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TOM TAT

Bac la Ita do vi khuan Xanthomonas oryzae pv. oryzae (X0o) gay anh huéng I&n dén nang suét lia gao. Mét trong
nhi*ng hwéng tiép can hiéu qua kidm soat bénh la str dung ché pham chiét xuat tir thuc vat. Do do6, nghién ctru nay
tién hanh voi hai loai thwe vat mo hoa trdng (Clerodendron fragrans Vent.) va don dd (Excoecaria cochinchinensis
Lour.) nham kiém tra hiéu suét chiét thu cao khé toan phan cla chiing trong sau loai dung méi c6 dd phan cwc khac
nhau (nwéc cét, ethanol 70%, chloroform, n - hexane, acetone 100%, acetonitrile 100%), dé“)ng thoi danh gia kha nang
trc ché Xoo clia céac cao kho dich chiét thu dwoc trong ca didu kién in vitro va in vivo. Két qua cho thay hiéu suét chiét
than - r& mo hoa trang dao déng tir 8,3% (dung mdi n-hexane) dén 29,1% (dung méi ethanol 70%); hiéu suét chiét 14
don dd la tr 7,2% (dung méi chloroform) dén 20,3% (dung mdi ethanol 70%). Dung mdi ethanol cho cao kho dich chiét
c6 hoat tinh &c ché vi khuan tét nhat véi dwong kinh vong v khuan 28,50 + 0,41 cm & mo hoa trdng va 21,00 + 0,41
cm & don d6. Ndng dd trc ché vi khudn t6i thidu cta cao dich chiét mo hoa trang siv dung dung méi ethanol 70% la 1,56
mg/ml va ctia don dé 1a 3,13 mg/ml; ndng dd nay con gidm xudng twong (ng 1a 0,39 mg/ml va 0,78 mg/ml khi dwoc
phdi trén véi nano bac. Cao khé dich chiét mo hoa trdng ndng d6 3,13 mg/ml, hdn hop cao khé dich chiét mo hoa trang
hodc don d3 néng d6 3,13 mg/ml v&i nano bac 3,13 ppm d&u cé kha nang lam gidm mirc dd gay bénh bac la clia chiing
vi khudn Xoo 07 tlr mirc nhiém xuéng murc khang khi thlr nghiém trén gidng lia IR24.

T khéa: Bac 14 lua, cao khd dich chiét mo hoa trdng (Clerodendron fragrans), cao khé dich chiét don dé
(Excoecaria cochinchinensis), nano bac, Xanthomonas oryzae pv. oryzae.

Bacterial Inhibitory Effect of Clerodendron fragrans Vent.
and Excoecaria cochinchinensis Lour. Extracts
on Xanthomonas oryzae pv. oryzae Causing Rice Leaf Blight

ABSTRACT

Bacterial rice leaf blight (BLB) caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xo00) is the most devastating in
terms of annual yield losses to rice. This research aimed to examine the extraction efficiency for Clerodendron
fragrans Vent. (C. fragrans) and Excoecaria cochinchinensis Lour. (E. cochinchinensis) by six solvents with different
polarities (distilled water, ethanol, chloroform, n-hexane, acetone and acetonitrile) and to evaluate antibacterial effect of
the extracts on Xoo under both in vitro and in vivo conditions. In comparison to the dry input materials, the extraction
efficiency for C. fragrans Vent stem and root varied from 8.3% to 29.1%, while the figure for E. cochinchinensis leaf
varied from 7.2% to 20.3%, depending on solvents. C. fragrans extracted by ethanol at 100 mg/ml showed the best
anti-bacterial effect in terms of inhibition zone. The minimum inhibiting concentration (MIC) of C. fragrans extract was
1.56 mg/ml and of E. cochinchinensis extract was 3.13 mg/ml. These MICs reduced to 0.39 mg/ml and 0.78 mg/ml,
respectively, when the extracts were mixed with nanosilver solution at 3.13 ppm. The in vivo test demonstrated that
C. fragrans extract 3.13 mg/ml, and the mixture of nanosilver solution 3.13 ppm with C. fragrans or E.
cochinchinensis extract at 3.13 mg/ml could intrigue resistance of IR24 rice to BLB.

Keywords: Bacterial leaf blight Xanthomonas oryzae pv. Oryzae, Clerodendron fragrans, Excoecaria
cochinchinensis, herbal extract, anti-bacterial activity.
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1. DAT VAN DE

Bac 1a (bacterial leaf blight) 1a mot trong
nhiing bénh gy anh hudng 16n nhat dén san
xuat lda gao. Hién nay, bénh da xay ra trén rat
nhiéu quéc gia, ddc biét, 6 nhifu nude chau A
trong d6 c6 Viéet Nam, cin bénh nay da trd
thanh dai dich trén lda (Pd Tan Diing &
Nguyén Vian Vién, 2005). Tac nhan gy bénh
bac 14 lia 1a vi khudn Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (Xoo). Pay 1a loai vi khudn Gram am va
khéng sinh bao td, khuén lac hinh tron, 161, bé
mat nhan, mau vang (Nifio-Liu et al., 2006). Vi
khudn x4m nhap qua thuy khéng, 16 khi & trén
mut 14, mép 14 va dic biét qua vét thuong say
sat trén 14 (Nguyén Thi Lién & cs., 2012).

Mot trong nhiing gidi phap quan trong nhat
phong trit bénh bac 14 lia hién nay 1a st dung
cac dong lda mang gen khang bénh. Tuy nhién,
cac dong lda chi mang moét vai gen khang don
1é, dugc nudi trong lién tuc trén dién rong dan
dén tinh trang cac chung Xoo c6 kha ning gay
bénh ngay ca khi c6 cac gen khang do
(Vasudevan et al, 2002). Chinh vi vay, viéc
kiém soat bénh bac 14 lda bang cac huéng tiép
can khac dang thu hut dude su chd ¥ cta nhiéu
nha nghién ctiu, trong d6 c6 huéng st dung cac
hop chdt tir thuc vat dé san xuét thudc bao vé
thuc vat an toan va hiéu qua (Jabeen, 2011;
Nascimento et al., 2000). Mot s6 loai thuc vat
nhu Poncirus trifoliata Rafin (Rahman et al,
2014) hay Adathoda vasica (Govindappa et al.,
2011) da cho thay kha nang tc ché vi khuin Xoo
hiéu qua trong diéu kién thi nghiém va con kich
thich tinh khang tap nhiém hé théng trén cay lia.
Nhiing ché pham c6 ngudn goc thuc vat cé uu
thé& rd rét so v6i thudc trir sdu héa hoc trong viéc
giam tac déong cua ton du lén moi trudng ciing
nhu stic khoe con ngudi, qua d6 gép phan thic
ddy muc tiéu phét trién néng nghiép bén viing.

Viéet Nam 13 mét nuée nhiét d6i Am rat
thich hop cho su phét trién cia nhiéu loai thao
moc, do d6 viéc nghién ciu va st dung chiét
xudt tit thuc vat trong khang va tc ché vi khudn
da dugc tién hanh tir lau doi va dat duge nhiing
thanh tuu nhat dinh (D6 Tat Lgi, 2003). CAy mo
hoa tring (Clerodendron fragrans Vent.) trong
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dan gian duge st dung dé tri vét thuong ngoai
da bi nhiém trung. Nhiéu nghién céu ngoai
nuée da khing dinh, cAy mo hoa tring va cac
cay trong chi Clerodendrum c6 tinh khang sinh,
c6 kha ning chong lai nhiéu loai vi khuén gay
bénh (Shrivastava & Patel, 2007; Nguyén Vian
Thanh & Nguyén Thanh Hai, 2014). Bén canh
d6, cdy don d6 (Excoecaria cochinchinensis
Lour.) dugc dung kha théng dung tai cac nudc
Pong Nam A va Trung Quéc nhu mot loai thao
dugc dé chiia méin ngia, mun nhot, viém v,
tiéu chay. Cac nghién ctu trén thé giéi va Viét
Nam déu cho thay cac hoat chat tach chiét tu
cdy don d6 c6 tinh khang khuén, chéng viém
(Nguyén Thanh Hai & Nguyén Van Thanh,
2016; Wang et al., 2014; Xie et al., 1989).

Vi vay, muc dich ctia nghién ctiu nay la xac
dinh kha ning tc ché vi khuin Xoo cta cao
chiét xuét ti cAy mo hoa tridng va ciy don do
bang cac dung médi khac nhau, qua dé tim ra
dung moéi phu hop nhat cho viéc chiét xuit cac
hop chat phong trit bénh bac 14 lta ti hai loai
thuc vat trén, dong thoi xac dinh hiéu qua tc
ch& vi khudn khi phéi tréon nano bac véi dich
chiét thuc vat thu dudc.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Vat liéu nghién ctu

Than va ré cAy mo hoa trang dugc thu hai
tai x4 Khanh Lgi, Yén Khanh, Ninh Binh vao
thang 8/2016 tai thoi diém cdy sip ra hoa (chon
nhiing phan lanh 1an, khéng bi sadu bénh hoic
thoi). MAu tuoi thu hai vé dudc riia nuée sach 3
lan, rdi rta v6i nuée cat, duge sdy khé 6 40°C.
MAu khé duge nghién thanh bst min (< 0,05
mm). Bot duge liéu dung trong tdi nilon bao
quan trong binh hut 4m.

La ciy don d6 dudc thu hai tai bo mon Cay
Cong nghiép va Cay thudce, Khoa Néng hoc, Hoc
vién Néng nghiép Viét Nam vao thang 1/2016 (la
lanh lan, banh te, khong bi sau). Mau tudi thu
hai vé duge ria duéi voi nude sach 3 1an, sau do
dugc say & 40°C. MAu kho dude nghién thanh bot
min (< 0,05 mm). Bot 14 don d6 duge dung trong
tdi nilon bao quan trong binh hit 4m.
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Hoéa chat: Cac dung moéi thu cao khod bao
gom nudc cit, ethanol 70%, chloroform, n-
hexane, acetone 100%, acetonitrile 100%.
Dimethyl sulfoxide (DMSO) dung dé pha lodng
cao kho. Nano bac dudc diéu ché bang phuong
phap héa hoc c6 néng dd 500 ppm, 90% cac hat
nano bac c¢é kich thude 20 - 25 nm do bd mén
Sinh hoc, Khoa Cong nghé Sinh hoc, Hoc vién
Néng nghiép Viét Nam cung cap. Thuéc bao vé
thuc vat Ankamycin 30SL (Kasugamycin 19 g/l
+ Tricyclazole 11 g/l) cia Cong ty CP XNK Noéng
duge Hoang An

Chung vi khudn Xoo 07 la mot trong 12
ching vi khuén c6 déc tinh manh gay bénh bac
14 lda dang hién hiiu tai cac tinh phia Bic Viét
Nam (Phan Hitiu Tén, 2016) do Trung tAm Bao
ton va Phat trién Ngudn gen cay trong, Hoc vién
Nong nghiép Viét Nam cung cdp. Chung vi
khudn dudc nudi cdy trong modi trudng
Wakimoto 16ng va ran. Méi truéng Wakimoto
d#c duge d6 vao dia petri c6 duong kinh 10 cm,
v6i d6 day 1a 4 £ 0,2 mm.

Gibng lda TR24 14 giong chuén nhiém (giéng
khong mang gen khang) dudc st dung trong thi
nghiém chu vai in vivo.

2.2, Phuong phap nghién citu

2.2.1. Thu dich chiét va tao cao khé dich
chiét

Bot 14 dugc liéu dudce chiét véi 6 dung mdi c6
do phan cuc khac nhau béng phuong phap ngdm
kiét chiét lanh ¢ nhiét @6 phong véi cing mot ty
1& (20 g bot 14 kh6/200 ml dung méi), mbi ngay
dugce lic dao 2 1an. Sau 72 gio, thu dich chiét, loc
qua vai man va gidy loc Whatman No.1. Dich
chiét dugc li tAm véi toc do 1.096 g trong 20
phit. Phan dich trong dugc hit 14y, mang di co
quay chan khong dé loai b hoan toan dung moéi.
Téi khi khéi lugng ctia binh ¢6 quay khong dbi
dem can dé tinh hiéu suét tach chiét cia cac
dung méi. Cao co toan phan da loai bé hét dung
méi bao quan trong ti mat 4°C dé tién hanh
nghién ctiu.

+ Pha cao khé dich chiét nong do 100 mg/ml

Lay 1 g cao co toan phan pha véi 10 ml
DMSO, dung diia thuy tinh khudy tan hoan toan
ta duge dung dich géc c6 néng 6 100 mg/ml.
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Pha loang dung dich gbc theo hé sé pha
loang 2".

2.2.3. Nuéi cdy vi khuan Xanthomonas
oryzae pv. oryzae

Chung vi khuén Xoo dude hoat héa va cdy
trang trén dia thach méi truong Wakimoto 6
28 - 30°C. Sau 24 gid, cac khudn lac don dién
hinh (c6 hinh dang tron, nhan béng, 16i 1én, kich
thuéc khoang 1 - 2 mm, mau vang chanh) xuét
hién. Khuén lac don dudc nudi cdy ting sinh
trong méi trudng long Wakimoto, 1c véi téc do
200 vong/phit trong khoang 16 gio. Mat d6 vi
khuén sau khi nudi ciy trong méi truong 1ong
dugc xac dinh theo phuong phap do mat do
quang. Khi mat do6 quang dat gia tri 2 & budc
séng A = 600 nm thi mat d6 t& bao tuong tng la
108t& bao/ml.

2.24. Panh gia kha ning e ché vi khuan
Xoo bing phuong phap khuéch tan trén
dia thach

Dung pipet hiat 100 pl dich khudn (10° t&
bao/ml) nho vao gitia dia méi truéng Wakimoto.
Dung que thuy tinh vé tring trang déu cho dén
khi mat thach khé. Mat thach duge duc 5 16 tron
duong kinh 5 mm. Mot trong s6 d6 chtia 60 pl
DMSO lam d6i1 chiing, con lai chiia 60 pl dich
chiét thuc vat khac nhau. Dia thach dugc dit
vao ti 4&m & 28 - 30°C trong 24 h. Doc két qua
bing cach do dudng kinh vong vé khuédn, rdi
tinh gia tri trung binh. Cac thao tac dudc thuc
hién trong ti cdy vo triung (Bauer et al., 1966).

2.2.5. Panh gia kh& néing e ché vi khuan
Xoo in vitro cua dich chiét va nano bac

Phéi tron dich chiét véi nano bac: Hiut 5 ml
dich chiét dugc liéu dude tach chiét, 6 cac nong
d6 pha lodng khac nhau cho vao cac 6ng
nghiém. Ti€p tuc hit 5 ml nano bac d néng d6
khang khuén Xoo 3,13 ppm (Pdéng Huy Giéi &
Nguyén Thanh Hai, 2017) cho 14n lugt vao cac
ong nghiém nay, lic déu. Thi hoat tinh tc ché
vi khuén ctia hdn hop dich chiét - nano bac bang
phuong phap khang sinh d6 khuéch tan trén dia
thach (Bauer et al., 1966).



2.2.6. Danh gia kha ning khang bénh bac la
gy ra bdi ching vi khuin Xoo 07 cia céac
céng thiic trong thi nghiém chau vai

Giong lda IR24 dudc trong trong chau vai &
diéu kién thi nghiém. Lay nhiém nhan tao dugc
tién hanh vao thoi diém lda lam ddong bing
phuong phap cit 3 - 5 cm dau la (Kauffman et
al, 1973). Vi khudn dudc nubdi cdy trén moi
truong Wakimoto 10ng, roi chuén d6 10° - 10° t&
bao/ml. Nhing ludi kéo vao dung dich khuén,
cit dau 14 (khoang 3 - 5 cm ti dinh 14). Sau 48
gid 1ay nhiém (Péng Huy Giéi va Nguyén Thanh
Hai, 2017), phun cic cong thiic thi nghiém lén
Ida (CT1 - dung nudc cit lam d6i chtng, CT2 -
dich chiét mo hoa tring nong d6 3,13 mg/ml,
CT3 - dich chiét don dé néng dé 3,13 mg/ml,
CT4 - hén hop dich chiét mo hoa tring néng do
3,13 mg/ml va nano bac néng d6 3,13 ppm, CT5
- hén hop dich chiét don d6 néng dd 3,13 mg/ml
va nano bac néng d6 3,13 ppm, CT6 - thudc bao
vé thuc vat Ankamycin 30SL). Cac cong thtc
nay rdt ra tit két qua cua cac thi nghiém da
thuc hién ¢ trén va ké& thira két qua thi nghiém
v6i nano bac cia Déng Huy Giéi va Nguyén
Thanh Hai (2017). Danh gia kha ning khang
bénh cta tiing giong bing cach do chiéu dai vét
bénh sau 20 ngay lay nhiém theo tiéu chuén
SES (2002) nhu sau: Chiéu dai vét bénh < 8cm:
khang bénh (R); tit 8 - 12 cm: nhiém via (M); >
12 cm: nhiém (S).

2.3. Xit 1 s6 lidu

Cac thi nghiém dudc bd tri ngdu nhién va
dugc 1ap lai 3 1an. S6 lidu thu duge xi 1y thong
ké sinh hoc bang phdn mém Excel 2013.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Hiéu suat chiét xuit cao kho thuc vat
v6i 6 loai dung moi

K& thita cac két qua nghién cttu da dugc cong
bé trudc day, cac bo phan cho két qua tic ché vi
khuén t6i vu cta 2 loai thuc vat muc tiéu, cu thé
12 14 cay don d6 (Nguyén Thanh Hai & Nguyén
Van Thanh, 2016) va than - ré cAy mo hoa tring
(Nguyén Van Thanh & Nguyén Thanh Hai,
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2014), dudc nghién thanh dang bot véi kich thude
hat < 0,05 mm, ngdm trong 6 loai dung méi. Sau
72 gio, dich chiét thu dugc tit mdi loai dung moi
c6 mau sic khac nhau rd rét du cung mot déi
tugng thuce vat (Hinh 1 va 2). Dung mo6i ethanol
70%, nudc cit va chloroform cho két qua dich
chiét ¢ mo hoa tring c6 mau sic hoan toan giong
¢ don do, 1an ludt 12 nau nhat, nadu dam va xanh
den. Dung moi acetone 100% va acetonitrile
100% déu cho dich chiét don d6 dam mau hon
dich chiét mo hoa tring, trong khi dung méi n-
hexane cho dich chiét mo hoa tring mau dam
hon. Budc d4u c6 thé nhan dinh ring chat lugng
cao kho dich chiét (thanh phan héa hoc va hoat
tinh) cia méi loai thuc vat khi dudc chiét tach bdi
cac dung méi khac nhau sé khac nhau.

Dich chiét dudc dem cd quay hut chan
khong dé loai bé hoan toan dung méi téi khi
khéi lugng khong d6i. Két qua thu duge 6 bang 1
va hinh 3 cho th4y, cing mdt phuong phap chiét
xuéit nhung hidu qua chiét xuat khi st dung cac
loai dung moéi 1a khac nhau. Khéi lugng cao kho
thu dude tit 20 g bot mo hoa tring dao dong tir
1,66 g (dung méi n-hexane) dén 5,81 g (dung
moi ethanol 70%) tuong duong v6i hiéu suit
tach chiét 1a 8,3 - 29,1%. Ca mo hoa tring va
don dod déu cho hiéu chiét cao t&t nhat khi diung
dung méi ethanol 70%, loai dung méi théng
dung cho chiét xuat va phan tich thanh phan
héa hoc cia thiao moc (Wang et al., 2014). Dic
biét, mo hoa trdng cho th&y tiém ning tao ra
cao kho dich chiét 16n hon don d9.

Trong cac loai dung mdi st dung, n-hexane
(hdng s6 dién moi 1,88) va chloroform (hing s6
dién moi 4,88) 1a hai dung mé1 khong phan cuec,
da cho hiéu suit chiét nho nhit so véi cac dung
moi khéac 6 ca mo hoa tring va don dd, do dé cé
thé so bo két luan rang cac hoat chat trong mo
hoa tring va don d6 tan ch yéu trong dung méi
phéan cuyec.

P6i v6i mo hoa tring, dung moi ethanol
70% (phan cuc protic v6i hang s6 dién moi
24,55) va dung mo1 acetone 100% (phén cuc
aprotic véi hang s6 dién méi 20,7) cho hiéu suat
tach chiét tuong duong (khéng cé su sai khac vé
mat thong ké). Mat khac, dung méi acetonitrile
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tuy cung thuéc nhém phén cuc aprotic nhung
cho hiéu su4t thap hon dang ké so véi dung moi
acetone.

Déi véi don dd, ethanol 70% (dung mdi phan
cuc protic v6i hang s6 dién méi 24,55) va
acetonitrile 100% (dung moi phan cuc aprotic
v6i hing s6 dién moi 37,5) cho hiéu suét chiét
cao nhit, 1an luot 1a 20,3% va 18,8%. C6 thé
thdy rang, tuy trong ctiing nhém phan cuc protic,

nuéc cat khong c6 kha nang hoa tan nhiéu hgp
chat trong don do bang ethanol 70%.

Nhu vay, c6 thé két luan ring dung méi
phan cuc cho kha niéng hoa tan cac hoat chat c6
trong mo hoa trang va don do6 cao hon dung méi
khoéng phan cuc, tuy nhién, hiéu suat chiét cao
khong phu thudc vao mtc d6 phan cuyc cua dung
moéi ma phu thudc vao cac ban chat khac cua
dung moi.

S
I‘ . ‘Pt-'%
B C E F

Hinh 1. Dich chiét ciy mé hoa trang thu duge tit cac loai dung méi khac nhau

A D

Ghi chi: A. Nuéc cat; B. Ethanol 70%; C. Chloroform; D. n-Hexane; E. Acetone 100%; F. Acetonitrile 100%
.4

&
| \ ,
! ! . !
A B D E F

Hinh 2. Dich chiét 1a cAy don d6 thu dugc tit cac loai dung méi khac nhau

C

Ghi chu: A. Nuéc cat; B. Ethanol 70%; C. Chloroform; D. n-Hexane; E. Acetone 100%; F. Acetonitrile 100%

Bang 1. Khéi lugng cao khé thu dugc tit bot khé mo hoa tring va don dé
khi st dung cac loai dung méi khac nhau (g)

Khéi lvong cao Loai dung moi

kho Nwéc cét Ethanol 70% Chloroform n-hexane Acetone 100% Acetonitrile 100%
Md hoa trang 4,37 581" 1,68° 1,66° 5,55° 3,05°
DPon dé 2,28° 4,07 1,44° 1,60° 2,44° 3,76°

Ghi chi: a, b, c, d trén cting mét hang chi ra su sai khac cé y nghia vé mt théng ké P < 0,05; Khoi Iuong bot kho ban ddu la 20 g
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35
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0
Nwdc cat Ethanol 70% Chloroform
m Mo hoa trdng

27,8
18,8
13,3
17,2
ii

n-Hexane Acetone 100%  Acetonitrile
100%
m Don dé

Hinh 3. Hiéu suat chiét mo hoa trang va don dé bang 6 loai dung moi

3.2. Kha niang tc ché in vitro vi khuian Xoo

cua cao dich chiét

D& c6 thé két luan chinh xac hon vé kha
ning cua ting loai dung moéi trong viéc hoa
tan cac hgp chat trong mo hoa tring va don dé
c6 tac dung tc ché vi khudn Xoo, ching to6i
tién hanh pha loang cao kho bang DMSO ¢
néng d6 100 mg/ml va tié€n hanh thd hoat tinh
bing phuong phap khuéch tan trén thach
(Bang 2 va Hinh 4). K&t qua vong v6 khuén do
duge cho thay cao khé dich chi€t mo hoa tring
tic ch& vi khuén Xoo t6t hon don dd & tdt ca
cac dung méi. Trong d6, cao kho dich chiét mo

Bang 2. Kha ning tc ché vi khuin Xoo
va don do thu duge tit cac 1

hoa tring st dung dung méi ethanol 70% cho
vong vo khuén vugt troi (28,50 mm). Ethanol
70% cling 12 dung méi t6t nhat cho cao kho
dich chiét don d6 véi duong kinh vong vd
khuén 14 21,00 mm.

St dung dung méi chloroform tuy cho hiéu
suat chiét cao khéng 1én, nhung cao kho thu
dudc c6 hoat tinh kha tét (vong vé khuén 27,00
mm v6i cao mo hoa tréng va 18,33 mm véi cao
don d6). Cao khé dich chiét st dung dung méi
acetone 100% c6 kha ning tc ché vi khuén Xoo
yéu nhat ¢ ca mo hoa tring va don dd, véi vong
v6 khuén 14n luot 14 17,33 mm va 11,83 mm.

cua cao kho dich chiét mo hoa tring
oai dung méi khac nhau

o o N Ndng do Puwong kinh vong vé khuén (cm)
Cao kho dich chiét str dung dung moi .
(mg/ml) Mo hoa tréng DPon dd

B/c DMSO N/c 0 0

Nuwéc cat 100 17,67 + 0,47 14,33 + 0,62
Ethanol 70% 100 28,50 £ 0,41 21,00+ 0,41
Chloroform 100 27,00 £ 0,41 18,33+ 0,47
n-Hexane 100 19,83 + 0,62 14,83 £ 0,24
Acetone 100% 100 17,33+0,24 11,83+ 0,24
Acetonitrile 100% 100 21,33 +0,47 18,00 + 0,82
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Hinh 4. Kha nang Gc ché& vi khuin Xoo cta cao khé dich chiét mé hoa tring
va don do (100 mg/ml) thu dugc tit cac dung méi khac nhau

Chii thich: A - Dia thit hoat tinh tic ché Xoo ciia cao kho dich chiét don dé; B - Dia thit hoat tinh tic ché Xoo ctia cao kho dich
chiét mo hoa tring; 0 - DMSO (dé1 ching); 1 - cao chiét bang nudc cat; 2 - cao chiét bing ethanol 70%; 3 - cao chiét bang
chloroform; 4 - cao chiét bing acetone 100%; 5 - cao chiét bang acetonitrile 100%

Két qua nay ctia chung tbi tuong dong véi
nghién c@u cia Nguyén Thanh Hai va Nguyén
Vian Thanh (2014 va 2016). Cac tac gia khing
dinh cao kho dich chiét than - ré mo hoa tréng
va 14 don @6 tit dung méi ethanol 70% cé tac
dung tic ché& in vitro t6t nhat d6i véi cac vi
khuén E. coli, Salmonella spp., Staphylococcus
spp. va Streptococcus spp. Dung moi acetone
cho cao khé dich chiét mo hoa tring c6 kha ning
tic ch& vi khudn y&u. Dung moéi chloroform cho
cao kho dich chiét don dé tc ché vi khudn kha
tot trong diéu kién thi nghiém. Nudc cat cling c6
thé lam dung méi thu cao 6 ca hai loai thuc vat,
tuy nhién hoat tinh cta cao khé dich chiét thu
duge khong bing cac dung méi hitu co khac.

Bén canh d6, két qud nghién c@u cua
Rahman et al. (2014) d6i v6i chi Xanthomonas
spp. cho thay, cao khé dich chiét cAy Poncirus
trifoliata Rafin cho dudng kinh vong vo khudn
bién déi tir 13,00 - 22,10 mm tuy ting loai vi
khuidn va ndéng d6 nghién ctu. Véi vi khuin
Xanthomonas oryzae thi dudng kinh vong vo
khuin dao dong tit 16,02 - 21,05 mm. Tac gia
Déng Huy Gidi va Nguyén Thanh Hai (2017)
tién hanh thi hoat tinh cta cao khé dich chiét
14 trau khéng véi hai chung vi khudn Xoo, két

1396

qua, cao kho dich chiét dung dung moéi ethanol
70% cho dudng kinh vong v6 khuén ti 21,33 -
23,33 mm, 16n hon vong vo khuén cia cao kho
dich chiét dung dung méi acetone 100% va n-
hexane. T két qua trén, ching téi quyét dinh
st dung cao khé dich chiét tit dung moi ethanol
70% ddi v6i mo hoa trang va don do cho cac thi
nghiém tié€p theo.

3.3. Kha nang tic ché vi khuan Xoo in vitro
cua cao mo hoa tring va don dé chiét xuit
bing ethanol 70% khi pha loing va khi
phéi tron véi dung dich nano bac

Trong thi nghiém nay, ching tbéi tién
hanh pha lodng cao kho dich chiét st dung
dung méi ethanol 70% dé xac dinh néng do
cao kho dich chiét nhé nhat van con kha nang
tc ch& vi khudn. Mat khac, néng d6 nano bac
nhoé nhat dude chiing minh ti két qua nghién
ctiu cua Pong Huy Gidi va Nguyén Thanh Hai
(2017) c6 kha nang tc ché& hoan toan 2 chung
vi khuén Xoo 12 6,25 ppm, do d6 ching toi tién
hanh danh gia kha nang tc ché& vi khuén caa
hén hop cao kho dich chiét c¢6 bd sung nano
bac v6i nong d6 1a 3,13 ppm (bang noéng do tc
ché& t&i thiéu).
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Bang 3. Kha nang @c ché vi khuan Xanthomonas oryzae pv. oryzae in vitro

cua cao mo hoa tring va don dé chiét xudt bang ethanol 70% khi pha loang

va khi phéi tron véi dung dich nano bac

Néng d6 dich chiét (mg/ml)

50,00 25,00 12,50 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,195 0,10
Mo hoa tréng
Cao khé dich chiét + + + + + + - - B} _
Cao kho dich chiét + nano bac + + + + + + + + - -
Dbon dé
Cao kho dich chiét + + + + + - - - ; B,
Cao khd dich chiét + nano bac + + + + + + ¥ - ; -

Ghi chii: (+): Quan sat thdy vong vo khuén; (-): Khong quan sat thdy vong vé khuan

3,13 mg/ml

A

12,50 mg/ml [

1,56 mg/ml 0,78 mg/ml

B

Hinh 5. Pia tht kha nang tc ché vi khuan Xanthomonas oryzae pv. oryzae

in vitro ciia cao mo hoa tring va don d6 chiét xuat bang ethanol 70% khi pha loang

Chii thich: A - Dia thit hoat tinh tic ché Xoo ctia cao khé dich chiét mo hoa trdng,
B - Pia thut hoat tinh tic ché Xoo ctia cao khé dich chiét don do.

Két qua cho thay, nong do cao kho dich chiét
mo hoa tring thap nhat van c6 kha nang tc ché
chting vi khuén thi nghiém 14 1,56 mg/ml, véi don
d6 nong do tic ché t6i thiéu phai tang 1én dén 3,13
mg/ml (Bang 3, Hinh 5). Két qua c6 su khac biét
so v6i két qua nghién ctiu cia Nguyén Van Thanh
& cs. (2016) khi st dung cao kho dich chiét don d
dé tic ché mot s6 vi khuan Staphylococcus spp. va
Streptococcus spp., trong d6, néng d6 tc ché toi
thiéu cta dich chiét don do tid dung moi
chloroform dugc két luan 1a 0,195 mg/ml. Diéu nay
¢6 thé giai thich 1a do kha ning chéng chiu khac
nhau ctia méi loai vi khuén.

Két qua thi nghiém ciing cho thdy cao kho
dich chiét thyc vat khi phéi tréon véi nano bac cho

hiéu qua tc ché& Xoo t6t hon. Cu thé, cao kho dich
chiét mo hoa tring & nong do 0,39 mg/ml va cao
khé dich chiét don dé & néng d6 0,79 mg/ml bd
sung nano bac 3,13 ppm da c6 thé tc ché vi
khuédn. Két qua nay tuong déng véi nghién ctu
cua Pong Huy Gidi va Nguyén Thanh Hai (2017)
vé viéc phol tron nano bac véi cao khé dich chiét 1a
trau khong dé tc ché vi khuan Xoo in vitro.

3.4. Kha niang tic ché vi khuan Xoo cua cac
ché& pham trong diéu kién in vivo

Két qua cta cac thi nghiém trén cho thay,
cao kho dich chiét mo hoa tring va don dé c6
kha nang tc ché vi khudn Xoo trong diéu kién in
vitro va phat huy hiéu qua t&t hon khi phéi tron
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cuing nano bac. Muc dich ctia thi nghiém nay la
khao sat va kiém chiing kha ning tc ché caa céc
ch& phdm néi trén véi vi khudn Xoo trong diéu
kién in vivo. TU cac két qua thu dudc 6 cac thi
nghiém 3.2 va 3.3, 6 cong thic thi nghiém duge
Iya chon va trinh bay trong bang 4 va hinh 6.

Két qua thu dude cho thdy, chung vi khudn
Xoo 07 trong thi nghiém c6 kha ning giy bénh
cao d6i véi gidhg lda IR24. O cong thtc doi
chiing khi chi phun nuéc cit sau 20 ngay lay
nhiém, chiéu dai vét bénh dat 15 cm, 14 laa
khoéng con miu xanh va mat kha ning quang
hop (Hinh 6). Theo tiéu chudn danh gia thi
giong IR24 da nhiém ning v6i bénh bac 14 laa
ching 07.

Kasugamycin - hoat chat chinh cta thuéc
bao vé thuc vat Ankamycin - 14 khang sinh
chiét xuat tit su 1én men ctia n&m Streptomyces
kusagaensis, chuyén tri dao 6n va bac la laa,
hién nay van dang dudc coi 12 mot trong nhiing
thudc khang sinh c6 hiéu qua véi Xoo, do dé dudge
dung trong thi nghiém lam d6i chiing am. Cé
thé thay chiéu dai vét bénh trong CT6 giam di
nhiéu so véi ddi chting la nuée (ti 15,00 cm
xuéng con 1,50 cm). Bon coéng thiic (CT2-5) su
dung ch& phim déu lam giam kha ning gy

b
3
@
3
3

CT1 CT2 CT3

bénh bac 14 cia ching vi khuan 07. Khi st dung
dich chiét mo hoa tring 3,13 mg/ml dé phun,
chiéu dai vét bénh da gidm xudng 7,17 cm, con
dich chiét don dé & cing néng do gitp bénh chi
nhiém & mtc trung binh (vé&t bénh dai 9,10 cm).
Céng thiic st dung cao khé dich chiét mo hoa
trang phéi tréon nano bac cho két qua tc ché vi
khuén rat kha quan, chiéu dai vét bénh giam di
rd rét so véi d6i chiing (tu 15,00 cm xuéng con
4,40 cm). Nano bac ciing gitp dich chiét don do
tang hiéu qua tc ché bénh.

Theo nghién ctu ctia Jabeen (2011), dich
chiét 3 loai cdy Terminalia chebula, Amomum
subulatum, Thuja orientalis déu cho kha ning
tc ché vi khudn bac 14 trong diéu kién in vivo,
chiéu dai vét bénh déu nho hon so véi d6i chiing.
Dich chiét 14 cAy Terminalia chebula cho két
qua t6t nhat, véi kha niang kiém soat bénh bac
14 tang 83,25% so véi d61 chiing. Ciing theo
nghién ctu nay khi tng dung dién réng trén
canh dong thi dich chiét cay Terminalia chebula
cho ké&t qua rat kha quan. Dich chiét 1a trau
khong (Piper beetle) theo nghién ctiu ctia Déng
Huy Giéi va Nguyén Thanh Hai (2017) ciing
dude ching minh kha nang kiém soat bénh tot
trong thi nghiém chiu vai.

CT4 CT5 CT6

Hinh 6. Kich thuéc vét bénh bac la trén giong lta IR24 sau 20 ngay lay nhiém

Chii thich: CT1 - nudc cat (doi chiing); CT2 - dich chiét mo hoa tring néng dé 3,13 mg/ml; CT3 - dich chiét don dé néng do 3,13
mg/ml; CT4 - hén hop dich chiét mo hoa tring néng do 3,13 mg/ml va nano bac nong do 3,13 ppm; CT5 - hén hgp dich chiét
don dé nong do 3,13 mg/ml va nano bac néng do 8,13 ppm; CT6 - thuéc bao vé thuc vat Ankamycin 80SL
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Bang 4. Kich thuéc vét bénh bac 1a trén giong laa IR24 sau 20 ngay lay nhiém

CT1 CT2 CT3 CT4 CT5 CT6
Chiéu dai vét bénh (cm) 15,00 £ 0,82 7,17 £1,03 9,10 £ 0,85 4,40 £ 0,43 7,03+0,21 1,50 £0,41
Ti lé cay nhi&m bénh (%) 100 41,33 66,12 31,25 40,66 29,75
banh gia kha nang khang bénh S R M R R R

Chii thich: S-nhiém, M-nhiém vira, R-khang

Két qua nghién ctiu cua chiing t6i va mot s6
tac gia noi trén da khang dinh kha ning tc ché
vi khuéin Xoo in vitro va kiém soat bénh bac 1a
trong diéu kién thi nghiém in vivo ctia dich
chiét than - r& mo hoa trdng va la don dd.
Nhiing diéu nay mot 1an niia chting minh tinh
kha thi cho viéc c¢6 thé st dung cac hop chat
thién nhién, khéng ddc hai thay thé thudc bao
vé thuc vat héa hoc nhim giam thiéu 6 nhiém
mdi trudng, dam bao an toan thuc phim vi stic
khde cong ddong, qua d6 phat trién mot nén noéng
nghiép sach va bén viing.

4. KET LUAN

Cao khd dich chiét 1la
(Excoecaria cochinchinensis Lour.) va than ré

cay don dd

cay mo hoa tréng (Clerodendron fragrans Vent.)
st dung 6 loai dung méi khac nhau déu co kha
nang tc ché in vitro chung vi khuan Xoo 07 gay
bénh bac 14 lda. Cao khé dich chiét 6 néng do
100 mg/ml st dung dung méi ethanol 70% cé
hoat tinh tc ché vi khudn Xoo t6t nhat, dudng
kinh vong v6 khudn 1an lugt 1a 28,50 + 0,41 cm
(mo hoa tring) va 21,00 + 0,41 cm (don do). Khi
pha loang, cac dich chiét nay van c6 tac dung tc
ché in vitro d6i v6i chting vi khuan Xoo 07. Nong
do tc ché vi khudn t6i thiéu (MICp) cia cao
dich chiét mo hoa tring st dung dung moéi
ethanol 70% 14 1,56 mg/ml va ctia don dé 1a 3,13
mg/ml; néng dd nay con giam xudng tuong Gng
14 0,39 mg/ml va 0,78 mg/ml khi dugc phéi tron
v6i nano bac 3,13 ppm. Cao khé dich chiét mo
hoa tring néng d6 3,13 mg/ml, hdn hgp cao kho
dich chiét mo hoa tring hoac don d6 néng do
3,13 mg/ml véi nano bac 3,13 ppm déu c6 kha
ning lam giam mic do6 giy bénh bac 1a cua
ching vi khuén Xoo 07 ti mtc nhiém xudéng
mtc khang khi thii nghiém trén giéng lia IR24.

LOI CAM ON

Nghién ctiu nay dude thuc hién véi su hd trg
mét phan kinh phi ti quy hoc béng VNUA-
Monsanto.

Chung t6i xin gui 16i cam on dén Trung tam
Bao ton nguén gen, Hoc vién Nong nghiép Viét
Nam da cung c&p vi khudn Xanthomonas oryzae
pv. oryzae va B6 mon Sinh hoc, Khoa Céng nghé
Sinh hoc, Hoc vién Néng nghiép Viét Nam da
cung cip nano bac cho nghién ctiu. Ching t6i
cling gui 10i cam on téi cac sinh vién Vi Thi
Quynh Nga, Nguyén Thi Thuong va Nguyén
Vian Tinh ctia Khoa da gitdp d6 trong qua trinh
thuc hién mot s6 thi nghiém dé hoan thanh
nghién ctu.
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