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TOM TAT

Nghién ctru kha ning phong trir sau xanh bwém trang (Pieris rapae) dwoc tién hanh véi cac mau
dich chiét ttr 10 loai thwe vat khac nhau. Dich chiét tir 14 va qua xoan non, hat gac, hat hoe gia va qua 6t
¢6 hoat tinh gay ngan an rat manh déi véi sau. Dich chiét tir 1a kinh gi&i, hat hoe non, hing qué ciing c6
hoat tinh manh. Hoat tinh gay ngan an cho sau cuia hat gac va hat hoe dwoc xac dinh cé thé do protein
rc ché trypsin (Tls). Dich chiét tir qua &t c6 hoat tinh diét sau rat manh. Hoat tinh diét sau cta dich chiét
hat hoe gia, la xoan va hat gic kha cao va ting manh khi phun cho sau da bj phun dich 6t lodng.

Tir khéa: Hoat tinh diét sau, hoat tinh trc ché trypsin, Pieris rapae, thudc trir sau sinh hoc.

SUMMARY

An investigation on killing and antifeedant effects on Pieris rapae larvae of extracts from 10
different potential plant species was carried out. The extracts from leaves and immature fruits of Melia
azedarach, mature Momordica cochinchinensis seeds, mature Sophora japonica seeds, Capsicum
annuum fruits were found to have very strong antifeedant activities. The extracts from leaves of
Elsholtzia ciliate, Ocimum bacilicum and young seeds of Sophora japonica exhibited a moderate
antifeedant activities. Antifeedant activities of seeds of Momordica cochinchinensis and Sophora
japonica might be attributable to trypsin inhibitors. The extracts from fruits of Capsicum annuum had
a very strong killing effect on the insect. Pieris rapae - killing effects of extracts from Sophora
japonica mature seeds, Melia azedarach leaves, and Momordica cochinchinensis seeds were quite
strong, and the activities were enhanced when the 3 extracts were applied on Pieris rapae larva
previously sprayed with the diluted Capsicum annuum fruit extracts.

Key words: Antifeedant activities, bio-pesticide, Pieris rapae, plant extracts, trypsin inhibitory
activity.

hai rau ho hoa thap tu (cruciferous

1. DAT VAN DE

Sau va cac sinh vat gy hai la nhiing tac
nhan han ché& dang ké ning suit ciy trong
trén khip thé gidi. Cac nha khoa hoc udc
tinh, hang ndm thiét hai mua mang do siu
hai 1én d&n 30% va con cao hon 6 cac nudc
dang phat trién (Thomas va Waage, 1996).
Sau xanh buém tring (Pieris rapae L.) cung
v6l sau to (Plutella xylostella L.) va séu
khoang (Spodoptera litura F.) 14 nhiing sdu

vegetables) cht1 y&u trén toan thé gidi, ching
c6 thé gy ra ton that tit 90-100% mua mang
(Talekar va Shelton, 1993). Viéc st dung
thudc trit sdu hoa hoc thuong giy tac hai 16n
dén stic khoé con ngusi, pha vd can bang
sinh thai; va dic biét, né con thic ddy qua
trinh tién hoa theo hudéng khang thudc tri
sau 6 cac loai sau bénh (Roush, 1997). Chinh
vi vay, viéc tim ra cac thudc trit sdu sinh hoc
than thién v6i moéi trudng, it anh hudng dén
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hé sinh thai, khéng c6 tac hai dén stic khoé
ctia con ngudi da dugc dat ra.

Céac nghién ctu nham kiém soat sdu hai
tap trung vao 3 hudéng chinh: nghién citu st
dung cac vi khudn, virat, ndm bénh 1a thién
dich ctia méi loai sdu bénh; nghién ctiu san
xuét cac protein doc cho sau hai va con trung
tir vi khuén, nhu Bt ti Bacillus thuringensis
(Tabashnik, 1994); nghién ctGu tao ra cac
thudc tru sau hai tit protein va cac hop chat
thi sinh cta thuc vat nhu cac protein tc ché
enzyme tiéu hoa (PPIs) t&¥ mot s loai hat
(Pham Thi Tran Chau va cs., 2000) hay
azadirachtin va cac chat c6 trong dich chiét

la va hat cdy =xoan An D6 (Azadirachta
indica) (Amadioha, 2000; Ducng Anh Tuén,
2002; Montes-Molina va cs., 2008). Nudc ta
c6 ngudn tai nguyén thuc vat phong phi va
da dang, nhiéu loai cay da dugc dung lam
thuoc chiia bénh (D6 Tat Loi, 2006). Kha
nang khang khuén va khang sau bénh cua
mot sd cay thudc cling da dudc cac nha khoa
hoc nuéc ta khao sat va nghién ctu (LLé Doan
Lién va cs., 2000; LLé Thi Lan Oanh va cs.,
2000; Pang Xuin Nghiém, 2002). Tuy nhién,
s6 lugng nhiing nghién ctu d6 con rat it 61 so
v6i tiém nang tng dung thuc vat lam thudc
trit sau sinh hoc & nuéc ta.

Nghién ctiu nay duge thuc hién dé khao
sat hiéu luc diét va gdy ngan &n cia mot s6
dich chiét tit cac thuc vat tiém ning, nhiing
thuc vat it bi sau hai, déi v6i sdu xanh buém
trang (Pieris rapae), siu hai ho rau thap tu
phé bién hién nay.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu
Cac mau thuc vat gom 1a bach dan, hing
qué, kinh giéi, trau khong, tia td, xoan; hoa
cic van tho; qua 6t, xoan non; hat géic, hat
hoé gia va non dugc thu hai tit cac dia phuong
J ngoai thanh Ha No6i (Bang 1). Rau cai céac
loai duge mua ti cdc vudn rau sach khéng
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phun thuéc trit sdu. SAu xanh buém tring
(Pieris rapae) trong khoang do tudi 2 - 4 duge
thu mua ti cac cht vuon rau sach tai Van
Néi, Dong Anh, Ha Nai.

2.2. Chuén bi dich chiét tir thuc vat

MaAu 14, hoa va qua cua thuc vat dugc
ria sach va nghién nhé bang may xay sinh
t6 con mau hat gia duge sdy kho 6 30°C va
nghién thanh bot bang céi chay sd. Sau do
cac mau da nghién dude b6 sung nude (hoic
dém Sorensen 0,133M, pH 7,6 v6i mau hat)
theo ti 16 vé khéi luong 1la 1 miu: 3
nuéc/dém. Phan ba thuc vat dudc loai bd
khéi dung dich bang ly tam 6 4°C, toc do
12.000 vong/phit. Dung méi khac duge bo
sung theo ti1& nhu trén va dugc 1am bay hoi
hoan toan bang may minvac (Genevac,
Ipswich, England) 6 30°C. Sau d6 cac chat
khong bay hoi duge hoa tan lai trong nudc
theo tilé 1:3 nhu ban dau.

2.3. Khao sat hiéu lyc tiéu diét va gay

ngan an cho sau

Hiéu luc gdy ngan &n cta cac dich chiét
d61 véi sau dude x4c dinh theo phuong phép
cai tién tu phuong phap “leaf disc no-choice”
(Kubo va Nakanishi, 1977). Dién tich 14 bi
an trong anh chup duge tinh bang phan mém
Compu Eye (Bakr, 2005). La bap cai
(Brassica oleracea) cung d6 tudi dugc cét
thanh miéng hinh chit nhat véi kich thudec
bing nhau (5 x 7 cm). L& dung dé cho siu dn
dude nhiing vao cac miu dich chiét (mau doi
chting nhing vao nudc) va dé rao trude khi
cho vao trong cac hop c6 16t gidy 4m va tha
10 ca thé sdu vao mdi hop. Hiéu luc gay
ngan in sau 24 gio dudc tinh bang céng thiic
cai tién ctia Bently va cs. (1984): hiéu luc gay
ngan an = [(C-T)/C]x100, trong d6 C la dién
tich 14 bi &n 6 mau d6i chiing con T 1a dién
tich 14 bi 4n 6 mau da xt 1y dich chiét. Moi
mau thi nghiém dugc 1ap lai 5 1an.

Hiéu luc diét sau cta cac dich chiét dudgc
xac dinh sau 12 gid cua moéi lan trong 4 lan
phun cac dich chiét 1én ca sdu va 1a cai bép,



Nguyén Ngoc Hoa, Pinh Thi Phuong, Nguyén Van Du, Luu Thi Phuong, Nguyén Thi Cam Chéu ...

mdi 1an cach nhau 12 gid. Luong dich phun
mbi 1an cho mét dia 14 c6 chita sdu 10 ca thé
sau c6 dién tich (6 x 10 cm) 1a 2 ml. M6i mau
thi nghiém dugc 1ap lai 3 1an.

2.4. Khao sat kha ning Gc ché trypsin
ctia cac mau dich chiét

Khao sat hoat tinh {c ché trypsin cua
cac mau nghién ctu bing phucng phap
khuyéch tan dia thach agar 1,5% véi co chat
la casein 0,1%.

Dung dich cidn nghién ctiu va dung dich
trypsin 0,025 mg/ml dudc hoa tan v6i nhau
theo ty 1& 1:1, 41 10 phit § nhiét d6 phong,
nhé 20 ul dung dich nay vao méi giéng thach,
U & 35,5°C trong 4 gid. O giéng déi chiing,
thay mau bang nuéc cit. Nhuém mau bang
amido black 10B 0,1% trong dung dich
methanol, acid acetic, nudc cat theo ty 1é& 3:
1: 6. T4y bang dung dich pha amino black.

2.5. Tach phan doan protein trong hat
bang sic ky trao déi ion, tham tich
va dién di SDS-PAGE

Protein trong hat dudc tach phén doan

bing sfc ky trao déi ion DEAE sephadex
A25 hoidc thadm tich qua mang Spectra/pord
v6i kich thuée 16 tir 10 dén 12 kDa. Cac mau
protein hat hoe téng s6 va trong cac dinh séc
ky duge dién di SDS-PAGE 3 16p (4, 10 va
16,5%) theo phuong phap cta Schgger va
von Jagow (1987).

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Hiéu lyc gay ngan an cho sau

Két qua khéo sat hiéu luc gy ngan &n
cua cac mau dich chiét tu 10 loai thuc vat
duoc thé hién trong bang 1. Hau hét cac
mAau dich chiét déu lam giam dang ké stc
an la bap cai caa sdu xanh. Cac mau dich
chiét ti quéd non va la xoan, hat hoe gia, hat
géc (chiét bang dém Sorensen) va qua 6t c6
hoat tinh gy ngan an rdt manh (I16n hon
80%). Mau dich chiét tit hat gic (chiét bang
dau dau nanh) hat hoe non, 14 kinh giéi va
hung qué gdy ngan #n kha manh (trén
50%), va cac mau con lai c6 hoat tinh yé&u
(duéi 50%).

Bang 1. Hiéu luc gAy ngan an véi siu xanh buém tring clia cac mau dich
chiét tit thuc vat

Loai thwe vat

Dung méi/dém Hiéu lwc gay ngan an

TT

Tén Viét Tén la tinh B6 phan dwoc dung (%)
1 Bach dan Eucalyptus tereticornis La H,0 22,2454
2 Cuc van tho Tagetes patula L. Hoa H,O 37,817,6
£ Momordica cochinchinensis (a) Bém Sorensen/ 94,0+2,5/
H .
3(ab) Gac (Spreng) at (b) dAu dau nanh 75,4472
4 . . i Hat non Pém Sorensen 65,616,2
Hoe Sophora japonica L. N N
5 Hat gia Pém Sorensen 82,4151
6 Hung qué Ocimum bacilicum L. La H,O 64.0+6,7
7 Kinh gi&i Elsholtzia ciliate (Thunb.) La H.O 65,848,2
. . . (a) H20/ 86,0+6,0/
8(a,b) Ot Capsicum annuum L. Qua (b) dAu dau nanh 3,542
9 Tia to Perilla frustescens L. La H.O 6,6+2,7
10 Trau khong Piper betle L. La H,O 7,2+1,9
11 Quanon H,O 98,8+1,3
(a) H.O/ 99,0+0,7/
12 Xoan Melia azedarach L. i (b) acetone/ 94,4423/
La A P re
(a,b,c,d) (c) cdn tuyét abi/ 93,4+2,1/
(d) d&u dau nanh 81,615,0
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Cac chat ngan can con trung néi chung
va sau xanh néi riéng an thuc vat cé trong tat
ca cac nhém hgp chat thi sinh chinh ti thuc
vat nhu cac alkaloid, phenolics va terpenoid,
trong d6 dudc biét dén nhiéu nhat la cac
triterpene tit cdy neem (Azadirachta indica)
(Frazier, 1986; Isman, 2002). Xoan ta c6 ho
hang gan giii v6i cdy neem, da dugc st dung
rong rai dé bao ché& thude trit sdu sinh hoc,
nén c6 thé phong doan tac dung gy ngan an
manh cta né ciing do ho hgp chat thd sinh
terpenoid. Phong doan nay phu hop véi két
qua gdy ngan an cua dich chiét xoan bang
nhiéu dung mo6i khac nhau bdi vi cac
terpenoid vita c6 thé tan trong nudc lai vira c6
thé tan t6t trong dau va cac dung moi khong
phan cuc khéc. Tuy vay, chat gdy ngan én cho
sau xanh trong mau dich chiét 6t lai c6 ban
chat 1a chat tht sinh khong tan trong chit
béo ma tan tét trong nuéc. Hoat tinh gay
ngan an cta dich chiét hat hoe va hat gic déu
rét cao va c6 thé do cac chat tic ché proteinase
(PPI) gdy ra (Pham Thi Tran Chiu va cs.,
2000; Pang Xuan Nghiém, 2002). Hat non
thuong c6 ham lugng PPI thdp hon hat gia
nén c6 thé hat hoe gia c6 hoat tinh gy ngan
an manh hon. Tuy nhién, vai trd ctia cac hgp
chat thi sinh khac trong dich chiét hai loai
hat nay can dugc khao sat riéng.

3.2. Hiéu lyc diét su xanh

Céan ct vao két qua cta thi nghiém xac
dinh kha ning giy ngan an, hiéu lyc diét
sdu xanh dugec xac dinh trong nhiing thi
nghiém riéng ré 3 lan lip lai song song cho
mdi mau dich chiét tiém nang nhat. T4t ca
cac mau trong thi nghiém nay déu dugc chiét
bang nudc cat hoic dém Sorensen nhu trong
bang 1 va dudc pha loang 5 1an (Hinh 1).

Két qua cho thay, dich chiét tir qua 6t c6
kha ning diét sdu xanh manh nhat, dat
100% chi sau 12 gié phun, trong khi chi cé
khoang 27% sau bi diét sau 48 tiéng véi 4
lan phun bang dich chiét tit hat hoe gia.
Dich chiét tit 14 xoan tuci va tit hat gic co6
kha ning diét sau tuong duong nhau, dat
khoang 53% sau 4 lan phun. Két qua déi véi
dich chiét tir hat g&c phu hop véi nghién ciu
cia Pham Thi Tran Chau (2000). Thu
nghiém tiép véi dich chiét ti qua 6t cho thay
véi néng do pha loang 30 l1an thi chi khoang
30% sau xanh chét trong 48 gid. S6 sau 70%
song sét sé hdi phuc néu cho &n rau bap cai
khong phun thudc, nhung néu cho chiing &n
14 rau da phun mot trong 3 dich chiét con lai
da pha loang 5 1an thi t4t ca sé chét sau 24
gio. K&t qua nay goi y vé mot tac dung cong
hudng trong viéc diét trit sAu xanh khi phoi
tron cac dich chiét néi trén.
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Hinh 1. Hiéu lyc diét sAu xanh buém tring ctia bon dich chiét
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3.3. Hoat tinh tc ché€ trypsin

Nhim nghién cttu méi lién hé gitia hoat
tinh tc ché trypsin ciia cac mau dich chiét véi
kha nang giy ngan &n va tidu diét déi véi sau
xanh, thi nghiém da dudc tién hanh véi tat ca
cac mau dich chiét. K&t qué cho thay chi cé 2
mau dich chiét tit hat hoe (non va gia) va dich
chiét ti hat géc tic ché hoan toan hoat tinh
phan gidi casein cta trypsin (Hinh 3).

Dich thdm tich da phan tach cac phan
td nhd hon 10 kDa khéi cac phan ti 16n hon

dugc tht hoat tinh tc ché trypsin va hoat tinh
gdy ngan an cho sau xanh thi két qua chi
phan dich chiét c6 hoat tinh tc ché trypsin
méi gay ngan an cho sau. Két qua sic ky trao
d6i ion DEAE Sephadex A25, dién di
SDS_PAGE va thadm tich véi ca hai mau dich
chiét cho thay chat tc ché trypsin (TI) 6 hat
hoe ¢6 kich thude 16n hon 10 kDa (Hinh 2, 3,
4) con TI trong hat géc c6 kich thuéc nhd hon
10 kDa nhu da dugce cong bd (Pham Thi Tran
Chau, 2000; Lé Trong Quang va cs., 2003).

3.5+

0D280

Séc ky trao dbi ion DEAE Sephadex A25 miu protein hat hoe

[NaClI] mol/lit]
T 25

+ 15

—=— 0OD280
———[NaCl]

41

+ 0.5

t t t t t t t t t t t t t t t t t t
1 1" 21 31 4 51 61 7 81 91 101 111

Phan doan

Hinh 2. D6 thi sic ky trao d6i ion DEAE Sephadex A25 mau protein tong sé ciia hat hoe gia
Cot gel c6 kich thude 1,3 x 25 cm. MAu 1én cot 14 2 ml. Thé tich mdi phan doan 1a 2 ml.
Téc d6 chay ra cia dém mau 1a 0,3 ml/phit. Cac protein bam trén cot dude ddy ra
bing dém c6 nong do NaCl tang dan

Hinh 3. Khao sat hoat tinh tic ché trypsin bang phuong phap khuyéch tan dia thach

T4t ca cac giéng déu c6 nhd trypsin ciing véi: 1- dich chiét hat hoe non; 2- d&m Sorensen;

3- dich chiét hat hoe gia; 4- dich chiét hat gic va cac dinh protein sau khi qua cot DEAE
Sephadex A25; 5- phan doan 3; 6- phin doan 12; 7- phin doan 20; 8- phin doan 22; 9- phan
doan 30; 10- phan doan 32; 11- phén doan 45; 12- phan doan 62; 13- phén doan 68; 14- phan

doan 72; 15- phan doan 86; 16- phan doan 104

539



Nghién ctru kha nang tiéu diét va gay ngan &n ddi véi sau xanh bwdm trang (Pieris rapae)...

- -

4 o

Hinh 4. Dién di SDS-PAGE

1- protein téng s6 hat hoe , 2- phan tan cta protein hat hoe gia nhiét & 85°C trong 1 gid,
3- phan doan 20, 4- phin doan 22, 5- phan doan 30, 6- phin doan 32, 7- phin doan 86, 8- BSA

Két qua dién di SDS-PAGE (Hinh 4) va
két qua khao sat hoat tinh tc ché trypsin
(Hinh 3) cho thay 4 dinh TI c6 thé da dugc
phan tach tét ngay ban dau, khi chua cho
NaCl, khoi nhiing protein con lai cia hat hoe
ma phéan 16n chi bi ddy ra bdi néng d6 NaCl
0,5 M. Viéc c6 4 dinh TT (Hinh 2) véi cung tdc
do di dong dién di da ctng c6 kha nang cé
nhiéu hon mot TI cung khéi lugng phan tu
trong hat hoe nhu két qua cong bd cua Lé
Trong Quang va cs. (2003).

4. KET LUAN

Dich chiét tu 14 va qua xoan non, hat
géc, va hat hoe gia c6 hoat tinh gy ngan an
rat manh (trén 80%) d61 v6i sAu xanh buém
trang. Dich chiét tit 14 kinh gidi, hat hoe non,
hing qué c6 hoat tinh gdy ngan &n manh
trén 50%.

C6 thé tinh sach cac TI tit hat hoe chi
bing sic ky trao d6i ion DEAE Sephadex A25.

Hoat tinh g4y ngan #n cho siu xanh cta
hat géc va hat hoe c6 thé 1a do cac protein tc
ché proteinase tao ra.
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Dich chiét tit qua 6t c6 hoat tinh diét
sau rat manh. Hoat tinh diét siu ctua dich
chiét hat hoe gia, 14 xoan va hat gic kha cao
va tdng manh khi phun cho sdu da bi phun
dich 6t loang.

L&i cam on
Cong trinh nay duge thuc hién nhd kinh
phi ctia Du an Viét-Bi (CUI Project) cap cho
hai dé tai c6 lién quan do TS. Pang Xuan
Nghiém lam chti nhiém.
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TÓM TẮT



Nghiên cứu khả năng phòng trừ sâu xanh bướm trắng (Pieris rapae) được tiến hành với các mẫu dịch chiết từ 10 loài thực vật khác nhau. Dịch chiết từ lá và quả xoan non, hạt gấc, hạt hòe già và quả ớt có hoạt tính gây ngán ăn rất mạnh đối với sâu. Dịch chiết từ lá kinh giới, hạt hòe non, húng quế cũng có hoạt tính mạnh. Hoạt tính gây ngán ăn cho sâu của hạt gấc và hạt hòe được xác định có thể do protein ức chế trypsin (TIs). Dịch chiết từ quả ớt có hoạt tính diệt sâu rất mạnh. Hoạt tính diệt sâu của dịch chiết hạt hòe già, lá xoan và hạt gấc khá cao và tăng mạnh khi phun cho sâu đã bị phun dịch ớt loãng.


Từ khóa: Hoạt tính diệt sâu, hoạt tính ức chế trypsin, Pieris rapae, thuốc trừ sâu sinh học.


SUMMARY


An investigation on killing and antifeedant effects on Pieris rapae larvae of extracts from 10 different potential plant species was carried out. The extracts from leaves and immature fruits of Melia azedarach, mature Momordica cochinchinensis seeds, mature Sophora japonica seeds, Capsicum annuum fruits were found to have very strong antifeedant activities. The extracts from leaves of Elsholtzia ciliate, Ocimum bacilicum and young seeds of Sophora japonica exhibited a moderate antifeedant activities. Antifeedant activities of seeds of Momordica cochinchinensis and Sophora japonica might be attributable to trypsin inhibitors. The extracts from fruits of Capsicum annuum had a very strong killing effect on the insect. Pieris rapae - killing effects of extracts from  Sophora japonica mature seeds, Melia azedarach leaves, and Momordica cochinchinensis seeds were quite strong, and the activities were enhanced when the 3 extracts were applied on Pieris rapae larva previously sprayed with the diluted Capsicum annuum fruit extracts.

Key words: Antifeedant activities, bio-pesticide, Pieris rapae, plant extracts, trypsin inhibitory activity. 

1. §ÆT VÊN §Ò


S©u vµ c¸c sinh vËt g©y h¹i lµ nh÷ng t¸c nh©n h¹n chÕ ®¸ng kÓ n¨ng suÊt c©y trång trªn kh¾p thÕ giíi. C¸c nhµ khoa häc ­íc tÝnh, hµng n¨m thiÖt h¹i mïa mµng do s©u h¹i lªn ®Õn 30% vµ cßn cao h¬n ë c¸c n­íc ®ang ph¸t triÓn (Thomas vµ Waage, 1996). S©u xanh b­ím tr¾ng (Pieris rapae L.) cïng víi s©u t¬ (Plutella xylostella L.) vµ s©u khoang (Spodoptera litura F.) lµ nh÷ng s©u h¹i rau hä hoa thËp tù (cruciferous vegetables) chñ yÕu trªn toµn thÕ giíi, chóng cã thÓ g©y ra tæn thÊt tõ 90-100% mïa mµng (Talekar vµ Shelton, 1993). ViÖc sö dông thuèc trõ s©u ho¸ häc th­êng g©y t¸c h¹i lín ®Õn søc khoÎ con ng­êi, ph¸ vì c©n b»ng sinh th¸i; vµ ®Æc biÖt, nã cßn thóc ®Èy qu¸ tr×nh tiÕn ho¸ theo h­íng kh¸ng thuèc trõ s©u ë c¸c loµi s©u bÖnh (Roush, 1997). ChÝnh v× vËy, viÖc t×m ra c¸c thuèc trõ s©u sinh häc th©n thiÖn víi m«i tr­êng, Ýt ¶nh h­ëng ®Õn hÖ sinh th¸i, kh«ng cã t¸c h¹i ®Õn søc khoÎ cña con ng­êi ®· ®­îc ®Æt ra.


C¸c nghiªn cøu nh»m kiÓm so¸t s©u h¹i tËp trung vµo 3 h­íng chÝnh: nghiªn cøu sö dông c¸c vi khuÈn, virót, nÊm bÖnh lµ thiªn ®Þch cña mçi loµi s©u bÖnh; nghiªn cøu s¶n xuÊt c¸c protein ®éc cho s©u h¹i vµ c«n trïng tõ vi khuÈn, nh­ Bt tõ Bacillus thuringensis (Tabashnik, 1994); nghiªn cøu t¹o ra c¸c thuèc trõ s©u h¹i tõ protein vµ c¸c hîp chÊt thø sinh cña thùc vËt nh­ c¸c protein øc chÕ enzyme tiªu ho¸ (PPIs) tõ mét sè lo¹i h¹t (Ph¹m ThÞ Tr©n Ch©u vµ cs., 2000) hay azadirachtin vµ c¸c chÊt cã trong dÞch chiÕt l¸ vµ h¹t c©y xoan Ên §é (Azadirachta indica) (Amadioha, 2000; D­¬ng Anh TuÊn, 2002;  Montes-Molina vµ cs., 2008). N­íc ta cã nguån tµi nguyªn thùc vËt phong phó vµ ®a d¹ng, nhiÒu lo¹i c©y ®· ®­îc dïng lµm thuèc ch÷a bÖnh (§ç TÊt Lîi, 2006). Kh¶ n¨ng kh¸ng khuÈn vµ kh¸ng s©u bÖnh cña mét sè c©y thuèc còng ®· ®­îc c¸c nhµ khoa häc n­íc ta kh¶o s¸t vµ nghiªn cøu (Lª Do·n Liªn vµ cs., 2000; Lª ThÞ Lan Oanh vµ cs., 2000; §Æng Xu©n Nghiªm, 2002). Tuy nhiªn, sè l­îng nh÷ng nghiªn cøu ®ã cßn rÊt Ýt ái so víi tiÒm n¨ng øng dông thùc vËt lµm thuèc trõ s©u sinh häc ë n­íc ta.


Nghiªn cøu nµy ®­îc thùc hiÖn ®Ó kh¶o s¸t hiÖu lùc diÖt vµ g©y ng¸n ¨n cña mét sè dÞch chiÕt tõ c¸c thùc vËt tiÒm n¨ng, nh÷ng thùc vËt Ýt bÞ s©u h¹i, ®èi víi s©u xanh b­ím tr¾ng (Pieris rapae), s©u h¹i hä rau thËp tù phæ biÕn hiÖn nay.

2. VËT LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P 
      NGHI£N CøU


2.1. VËt liÖu


C¸c mÉu thùc vËt gåm l¸ b¹ch ®µn, hóng quÕ, kinh giíi, trÇu kh«ng, tÝa t«, xoan; hoa cóc v¹n thä; qu¶ ít, xoan non; h¹t gÊc, h¹t hoÌ giµ vµ non ®­îc thu h¸i tõ c¸c ®Þa ph­¬ng ë ngo¹i thµnh Hµ Néi (B¶ng 1). Rau c¶i c¸c lo¹i ®­îc mua tõ c¸c v­ên rau s¹ch kh«ng phun thuèc trõ s©u. S©u xanh b­ím tr¾ng (Pieris rapae) trong kho¶ng ®é tuæi 2 - 4 ®­îc thu mua tõ c¸c chñ v­ên rau s¹ch t¹i V©n Néi, §«ng Anh, Hµ Néi. 


2.2. ChuÈn bÞ dÞch chiÕt tõ thùc vËt


MÉu l¸, hoa vµ qu¶ cña thùc vËt ®­îc röa s¹ch vµ nghiÒn nhá b»ng m¸y xay sinh tè cßn mÉu h¹t giµ ®­îc sÊy kh« ë 30oC vµ nghiÒn thµnh bét b»ng cèi chµy sø. Sau ®ã c¸c mÉu ®· nghiÒn ®­îc bæ sung n­íc (hoÆc ®Öm Sorensen 0,133M, pH 7,6 víi mÉu h¹t) theo tØ lÖ vÒ khèi l­îng lµ 1 mÉu: 3 n­íc/®Öm. PhÇn b· thùc vËt ®­îc lo¹i bá khái dung dÞch b»ng ly t©m ë 4oC, tèc ®é 12.000 vßng/phót. Dung m«i kh¸c ®­îc bæ sung theo tØ lÖ nh­ trªn vµ ®­îc lµm bay h¬i hoµn toµn b»ng m¸y minvac (Genevac, Ipswich, England) ë 30oC. Sau ®ã c¸c chÊt kh«ng bay h¬i ®­îc hßa tan l¹i trong n­íc theo tØ lÖ 1:3 nh­ ban ®Çu.


2.3. Kh¶o s¸t hiÖu lùc tiªu diÖt vµ g©y
        ng¸n ¨n cho s©u 


HiÖu lùc g©y ng¸n ¨n cña c¸c dÞch chiÕt ®èi víi s©u ®­îc x¸c ®Þnh theo ph­¬ng ph¸p c¶i tiÕn tõ ph­¬ng ph¸p “leaf disc no-choice” (Kubo vµ Nakanishi, 1977). DiÖn tÝch l¸ bÞ ¨n trong ¶nh chôp ®­îc tÝnh b»ng phÇn mÒm Compu Eye (Bakr, 2005). L¸ b¾p c¶i (Brassica oleracea) cïng ®é tuæi ®­îc c¾t thµnh miÕng h×nh ch÷ nhËt víi kÝch th­íc b»ng nhau (5 x 7 cm). L¸ dïng ®Ó cho s©u ¨n ®­îc nhóng vµo c¸c mÉu dÞch chiÕt (mÉu ®èi chøng nhóng vµo n­íc) vµ ®Ó r¸o tr­íc khi cho vµo trong c¸c hép cã lãt giÊy Èm vµ th¶ 10 c¸ thÓ s©u vµo mçi hép. HiÖu lùc g©y ng¸n ¨n sau 24 giê ®­îc tÝnh b»ng c«ng thøc c¶i tiÕn cña Bently vµ cs. (1984): hiÖu lùc g©y ng¸n ¨n = [(C-T)/C]x100, trong ®ã C lµ diÖn tÝch l¸ bÞ ¨n ë mÉu ®èi chøng cßn T lµ diÖn tÝch l¸ bÞ ¨n ë mÉu ®· xö lý dÞch chiÕt. Mçi mÉu thÝ nghiÖm ®­îc lÆp l¹i 5 lÇn. 


HiÖu lùc diÖt s©u cña c¸c dÞch chiÕt ®­îc x¸c ®Þnh sau 12 giê cña mçi lÇn trong 4 lÇn phun c¸c dÞch chiÕt lªn c¶ s©u vµ l¸ c¶i b¾p, mçi lÇn c¸ch nhau 12 giê. L­îng dÞch phun mçi lÇn cho mét ®Üa l¸ cã chøa s©u 10 c¸ thÓ s©u cã diÖn tÝch (6 x 10 cm) lµ 2 ml. Mçi mÉu thÝ nghiÖm ®­îc lÆp l¹i 3 lÇn. 


2.4. Kh¶o s¸t kh¶ n¨ng øc chÕ trypsin
        cña c¸c mÉu dÞch chiÕt


Kh¶o s¸t ho¹t tÝnh øc chÕ trypsin cña c¸c mÉu nghiªn cøu b»ng ph­¬ng ph¸p khuyÕch t¸n ®Üa th¹ch agar 1,5% víi c¬ chÊt lµ casein 0,1%. 


Dung dÞch cÇn nghiªn cøu vµ dung dÞch trypsin 0,025 mg/ml ®­îc hßa tan víi nhau theo tû lÖ 1:1, ñ 10 phót ë nhiÖt ®é phßng, nhá 20 (l dung dÞch nµy vµo mçi giÕng th¹ch, ñ ë 35,5oC trong 4 giê. ë giÕng ®èi chøng, thay mÉu b»ng n­íc cÊt. Nhuém mµu b»ng amido black 10B 0,1% trong dung dÞch methanol, acid acetic, n­íc cÊt theo tû lÖ 3: 1: 6. TÈy b»ng dung dÞch pha amino black.


2.5. T¸ch ph©n ®o¹n protein trong h¹t
        b»ng s¾c ký trao ®æi ion, thÈm tÝch
        vµ ®iÖn di SDS-PAGE


Protein trong h¹t ®­îc t¸ch ph©n ®o¹n


b»ng s¾c ký trao ®æi ion DEAE sephadex A25 hoÆc thÈm tÝch qua mµng Spectra/por4 víi kÝch th­íc lç tõ 10 ®Õn 12 kDa. C¸c mÉu protein h¹t hße tæng sè vµ trong c¸c ®Ønh s¾c ký ®­îc ®iÖn di SDS-PAGE 3 líp (4, 10 vµ 16,5%) theo ph­¬ng ph¸p cña Schgger vµ von Jagow (1987).

3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN


3.1. HiÖu lùc g©y ng¸n ¨n cho s©u


KÕt qu¶ kh¶o s¸t hiÖu lùc g©y ng¸n ¨n cña c¸c mÉu dÞch chiÕt tõ 10 loµi thùc vËt ®­îc thÓ hiÖn trong b¶ng 1. HÇu hÕt c¸c mÉu dÞch chiÕt ®Òu lµm gi¶m ®¸ng kÓ søc ¨n l¸ b¾p c¶i cña s©u xanh. C¸c mÉu dÞch chiÕt tõ qu¶ non vµ l¸ xoan, h¹t hße giµ, h¹t gÊc (chiÕt b»ng ®Öm Sorensen) vµ qu¶ ít cã ho¹t tÝnh g©y ng¸n ¨n rÊt m¹nh (lín h¬n 80%). MÉu dÞch chiÕt tõ h¹t gÊc (chiÕt b»ng dÇu ®Ëu nµnh) h¹t hße non, l¸ kinh giíi vµ hung quÕ g©y ng¸n ¨n kh¸ m¹nh (trªn 50%), vµ c¸c mÉu cßn l¹i cã ho¹t tÝnh yÕu (d­íi 50%).


B¶ng 1. HiÖu lùc g©y ng¸n ¨n víi s©u xanh b­ím tr¾ng cña c¸c mÉu dÞch
chiÕt tõ thùc vËt


		TT

		Loài thực vật

		Dung môi/đệm
được dùng

		Hiệu lực gây ngán ăn (%)



		

		Tên Việt

		Tên la tinh

		Bộ phận

		

		



		1

		Bạch đàn

		Eucalyptus tereticornis

		Lá

		H2O

		22,2±5,4



		2

		Cúc vạn thọ

		Tagetes patula L.

		Hoa

		H2O

		37,8±7,6



		3 (a,b)

		Gấc

		Momordica cochinchinensis (Spreng)

		Hạt

		(a) Đệm Sorensen/


(b) dầu đậu nành

		94,0±2,5/


75,4±7,2



		4

		Hòe

		Sophora japonica L.

		Hạt non

		Đệm Sorensen

		65,6±6,2



		5

		

		

		Hạt già

		Đệm Sorensen

		82,4±5,1



		6

		Húng quế

		Ocimum bacilicum L.

		Lá

		H2O

		64.0±6,7



		7

		Kinh giới

		Elsholtzia ciliate (Thunb.)

		Lá

		H2O

		65,8±8,2



		8 (a,b)

		Ớt

		Capsicum annuum L.

		Quả

		(a) H2O/


(b) dầu đậu nành

		86,0±6,0/


3,5±2,2



		9

		Tía tô

		Perilla frustescens L.

		Lá

		H2O

		6,6±2,7



		10

		Trầu không

		Piper betle L.

		Lá

		H2O

		7,2±1,9



		11

		Xoan

		Melia azedarach L.

		Quả non

		H2O

		98,8±1,3



		12
(a,b,c,d)

		

		

		Lá

		(a) H2O/


(b) acetone/


(c) cồn tuyệt đối/
(d) dầu đậu nành

		99,0±0,7/


94,4±2,3/


93,4±2,1/


81,6±5,0





C¸c chÊt ng¨n c¶n c«n trïng nãi chung vµ s©u xanh nãi riªng ¨n thùc vËt cã trong tÊt c¶ c¸c nhãm hîp chÊt thø sinh chÝnh tõ thùc vËt nh­ c¸c alkaloid, phenolics vµ terpenoid, trong ®ã ®­îc biÕt ®Õn nhiÒu nhÊt lµ c¸c triterpene tõ c©y neem (Azadirachta indica) (Frazier, 1986; Isman, 2002). Xoan ta cã hä hµng gÇn gòi víi c©y neem, ®· ®­îc sö dông réng r·i ®Ó bµo chÕ thuèc trõ s©u sinh häc, nªn cã thÓ pháng ®o¸n t¸c dông g©y ng¸n ¨n m¹nh cña nã còng do hä hîp chÊt thø sinh terpenoid. Pháng ®o¸n nµy phï hîp víi kÕt qu¶ g©y ng¸n ¨n cña dÞch chiÕt xoan b»ng nhiÒu dung m«i kh¸c nhau bëi v× c¸c terpenoid võa cã thÓ tan trong n­íc l¹i võa cã thÓ tan tèt trong dÇu vµ c¸c dung m«i kh«ng ph©n cùc kh¸c. Tuy vËy, chÊt g©y ng¸n ¨n cho s©u xanh trong mÉu dÞch chiÕt ít l¹i cã b¶n chÊt lµ chÊt thø sinh kh«ng tan trong chÊt bÐo mµ tan tèt trong n­íc. Ho¹t tÝnh g©y ng¸n ¨n cña dÞch chiÕt h¹t hße vµ h¹t gÊc ®Òu rÊt cao vµ cã thÓ do c¸c chÊt øc chÕ proteinase (PPI) g©y ra (Ph¹m ThÞ Tr©n Ch©u vµ cs., 2000; §Æng Xu©n Nghiªm, 2002). H¹t non th­êng cã hµm l­îng PPI thÊp h¬n h¹t giµ nªn cã thÓ h¹t hße giµ cã ho¹t tÝnh g©y ng¸n ¨n m¹nh h¬n. Tuy nhiªn, vai trß cña c¸c hîp chÊt thø sinh kh¸c trong dÞch chiÕt hai lo¹i h¹t nµy cÇn ®­îc kh¶o s¸t riªng.

3.2. HiÖu lùc diÖt s©u xanh 


C¨n cø vµo kÕt qu¶ cña thÝ nghiÖm x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng g©y ng¸n ¨n, hiÖu lùc diÖt s©u xanh ®­îc x¸c ®Þnh trong nh÷ng thÝ nghiÖm riªng rÏ 3 lÇn lÆp l¹i song song cho mçi mÉu dÞch chiÕt tiÒm n¨ng nhÊt. TÊt c¶ c¸c mÉu trong thÝ nghiÖm nµy ®Òu ®­îc chiÕt b»ng n­íc cÊt hoÆc ®Öm Sorensen nh­ trong b¶ng 1 vµ ®­îc pha lo·ng 5 lÇn (H×nh 1).


KÕt qu¶ cho thÊy, dÞch chiÕt tõ qu¶ ít cã kh¶ n¨ng diÖt s©u xanh m¹nh nhÊt, ®¹t 100% chØ sau 12 giê phun, trong khi chØ cã kho¶ng 27% s©u bÞ diÖt sau 48 tiÕng víi 4 lÇn phun b»ng dÞch chiÕt tõ h¹t hße giµ. DÞch chiÕt tõ l¸ xoan t­¬i vµ tõ h¹t gÊc cã kh¶ n¨ng diÖt s©u t­¬ng ®­¬ng nhau, ®¹t kho¶ng 53% sau 4 lÇn phun. KÕt qu¶ ®èi víi dÞch chiÕt tõ h¹t gÊc phï hîp víi nghiªn cøu cña Ph¹m ThÞ Tr©n Ch©u (2000). Thö nghiÖm tiÕp víi dÞch chiÕt tõ qu¶ ít cho thÊy víi nång ®é pha lo·ng 30 lÇn th× chØ kho¶ng 30% s©u xanh chÕt trong 48 giê. Sè s©u 70% sèng sãt sÏ håi phôc nÕu cho ¨n rau b¾p c¶i kh«ng phun thuèc, nh­ng nÕu cho chóng ¨n l¸ rau ®· phun mét trong 3 dÞch chiÕt cßn l¹i ®· pha lo·ng 5 lÇn th× tÊt c¶ sÏ chÕt sau 24 giê. KÕt qu¶ nµy gîi ý vÒ mét t¸c dông céng h­ëng trong viÖc diÖt trõ s©u xanh khi phèi trén c¸c dÞch chiÕt nãi trªn.
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H×nh 1. HiÖu lùc diÖt s©u xanh b­ím tr¾ng cña bèn dÞch chiÕt

3.3. Ho¹t tÝnh øc chÕ trypsin 


Nh»m nghiªn cøu mèi liªn hÖ gi÷a ho¹t tÝnh øc chÕ trypsin cña c¸c mÉu dÞch chiÕt víi kh¶ n¨ng g©y ng¸n ¨n vµ tiªu diÖt ®èi víi s©u xanh, thÝ nghiÖm ®· ®­îc tiÕn hµnh víi tÊt c¶ c¸c mÉu dÞch chiÕt. KÕt qu¶ cho thÊy chØ cã 2 mÉu dÞch chiÕt tõ h¹t hße (non vµ giµ) vµ dÞch chiÕt tõ h¹t gÊc øc chÕ hoµn toµn ho¹t tÝnh ph©n gi¶i casein cña trypsin (H×nh 3). 


DÞch thÈm tÝch ®· ph©n t¸ch c¸c ph©n tö nhá h¬n 10 kDa khái c¸c ph©n tö lín h¬n 


®­îc thö ho¹t tÝnh øc chÕ trypsin vµ ho¹t tÝnh g©y ng¸n ¨n cho s©u xanh th× kÕt qu¶ chØ phÇn dÞch chiÕt cã ho¹t tÝnh øc chÕ trypsin míi g©y ng¸n ¨n cho s©u. KÕt qu¶ s¾c ký trao ®æi ion DEAE Sephadex A25, ®iÖn di SDS_PAGE vµ thÈm tÝch víi c¶ hai mÉu dÞch chiÕt cho thÊy chÊt øc chÕ trypsin (TI) ë h¹t hße cã kÝch th­íc lín h¬n 10 kDa (H×nh 2, 3, 4) cßn TI trong h¹t gÊc cã kÝch th­íc nhá h¬n 10 kDa nh­ ®· ®­îc c«ng bè (Ph¹m ThÞ Tr©n Ch©u, 2000; Lª Träng Quang vµ cs., 2003).



H×nh 2. §å thÞ s¾c ký trao ®æi ion DEAE Sephadex A25 mÉu protein tæng sè cña h¹t hße giµ

Cét gel cã kÝch th­íc 1,3 x 25 cm. MÉu lªn cét lµ 2 ml. ThÓ tÝch mçi ph©n ®o¹n lµ 2 ml.
Tèc ®é ch¶y ra cña ®Öm mÉu lµ 0,3 ml/phót. C¸c protein b¸m trªn cét ®­îc ®Èy ra
b»ng ®Öm cã nång ®é NaCl t¨ng dÇn




H×nh 3. Kh¶o s¸t ho¹t tÝnh øc chÕ trypsin b»ng ph­¬ng ph¸p khuyÕch t¸n ®Üa th¹ch TÊt c¶ c¸c giÕng ®Òu cã nhá trypsin cïng víi: 1- dÞch chiÕt h¹t hße non; 2- ®Öm Sorensen;
3- dÞch chiÕt h¹t hße giµ; 4- dÞch chiÕt h¹t gÊc vµ c¸c ®Ønh protein sau khi qua cét DEAE Sephadex A25; 5- ph©n ®o¹n 3; 6- ph©n ®o¹n 12; 7- ph©n ®o¹n 20; 8- ph©n ®o¹n 22; 9- ph©n ®o¹n 30; 10- ph©n ®o¹n 32; 11- ph©n ®o¹n 45; 12- ph©n ®o¹n 62; 13- ph©n ®o¹n 68; 14- ph©n ®o¹n 72; 15- ph©n ®o¹n 86; 16- ph©n ®o¹n 104




H×nh 4. §iÖn di SDS-PAGE


1- protein tæng sè h¹t hße , 2- phÇn tan cña protein h¹t hße gia nhiÖt ë 85oC trong 1 giê,
3- ph©n ®o¹n 20, 4- ph©n ®o¹n 22, 5- ph©n ®o¹n 30, 6- ph©n ®o¹n 32, 7- ph©n ®o¹n 86, 8- BSA


KÕt qu¶ ®iÖn di SDS-PAGE (H×nh 4) vµ kÕt qu¶ kh¶o s¸t ho¹t tÝnh øc chÕ trypsin (H×nh 3) cho thÊy 4 ®Ønh TI cã thÓ ®· ®­îc ph©n t¸ch tèt ngay ban ®Çu, khi ch­a cho NaCl, khái nh÷ng protein cßn l¹i cña h¹t hße mµ phÇn lín chØ bÞ ®Èy ra bëi nång ®é NaCl 0,5 M. ViÖc cã 4 ®Ønh TI (H×nh 2) víi cïng tèc ®é di ®éng ®iÖn di ®· cñng cè kh¶ n¨ng cã nhiÒu h¬n mét TI cïng khèi l­îng ph©n tö trong h¹t hße nh­ kÕt qu¶ c«ng bè cña Lª Träng Quang vµ cs. (2003).


4. KÕT LUËN

DÞch chiÕt tõ l¸ vµ qu¶ xoan non, h¹t gÊc, vµ h¹t hße giµ cã ho¹t tÝnh g©y ng¸n ¨n rÊt m¹nh (trªn 80%) ®èi víi s©u xanh b­ím tr¾ng. DÞch chiÕt tõ l¸ kinh giíi, h¹t hße non, hóng quÕ cã ho¹t tÝnh g©y ng¸n ¨n m¹nh trªn 50%.


Cã thÓ tinh s¹ch c¸c TI tõ h¹t hße chØ b»ng s¾c ký trao ®æi ion DEAE Sephadex A25.


Ho¹t tÝnh g©y ng¸n ¨n cho s©u xanh cña h¹t gÊc vµ h¹t hße cã thÓ lµ do c¸c protein øc chÕ proteinase t¹o ra.


DÞch chiÕt tõ qu¶ ít cã ho¹t tÝnh diÖt s©u rÊt m¹nh. Ho¹t tÝnh diÖt s©u cña dÞch chiÕt h¹t hße giµ, l¸ xoan vµ h¹t gÊc kh¸ cao vµ t¨ng m¹nh khi phun cho s©u ®· bÞ phun dÞch ít lo·ng.
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