGCGCAGGCGTACGACATCATCCACGTGTCCGCCCGGCTCAGCTCGGCGGCGTACGCCCGCACCCTGACAAACAACCCCAGCGCAGGAATCGTCGCAGACCTCGAAAATCGGGCCGCTGAGACGATCAC

GACCCTGGGCGGTACTGTGGTCCCATCCACCTCTGCCGTCGTCGCAAACGGCGCCTCAGCCAGCGTGAAGAACAGCGCGGGCACCGTCACCATCGCGGGCACGGCCACGGTCGCCTCGGGCAGCCTCACAGGCGTCTCCCTCCCCGCCAC

TGTGGCCCTCGTGAGCAACGCGGGTACTGTCCCTGTGAAGAACAGCGCTGGGTCTACCGTCGCCGCATCTGCTGTCGCAACCGTGGCCGCTGGCCTCGTGACTGGCGTCGCACTCCCGGCGAGCGTAGCAGCACTGCTCACTGGCGGCAC

CGTAACCGTCACTGACGCTAGCAGCTCGCCGAACCTGTCAGCCACTGTCACGGTGTCTGGCGGCGCGGCTACAGCTACGCTGCCCGCTACTGCTGCGGTACTCCAGAATGGCGACCAAGTCACGATCACAAATGCATCGGGCACGACCAGC

GCGACCTTTCCGATCACCGTGGCGAACGGCGTGCCGACCACGCTGACGCTGCCGGATAACCGGGCGCTCGTATCGGGCAACGCGTACACGATCCCAGTCACCGGCACGTACACCACAACGGTTACACCGACCATCACGAACGGCCAGCTC

GTTGGCATTGTACTCAGTTAAGGAGGAAGTATGGCAGCAGCATTTCTGACGCAAACCGTGGATGCACGTACCAAGCTCGCTAACGCGCTCGACAAGGCTGCGGCCCTCGTGCGCGCTAACGTGCAGCATCAACCGGTCGCCTACCAAACG

GACGTAGTTGCTGCGCTCGTCGCAGCTCAGGCTCAACTCACTACGGCGTTGGTGGGTAACAGCTAAGAGGTAGGAGGGTAGACATGCTAGTAGCTAGTGGCTAATGGCGTCTACCCTTAGGGTATAAGGATTGACGAGTGGAAGGCTTA

GGGATTAGGCTGTGGGAGTGGTAACTAGCAATGCCAGTTGAAAAATTTTTGCGAGGCAGTCTCCGACCCGATGGCGCATGCCTTTCCCCCGTAGGCCCGCCTTTGCAACCATCCACGATGTCGGCTAGGAATTCGCGAGGGTCTAGCCTAA

CAGCTACTAGCGTCTAGCCATTCCTCGCTGTCGCCCAGGGTCTGGATGTCGGCGGCGAAGCCTTCGCGGGCCATCTTGCGCAGAGCATGCTTGAGGGCGAGCTGGAGGAACGTCTCATCGTCCTCGTAATGCTCCTTGTGGATCGAGTGCA

GGTACTCTGCCCCGCCCGCCTCTACAGGGTCGCTGGCATCGCTGCGTAGGCGGCGCAGCAGTGCGTCCGGGACCGTCACGCTGCCGGTAAGCTTGATGTCGAAGTTCAGTGTGCGCATTACGCCACCTCAAAGTTGTCCGTGTTGCCGATC

CTGCGCACCTTGACGTTGCTGTACCGGGCGTTCAGGTTGGTCGAGGCATCCATAGCGCCGCTGCGCCAGAGCAGGCCAGTCAGGAGCGGGTTGCTCATGAGTTGGATGGTCTTGTTGTTCGCGAGGTTGTGCGCCACGTGGCCGTACTGT

AGCCGGTGATGCGGGCCGACCCGCTTGGCATGGAAGGCCACGTTGCGCTTTTCGCGGTAGCGCTCCTTGGCCGGATTGTACGGGATCGGCTGCTGTTGCTGGCCGTAGGGCGCAGCCAATGCATCATGCCGGCAAGCTTGACGGAGTGC

GGTATCCAGTCCTTCCGCGATCTTATCGACTTCGTCGTTTGTCGCGAAGTTGGACAGCGCACTAGCCAGCTTGCTCACGACGCGACCGGCACGTTTAAACAGTTCCATGAGTTCTCCTGCGTTGAAGTTGCGTTTAGAAAATTGGCAGTTGG

CCTTGCGTCTACCAGTCAAGTCTACCAAGCAGCCAACTAACTGCTCGATCGGCCAGTAGCAGTAATGTGCCTACTGCAAACGGGAGCACGGCCTGCGCCTCAAGACGTGCGCGCTGGTCCTTGATGGTCTGCTCCTGTTCCACGAGCTTGCT

GTGGTTGAAGCTCCACGCCACATAGCCGCCAATCAGCGCAGCGAACACCACTGCGCCGATCATGAGGTACTGTTCAAACTTCATTTGTCCTCCGCGCCCAGGTCGCGCACGCACATGGCAATCTCTGCCTCGCGGCGCTTCTTGATGCCATT

GTGAATCTTGGTGCCCGGCTGCGTCCAGTTAGCCAGGGCATGGCAGGCGCTACGCGACTTGCCCGCGTTGAGCAAGCGCACATGTGACGGCACCGCGCCTGAGCGCAGTACGCACATGCCGTCCTTTACGCCCTTACGACCGGGACCGAC



 

 

GTTGTACGTGAAGTCAGTCCATGCAGCCCACTCGCCCTCAGTCATTGGAACCTTGACACAACTTGCGACGACTCGCATAGCTTCAGCCATAGCCTTCTGCTCCGCAGCATCGCACTGTGCCTTAGTCGCCACTCCGCGCTTCGCCAGCTCGCC

CGTGATCCCGCGACAGATCGTGGGGACTCCCAACGGGTCTAGATAAGTACGCGTCACTTGCGGCCCCTCGAACTGCGTAGCGAGCTGAAATGCGCCGCCCAATCCAAGCAAGGACGCTAGCGCGGTTGCCGCTGTGATCTTCTTCATTACG

TTTGCCTCCGAGGTTGTTGCGCAGCAGGAAGTAGAGCTGCACCAGCAGTACGATGATGGACAGCAGTGCTGCCCACTGTGCAAGTGCTCAGGACAGCCTGCGCCTCAAGACGTGCGCGCTGATCCTTGATGGTCTGCTCCTGTTCCACGAG

CTTGCTGTGGTTGAAGCTCCACGCCACGTAGCCGCCAATCAGCGCAGCGAACACCACTGCGCCGATCATGAGGTACTGTTCAAACTTCATTTGTCCTCCGCGCCCAGGTCGCGCACGCACATGGCAATCTCTGCCTCGCGCCGCTTCTTGAT

GCCATTGTGGATCTTGGTGCCCGGCTGCGTCCAGTTAGCCAGGGCATGGCAGGCGCTACGCGACTTGCCTGCGTTGAGCAAGCGCACGTGTGACGGCACCGCGCCTGAGCGCAGTACGCACATGCCGTCCTTTACGCCCTTGCGACCGGG

ACCGACGTTGTATGTGAAGTCGGTCCATGCCGCCCACTCGCCCTCTGTCATCGGAACCTTGACACAACTTGCGACGACGCGCATGGCGTCAGCCATAGCCTTCTGCTCAGCAGCGTCGCACTGTGCCTTAGTCGCTACTCCGCGCTTCGCCA

GCTCGCCCGTTATCCCGCGACAGATCGTGGGGACTCCCAACGGGTCGAGATAAGTGCGCGTCACTTGCGGCCCCTCGAACTGCGTAGCGAGCTGAAATGCGCCGCCCAATCCAAGCAAGGACGCTAGCGCTGTTGCCGCTGTGATCTTCTT

CATTACGTTTGCCTCCGAGGTTGTTGCGCAGCAGGAAGTAGAGCTGCGCCAGCAGTACGATGATGGACATCAGTGCCAGCGACTACGATTAGTGCGAACGCAATCACCAATGGTGCCATGTTCATGAGAAGTGCCCTACCTTGGTTACTTC

GACCGTCCGCCCTGCGTTCATGGAGTCGCAGACGAGTTGCGCAGCGCGGGCCGTGTCGTGCGGCACGCTACCCCAGCCGCCGGTGTGTGTGTCGAACACGCGCCACGAACCGCCCTTGTACTGCGCCTGATAGCGGTCGTCCGTGATGGT

CGGATCGTTTTGAATCTTGATGTACTGTGCGCCGTTCATGATGCTCCTTACAGGTAGAGTGCTTCGGGTTCGACAAAGAATTCGCGGTTGAAACTGCCCCAACGTTCAGCGTTCGGGCCGAGCAGTCGGCCGTGTTCCCATGCTGGTTCACG

CACACGGATGGGCACGGCGGCAATGGCATCCTGATCGAGATCGAATGCCGCCACGTTGATGCGATGTCGTGCGCCGTACTGCGCCAGTGGCCGTGTGTCCTCCACCACGAGAACAGCGCAGGGTTCGCCTGTCGCGGGGCACTGTTGCG

CACCGTTGTACTGTCGGATGTCGAACCCAGCACCGCGTACCACTCGCTGGATTCGGTCGTCCTCTATGACGGTGCCTGCGGGCTGGCCTGCCGACTTGCTCGGCCTCTTGCCGATGTTGAGAATGTAGATCATAGAGTGCCCATGCGCTTAT

CGTTGCGCGCCGTGTTGCGGTCCGTTTGGCGGGCTCGTTTCTCCAGCTTGCGCAATTGCGGCGACTACGATTAGTGCGAACGCAATCACCAATGGTGCCATGTTCATGAGAAGTGCCCTACCTTGTCGAATTCGATCGTGCGCCCAGCGTTC

ATGGAATCGCACGCAACCTGAGCAGCGCGCGCCGTATCGTGAGGCACGCTGCCCCAGCCGCCGGTGTGGCTGTCGAAAACTCGCCACGAGCCGCCCTTGTACTGCGCTTGATAGCGGTCGTTCGTGATGGTCGGATCGTTTTGAATCTTGA

TGTACTGTGCGCCGTTCATGATGCTCCTTACAGGTAGAGTGCTTCGGGTTCGACAAAGAATTCGCGGTTGAAACTGCCCCAACGTTCAACGTTCGGGCCGAGCAGTCGGCCGTGTTCCCATGCTGGTTCACGCACACGGATGGGCACGGCG

GCAATGGCATCCTGATCGAGATCGAATGCCACCACGTTGATGCGATGTCGTGCGCCGTACTGCGCCAGTGGCCGTGTGTCCTCCACCACGAGTACCGCGCAAGGTTCGCCTGTCGCGGGGCACTGTTGCGCACCGTTGTACTGTCGGATGT

CGAACCCAGCGCCGCGTACCACTCGCTGGATTCGGTCGTCCTCTATGACGGTGCCTGCGGGCTGGCCTGCCGACTTGCTCGGCCGCTTACCGATGTTGAGAATGTAGATCATAGAGCACCTGTGCGCTTATCGTTGCGCGCCGTGTTGCGG

TCCGCTTGGCGGGCTCGTTTCTCCAGTTTGCGCAGTTGAGCGTAGTAGCCACAATCCCATAGCGCGCAGCGGCATTAGCGTATTCTGTTGCTTGCCACAGGCCCGAGGATGCGAGGCCCACCATCTGAGTAACTGCCTGGACTTTGCGCAG

CCCGTCTGCTACCCGCTCACCAACTGGTTGCCCGCGCAACGCCGCAATTACGTTGTCGAACAAGTCAGCAGCCTCTTGACGCTCTGCGGGGTTTTCGATGCTGTGCATCCAAGTACGGCGCAAGTTATCGATGTCCGTGTTGGTCTTAAGGC

CCACCCTTGCAAGGCTAGCAGTGCCCGCTGCATTGTCGAGATAGCTGTCCAGGTTCCGGGTAAGGTTCCCATCCAGAAGATCAACGATGGACACGCGGCTATTGCCCACTTGCGTGCTAGTTAGCATGTCCATTTCAATGCGATCGTAGTAG

CCACAAGCCCATAGCGCGCAGCGGCATTAGCGTATTCTGTTGCTTGCCACAGGCCCGAGGATGCGAGTCCTACCATCTGAGTAACTGCCTGGACTTTGCGCAGTCCGTCTGCCACTCGCTCACCAACTGGTTGACCGCGCAACGACGCAATT

ACGTTGTCGAACAAGTCAGCAGCCTCTTGCCGTTCTGCGGGATTTTCGATACTGTGCATCCAGGTACGGCGTAAGTTATCGATGTCCGTGTTGGTCTTAAGGCCCACCCTTGCAAGGCTAGCAGTGCCCGCTGCATTGTCGAGATAGCTGTC

CAGGTTCCGGGTAAGGTTCCCATCCAGAAGATCAACGATCGACACTCGGCTATTGCCAACTTGTGTGCTAGTCAGCATGTCCATTTCAATGCGGTCGCGTCGGCTATCGTCTCGCCCCAGCGGCCGTGACGGTAAGCATGCCGCAGCGCGT

CGCCGCTCGCCGGCTGGCTACCGAGCCGAAGGCGGAGATCGCCCATCGTGTCGAGGGCTTCGCCGCCGATGCCGAGATTCCTAGCTTCGGTGAGTCCGACACGCTGGAACAGGCCGAAGCCTAACCCCTTTCAACCAACCCATAGGAGAT

TTACATGCCCATCGTCAACCCGACCCTCCCGCAAACCGGAATCGACCTAGCCGCCGCCACTGCCCAGGGCGCTGCTCAACTTCAAGCCGTTCTGCCGGCCGTACAGGCCGCACAAGCGGCTGTCGCCCCGCGTCGGCTATCGTCTCGCCCCA

GCGGCCGTGACCGTAAGCATGCCGCAGCGCGTCGCCGCTCGCCGGCTGGCTACCGAGCCGAAGGCGGAGATCGCCCATCGTGTCGAGGGCTTCGCCGCCGATGCCGAGACTCCTAGCTTCGGTGAGTCCGACACGCTGGAACAGGCCGA

AGCTTAACCCCTTTCAACCAACCCATAGGAGATTTACATGCCCATCGTCAACCCGACCCTCCCGCAAACCGGAATCGACCTCGCCGCCGCCACTGCCCAGGGCGCTGCTCAACTTCAAGCCGTTCTGCCGGCCGTACAGGCCGCACAAGCGG

CTGTCGCAGCCCAGGTCGCAGCCCAGGTAGTGCCTCGCA 

 

 

 

 

 

 



 

 

 


