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TOM TAT

Bai bao gidi thiéu mét sb két qua nghién clru vé tao va nhan phoi soma sam Ngoc Linh trong méi trwéng 18ng.
La cay in vivo (sau kht tring) dwoc nudi cly trén moi trudng MS c6 1 mg/l 2,4-D + 0,2 mg/l kinetin dé& tao mé seo.
Sau d8, md seo dwoc cay chuyén sang méi trudng MS 18ng (1ac) c6 1 mg/l 2,4-D + 0,2 mg/l kinetin + 500 mg/l casein
hydrolysate d& tao huyén phu té bao. Sau 2 thang, huyén phu té bao dwoc chuyén sang nuéi cy trong méi trwdng
B5 16ng (14c) c6 3 mg/l IBA. Sau nhidu thang nudi, rat nhiéu phdi soma dang cau hinh thanh va c6 kha ndng nhan 6n
dinh. Manh 14 mam (ctia cady mam ti phoi) va phdi soma non dwgc nudi cay trén méi trwdng MS ¢é 10% nudc dira
(vIv), c6 hodc khéng c6 0,2 mg/l IBA dé& tao m6 seo sinh phdi va phoi thir cip. M6 seo sinh phdi va phdi thtr cap nay
ciing da dwoc dung d& nudi nhan trong mai trweng 1dng cé va khong cé chéat diéu hoa sinh trwdng & quy mé binh
tam giac va bioreactor. Nhitng két qua da tao co s& d& nhan gidng quy ma I&n va thu hop chét the cép.

Tr khéa: Nhan phdi soma, sam Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.), tao phi soma.

Studies on Induction and Multiplication of Somatic Embryos of Ngoc Linh Ginseng
(Panax vietnamensis Ha et Grushv.) in Liquid Medium

ABSTRACT

This paper presented results of induction and multiplication of somatic embryos of Ngoc Linh ginseng (Panax
vietnamensis Ha et Grushv.) in liquid media. Leaf explants of in vivo plants were cultured on MS agar medium
supplemented with 1 mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l kinetin for the induction of friable calli. The friable calli were cultured in MS
liquid medium supplemented with 1 mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l kinetin + 500 mg/l casein hydrolysate for the formation of a
cell suspension. This cell suspension was cultured in a B5 liquid medium with 3 mg/l IBA for the formation of a
globular somatic embryo suspension. Embryonic cotyledon explants and intact immature somatic embryos from this
suspension were cultured on MS agar medium containing 10% (v/v) coconut water with/without 0.2 mg/l IBA for the
induction of secondary embryogenic calli and somatic embryos. These embryogenic calli and somatic embryos were
also cultured in liquid media with or without plant growth regulators in conical flasks and in bioreactors. The results
have laid the foundations for large-scale plant micropropagation and production of secondary metabolites.

Keywords: Ngoc Linh ginseng (Panax vietnamensis Ha et Grushv.), somatic embryo induction, somatic embryo
multiplication.

o ~ A cac nghién ctu c6 dich 1a phat sinh hinh thai,
1. DAT VAN DE - nene e ar o e
’ nhan giéng, tao gidng va thu hgp chat thi cap
Hé théng phdi soma (somatic embryo (Tripathi and Tripathi, 2003; Paek et al., 2005;
system) vira 1a muc tiéu via 1a vat liéu déi véi Hussein et al., 2006; Ozlem et al.,, 2010; Sun
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Tao va nhan phdi soma sdm Ngoc linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) trong méi trwdng 1édng

and Hong, 2012). Trong nghién ctu lién quan
dén hgp chat thi cap, phoi soma 1a vat liéu luén
dugc quan tam do né 14 hé théng mang tinh biét
héa, ham chta lugng hgp chat thi cdp thuong
cao hon so véi hé théng t& bao phan biét hoéa
(de-differentiated). Dé1 v6i cac cdy ho Sam
(Araliaceae), trén thé gidi da c6 mot sd két qua
cong bd vé nudi nhan md seo sinh phdi
(embryogenic) cua sam Triéu Tién (Panax
truong
16ng/thach khong bé sung/bd sung chat diéu hoa
sinh trudng (Arya et al., 1993; Asaka et al.,
1993; Choi et al,. 2003; Paek et al., 2005; Kim et
al., 2012), cia sam Panax quinquefolius (Zhou
2006) va cua
notoginseng (You et al., (2012). Riéng sdm Ngoc

ginseng C.A. Meyer) trong moi

and Brown. sam Panax
Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.), mot
cdy thudc quy dic hitu cia nudc ta, dén nay da
c6 mot s6 cong trinh cong b két qua nghién ciiu
tao phoi soma (Nhut et al., 2012a,b; Ng6 Thanh
Tai va cs., 2013), nhung chua ghi nhan dugc
cong bd nao lién quan dén nghién ctiu nudi nhan
phdi soma trong méi trudng 1dng, dic biét 1a
nudi nhan trong méi trudng khoéng st dung chit
diéu hoa sinh trudng tong hop.

N6i dung bai nay trinh bay két qua tao mot
s6 loai md tién dé, nudi nhan sinh khoi mé phoi
trong mdi truong 1ong phuc vu muc dich dai han
14 tao sinh khéi quy mé 16n dé c6 thé dung trong
nhan giéng va thu hop chat thi cap.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Vat liéu
Linh
vietnamensis Ha et Grushv.) do Trung tam

Mau 14 sam Ngoc (Panax
Nghién ctiu tréng va ché bién cay thudc Da lat -

Cong ty Vimedimex cung c4p.

2.2. Phuong phap
2.2.1. Khit triing mau, chudn bi mau cdy va
tao mé seo x6p tir la cay in vivo

L4 chét cia cdy sam 6 thang tudi (tit cd) &
vuon uom dudc riia sach biang nudc may trong
10 phit, sau d6 duge khii tring l1an lugt bing
con 70% trong 1 phit, nudc Javel thuong mai
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20% (v/v, c6 bo sung Tween 20 - hai giot/100ml
dung dich) trong 10 phtdt va dung dich HgCl,
0,1% (w/v) trong 5 phut. L4 da khi trung duge
cit thanh cac manh kich thuée 0,5 x 0,5cm va
cdy trén mdi truong thach MS (Murashige and
Skoog, 1962) c6 1 mg/l 2,4-D; 0,2 mg/l kinetin
theo chiéu mét trén ctia 14 hudéng 1én dé tao mo
seo. Ghi nhan két qua thi nghiém sau khoang
1,5 thang nudi. Sau dé, cy chuyén mé seo trong
khoang 4 thang (1 lan/thang) trén cung moi
trudng dé tao mé seo xop.

2.2.2. Tao huyén phu té bao va huyén phu
phéi dang cau (phéi so cap)

Dé tao huyén phu t& bao (HPTB), nubi lc 2g
mo seo xdp trong binh tam giidc (250ml) chiia
50ml moi truéng MS c¢6 1 mg/l 2,4-D; 0,2 mg/l
kinetin (Duong Tan Nhut et al., 2011, nhung
thay TDZ bang kinetin) va 500 mg/l casein
hydrolysate. Dung que cdy ép nhe md seo vao
thanh binh tam giac dé mé ra va treo vao moi
truong thanh huyén phu (suspension) t& bao khdi
nguyén. Sau 2 thang nudi, huyén phu t& bao dudgc
chuyén sang nudi cdy trong mdi truong B5
(Gamborg, 1968) 1ong lic c¢6 3 mg/l IBA (Mai
Trudng va cs., 2013) dé tao va nhan huyén phu
phoi cau (HPPC). Ghi nhan su hinh thanh phéi
cAu dong thoi loai bd dan t& bao/cum t& bao
khoéng sinh phoi theo théi gian tit 2 thang nudi
cdly tré di. Phoi dang cAu c6 thé phat trién thanh
phéi truéng thanh va tao choi khi duge cay
chuyén sang moéi truong thach 1/2MS + 0,5 mg/l
BA + 1 mg/l GA;; méi trudng nudi cdy tu phoi:
1/2MS ¢6 b6 sung 0,5 mg/l BA, 1 mg/l IBA va 500
mg/l than hoat tinh (Mai Truong va cs., 2013).

2.2.3. Tao mé seo sinh phéi va phéi ti nuébi
cay 14 mam (cotyledon) va phéi non

C4dy cac manh 14 mam (dai = 0,8cm) ti cay
mam (phdi c6 day du chéi va ré) va phéi non in
vitro (dai ~ lem, c6 ré nhung chua c6 14 mam) trén
méi truong thach MS ¢6 10% nudc dua, c6 va
khong ¢6 0,2 mg/l IBA. Theo doi, ghi nhan sy hinh
thanh md seo sinh phoi va phdi (c6 hai 14 mam)
sau 3 thang nudi. Noi dung thuc hién nay nham
muc dich tao ngudn vat liéu mo seo sinh phoi cho
nghién ctu nudi nhan bing mai trudng 16ng.
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2.2.4. Nué6i phéi dang ciu trong méi truong
Iong tao sinh khéi cum phéi trudng thanh
(c6 14 mam va ré mam)

Cay 2 g mo6 phoi cau vao binh tam giac
250ml chtta 50ml méi trucsng SH (Schenk and
Hildebrandt, 1972) ¢6 NAA (1 va 2 mg/l) va IBA
(1 va 2 mg/1). Ghi nhan két qua sau 2,5 thang
nudi. Cum md phoi c6 ré tao duge dung lam vat
liéu nudi c4y bing bioreactor.

2.2.5. Nub6i nhan mé seo sinh phoéi trong
binh tam giic va bang bioreactor:

Cay nubdi 5g (5% - w/v) md seo sinh phoi vao
binh tam gidc 250ml chtta 100ml moéi trudng
1/2SH khong c6 va c6 10% nudc dira. Cay nudi
50g mo vao bioreactor dang cau/tru (3 va 10 lit)
v61 dung tich (2 lit va 5,5 lit, theo thi ty) moi
truong 1/2SH c¢6 10% nuéc dia. Ghi nhan két
qua sau 1 thang nudi trong bioreactor bang cach
can trong lugng tuoi (g).

2.2.6. Nu6i nhin cum phéi cé ré biang
bioreactor

Cay 50 g md cum phoi trudng thanh vao
bioreactor dang cau (3 va 5 lit) chia 2 lit - 2,5%
(wlhv) va 3,5 lit - 1,6% (w/v), theo thd tu, moi
truong SH ¢6 1 mg/l va 2 mg/l IBA. Ghi nhan
két qua sau 1 thang nudi cay.

2.2.7. Piéu kién nuéi ciy

Pé ¢ didu kién sang (10 gid chiéu
sang/ngay; cudng d0 sanh sang ~ 2.000 -
3.000lux tuy truong hop), nhiét do 25 - 28°C déi
v6i nudi md seo sinh phéi, cum phdi cé ré, choi

#

va cdy. Dé t61 & nhiét d6 24°C trong ti nudi d6i
v6i nudi tao va nhan mo seo. Nubi lac duge thuc
hién 6 téc d6 110 vong/phut. Nudi bioreactor
dung téc d6 théi khi 0,1vvm.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Tao huyén phu t& bao va huyén phu
phéi dang cau

Cac manh 14 (sau khi trung) dugc nudi cay
trén moi truong MS ¢6 1 mg/l 2,4-D; 0,2 mg/l
kinetin dé tao mo seo. K&t qua nuéi cdy cho thay
md seo hinh thanh trén khip bé mét phién 14 va
ria 14 (Hinh 1a) sau khoang 1,5 thang nuéi. Qua
nhiéu 1an cdy chuyén nhan sinh khéi trén ctung
méi truong nhan thady moé seo dan hoéa xop
(friable), c6 mau trang hdi nga (Hinh 1b) va loai
mé nay dude st dung dé tao huyén phu t& bao
(HPTB). Trang thai x6p ctia mé tao thuan lgi
cho sy hinh thanh HPTB min (Hinh 1c) chi sau
khoang 1 thang nuéi cdy. Sau d6 HPTB dugc
duy tri 6n dinh qua cdy chuyén 15 - 20 ngay/lan
trong cing méi trudng (Hinh 1d).

Su ting sinh khéi cia HPTB 14 do su phan
chia t&€ bao clia quan thé cum t& bao nudi ciy
(Hinh 2a) v61 hinh dang cum da bao déc trung
(Hinh 2b). Dé tao huyén phu phoi soma dang
ciu, sau 2 thang nudi cdy trong méi truong nhu
tréen, HPTB dugc chuyén sang nuéi ciy trong
mdi truong B5 c6 bé sung 3 mg/l IBA. Sau
khoang 1,5 thang nu6i nhan thay c6 sy hinh
thanh nhiéu cum da bao ¢ day binh nuéi (Hinh
2¢) - tién dé thuan 10i cho su hinh thanh phoi
soma sau d6 (Hinh 2 d,e). Theo thoi gian nubi,

~t.| B -
4 -

Hinh 1. Tao huyén phi1 t& bao tit nuéi cady mo seo x6p trong méi truong long lac

Ghi chi : a. Su hinh thanh mé seo tif manh 14 chét nudi cdy in vitro, sau 1,5 thang; b. M6 seo x6p ding nuéi cay tao huyén

phi té bao; c. Huyén phiui té bao sau 1 thang nudi cdy; d. Huyén phu té bao da duge nuéi nhan én dinh (trong binh tam giac

500ml)
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Hinh 2. Tao huyén phu1 phéi dang cau tit huyén phu t& bao

Ghi chii : a. Quan thé cdc cum té bao huyén phu sau 1 thiang nudi cdy; b. Can canh cum da bao trong nuéi cay; c. Su hinh
thanh bude ddu cdc cum da bao c6 kha nang sinh phéi (vi trf miii tén); d. Giai doan ddu ctia sy hinh thanh phéi; e. Thé phéi
soma dang cdu (C) va dang tim (T) gdn hoan chinh hinh thanh sau 4 thiang nudi ciy huyén phu té bao; f. Quan thé phoi soma
chti yéu dang cdu hinh thanh sau 5 thiang nudi cdy (hinh a, ¢, d: quan sat mau dudi kinh hién vi soi néi, vat kinh 4X; hinh b,e:

quan sat mau dudi kinh hién vi soi nguge, vat kinh 20X)

sy hinh thanh cum mé sinh phéi ngay cang
nhiéu; qua trinh cdy chuyén nhan sinh khéi mé
sinh phéi déng thoi véi viéc loai bé dan cac cum
t& bao khéng c6 kha ning sinh phéi. Su hinh

thanh huyén phu phoi cau (HPPC) c6 thé dugc
hoan thanh sau 4 - 6 thang nudi véi huyén phu
toan phdi cau, khong con t& bao chua biét hoa
(Hinh 2f).

Hinh 3. Qua trinh phat trién ctia phéi soma tit dang cau

dén giai doan thanh ciy hoan chinh

Ghi chii : a. Quan thé phéi cdu trong méi truong 1éng; b. Phéi & cac giai doan dang tim, thiy 161 va c6 cuc ré nuéi cdy trong
méi truong I6ng; c. Quan thé phoi trudng thanh vdi ré phét trién trong méi truong Iéng; d, e, f. Su phat trién ciia phéi trudng
thanh tao cdy con hoan chinh; f. Cy phét trién ¢ ngudn gée tir phéi don (thanh ngang 1mm)
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Hién dién trong HPPC con c¢6 dang phat
trién khac ctia phéi nhu dang tim, thay 16i va
dang c6 ré kha phat trién (Hinh 3a, b). Hiu hét
cac phoi cia huyén phu déu c6 kha niang phat
trién thanh phéi trudng thanh (Hinh 3c, d), tao
chdi va thanh cdy mam, cdy con hoan chinh véi
diy du ré than va la (Hinh 3e, f, g). K&t qua nay
¢6 thé duge st dung nham muc dich nhan gidng.

3.2. Tao md seo sinh phéi va phéi thit cap
tif nudi cdy 14 mam va phéi non

Cac la mam, cit ra tit cAy mam in vitro
(Hinh 4a) dudgc nudi cdy trén moi truong MS cé
10% nudc diva va moi trusng MS ¢6 10% nude
dita va 0,2 mg/l IBA nhim tao mé seo sinh phoi
va phoi; két qua nudi cdy uge trinh bay 6 bang
1. Sau khoang 1/2 thang nudéi nhan thay la
mAm phat trién to ra (dén cudi giai doan nudi

c6 thé dat kich thude 1,5 - 2cm), trén bé mat
hinh thanh nhiéu cum m6 nhé (Hinh 4b) va rat
nhiéu cac phéi don - sau d6 tao cum phdi sau
khoang 3 thang nubi trén moi truong khong co6
IBA (Hinh 4c, d, e, f). Trén moi trucng cé6 IBA,
ghi nhan ngoai sy tao phéi con c6 hién tugng
hinh thanh mé seo sinh phdi (MSSP) chu yéu 6
goc 14 mam (Hinh 4g), theo ching t6i, két qua
nay 1a do ngoai tac ddng cua auxin ty nhién cé
trong nuéc dura (Yong et al., 2009) con cé tac
dong ctia IBA b6 sung va viéc st dung nude dita
trong nudi cdy (Nguyén Viét Cudng va cs.,
2013). Nhin chung, s6 lugng phoéi hinh
thanh/mau trén moi truong khéng c6 IBA
nhiéu hon trén méi trudng c6 IBA. Béi vi, trén
méi truong khong c¢6 IBA, 6 14 mam ciing c6 su
hinh thanh moé seo va ching nhanh chéng
chuyén sang trang thai phéi sau dé.

Bang 1. K&t qua tao mé seo sinh phéi va phoi tit nuéi ciy 14 mam, sau 3 thang

Mai truong Nuéc dira Phantram mau  S6 ph6i TB/m&ucdy Sy hinh thanh
ez IBA (mg/l) RN o
nuéi cay (ml/T) tao phoi (%) mo seo
MS 100 0 100 206,67 + 9,71 ++
100 0,2 100 113,00 £ 10,54 +
T-Test ns **
(P<0,01)

Ll 3

Hinh 4. Tao mé6 seo sinh phéi va phéi tit 1A mam nuéi cay in vitro

Ghi chii : a. Cdt thu l4 mam tir cdy mam lam vat liéu nuéi cdy (noi thanh chéo 1a vi tri cdt); b. L4 mam sau 15 ngay nuéi cdy; c.
Su hinh thanh phéi don va cum phoi trén bé mét 14 mam (quan sat dudi kinh hién vi soi néi dung vat kinh 4X); d, e, f. Su phét
trién theo thoi gian tao quan thé I6n phéi c6 14 mAm trén moi truong khéng c6 IBA; g. Su hinh thanh ddng thoi mé seo sinh

phéi (vi trf miii tén) va phdi c6 1a mam ¢ mau nudi cdy trén moi trudng cé6 IBA
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Bang 2. K&t qua tao phdi tit nuéi cAy phoi non, sau 3 thang

“ﬁﬂgig;g Nuéc diva (mifl) IBA (mg/l) PE?;EQ}Q?U Sg%:%gf/
MS 100 02 100 61,33 + 7,00
100 0 100 114,67 + 6,43

T-test ns *

(0,01< P =0,02 <0,05)

D6 v6i thé nudi cdy 1a phoi non (Hinh 5a),
két qua tao phéi dude trinh bay & bang 2. Tuong
tu truong hop trén, s6 phéi hinh thanh/mau
cling nhiéu hon trén méi truong chi c6 nuée dira
va khong ¢6 IBA. Trén méi trucng c6 nuée dira
va 0,2 mg/l IBA, sau giai doan thdn ph6i non
phu ra, cting ghi nhin dugc sy hinh thanh
MSSP va cac ‘nét’ mé nhé dang cau (Hinh 5b);
MSSP véi phdi cau nhé (Hinh 5¢) 6 vi tri dau
phdi sau 1,5 thang nudi cdy. Phéi ciing c6 thé
hinh thanh & cd vi tri ddu phéi va than phoi
(Hinh 5d), § dau phdi va ré phoi (Hinh 5e); phoi
hinh thanh & dang don va dang cum nhd. Trén
mdi truong khong c6 0,2 mg/l IBA, sy dap tng
v6i nudi cdy c6 khuynh hudéng tao thanh cum
phoi to (Hinh 5f) sau nhiéu thang nuéi ciy.

Cum phdi c6 thé phét trién tao 14 mAm
hoan chinh va tao chdi sau giai doan chuyén
sang nudi cay trén mdi trudng 1/2MS c6 bd sung
0,5 mg/l IBA va 1 mg/l GA; (hinh 5g).

3.3. Nué6i phéi dang cau trong méi trudng
16ng tao sinh khéi cum mé phéi cé ré
Huyén phu phdi ciAu sau giai doan nhan
sinh khéi (Hinh 6a) dudc st dung dé tao va
nhan cum phdi ¢ giai doan biét héa phat trién
hon - ¢6 ré. Trong méi truong SH c6 1 mg/l NAA,
phoi c6 ré hinh thanh nhiéu, ré phéi trang hoi
phi; dau phoi tang sinh khéi tao cum mo phoi -
kich thude ~ 0,5mm (Hinh 6b); trong moi trudng
c6 2 mg/l NAA, phéi c6 ré it hinh thanh, cum mé
¢ dau phoi c6 kich thuée rat to - gdn lem

Hinh 5. Tao mé seo sinh phéi va phéi tit phéi non nuéi cay in vitro

Ghi chi : a. Phéi non dung nuéi cay; b. Su hinh thanh MSSP va cac ‘nét’ mé tron nhd sau 1,5 thang nudi ciy trén méi truong
¢6 IBA; c. Su hinh thanh MSSP va phéi 6 vi tri ddu phéi; d. Su hinh thanh phéi 6 vi tri ddu phdi va than phéi; e. Su hinh
thanh phéi 6 vi tri ddu phéi va ré phéi; £. Mét cum phéi soma dién hinh hinh thanh qua nuéi ¢4y trén méi truong khéng cé

IBA, sau 3 thang; g. Cum phéi vdi 14 mam va chdi phét trién & giai doan nuéi cdy tiép theo

1090



_ Mai Trwong, Tran Thi Ngoc Ha, Tran Trong Tuén, Phan Tuong Léc, D6 Dang Giap, Bui Dinh Thach,
Nguyén Thi Ngoc Han, Pham Buc Tri, Lé Tan Bwc, Nguyén Birc Minh Hung, Nguyén Van Ket, Nguyén Hiru HO

Hinh 6. Tao cum mé phoéi cé ré trong moéi truong 16ng lac

Ghi chii : a. Vat liéu phéi dang cidu dung lam thi nghiém; b, c. Su ting sinh khoi ctia phdi cdu trong méi truong cé 1 mg/l NAA
va 2 mg/l NAA, theo thi tu; d, e, f. Su ting sinh khéi ciia phéi cdu trong moi truong khéng cé chat diéu hoa sinh trudng (doi
chiing), 1mg/l IBA va 2 mg/l IBA, theo thi tu; g,h,i. Hinh phéng dai ctia cac phoi Ian Iugt trong méi trudng khéng cé IBA,
1mg/l IBA va 2 mg/l IBA (quan sat dudi kinh hién vi soi néi ding vat kinh 4X)

(Hinh 6¢). Cac cum md nay c6 kha ning ting
sinh khéi nhanh; trong lugng tuci mé ¢ hai moi
trudng trén dat 11,2g va 12,8g theo thi tu sau
2,5 thang nuéi. Trong méi truong c¢6 1 mg/l va 2
mg/1 IBA, ré phoi manh hon, ¢ dau phéi ciing c6
hién tugng tao cum md nhung ¢6 kich thuée nho
hon so v6i & méi truong c6 NAA (Hinh 6e, f, h, i);
trong lugng tuci m6 6 hai méi trudng trén dat
12,4g va 15,3g theo thi tu sau 2,5 thang nudi. O
nghiém thtc khéng bé sung chit diéu hoa sinh
trudng (DHST), ré phdi dai, ddu phoéi khong
c6/biéu hién it hién tugng tao cum mé (Hinh 6d,
g), sinh khoi mé tuoi dat khoang 13g. Cac cum
mo phdi c6 ré tao dude trong mdi truong c6 IBA
duge dung lam vat liéu nudi cdy bang bioreactor
4 giai doan tiép theo.

3.4. Nu6i nhan mo seo sinh phoi trong binh
tam giac va bang bioreactor

Cac cum MSSP (Hinh 7a) hinh thanh t@
nudi cdy 14 mam va phdi non duge dung dé nudi

nhéin trong moi trudng 16ng 1/2SH khéng co/co
10% nuée dita (khéng dung chit DHST téng
hgp) chtia trong binh tam gidc. Két qua budc
dau cho th&y MSSP c6 thé ting sinh kha t6t
trong moi truong c¢6 va khong cé nuée dira; cing
ghi nhan dugc phoi c6 ré hinh thanh trong qua
trinh nudi cdy. Tuy nhién ciAn nudi véi mat do
cao (10g mo/100ml moi trudng trong binh tam
gidc 250ml) ¢ trudng hgp méi trudng khong bo
sung nude dita; nguge lai, mé phat trién kém khi
nudi véi mat do thap (5g/100ml). O trudng hop
¢6 nude dita, mo6 chuyén sang mau vang va tiang
sinh khéi nhanh (Hinh 7c) so v6i mo6 nudi trong
mdi truong khéng c6 nude dira - mé ¢6 mau hoi
xanh luc (Hinh 7b). Trong lugng tuci mdé 6 moi
trudng c¢6 nude diua dat 29,7g sau 2 thang nuéi.
Theo ching t6i, nuéc diia véi thanh phan dinh
dudng va chiat DHST tu nhién (Yong et al.,
2009) da tao kich thich cho mé ting sinh khéi.
Vé mat mo hoc, co sé cua su tang sinh khéi & ca
hai truong hgp trén 1a do c¢6 su hinh thanh céc
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Hinh 7. Nuéi 16ng lic nhan m6 seo sinh phéi trong binh tam giac

Ghi chi : a. M6 seo sinh phéi ding nudi cay; b. M6 seo sinh phéi nudi cdy trong moéi truong 1/2SH, sau 2 thang; c. M6 seo sinh
phéi nudi cdy trong méi truong 1/2SH c6 10% nude dira, sau 2 thang; d. M6 phdi giai doan c6 14 mam dung nudi cdy; e. M6 phoi
giai doan tao 14 mam nuéi cdy trong méi truong 1/2SH, sau 2 thang; f. M6 phoi giai doan tao 14 mam nudi c4y trong méi
truong 1/2SH c6 10% nudc dira, sau 2 thang; g, h, i. Can canh su hinh thanh cac ‘né6t’ mé nhé trén bé méit cum mé seo sinh phéi
va phoi c6 ré trong qua trinh nuéi cdy I1ong (vi tri miii tén)

Hinh 8. Nuéi nhan mé seo sinh phéi bang bioreactor 3 lit va 10 lit
ch®ta moi truong 1/2SH ¢6 10% nuéc dia

Ghi chii: a. Nubi nhan mé seo sinh phdi bang bioreactor dang cdu 3 Iit, sau 1 thang nudi c4y; b. Nudi nhan mé seo sinh phéi
béng bioreactor dang cdu 10 lit, sau 1 thang nuéi cdy (vi tri mai tén chi mic khéi diém lugng sinh khéi mé & ngay nuéi cay

dAu tién)
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‘nét’ mo6 tron nhd - tuong ty tién phdi trén
khip bé mit cum MSSP (Hinh 6g) va phoi
don/kép (Hinh 7h, i). Néu dung cum mé phéi
giai doan c6 14 madm (Hinh 7d), mé ting sinh
nhanh, tao nhiéu ré phéi; mé c6 mau xanh hon
d truong hop khong c6 nudc dia (Hinh 7e) so
v6l moi truong c6 nude duta (Hinh 7f);
lugng tuoi mé 6 hai méi truong khong c6 va co
nuée diia 1an lugt 1a 40,3g va 44,5g sau 2 thang
nusi. O ciy ho Sam, nghién cttu nudi nhan méd

trong

phoi soma sidm Triéu Tién khéng dung chat
DHST da duge thuc hién thanh cong qua su
dung méi trudng khoang don gian 1/3MS (Choi
et al., 2003; Kim et al., 2012). Tuy nhién, trong
nuéc va quéc t& chua ghi nhan céng bo nao vé
két qua nghién ctu nudi nhan mé phodi soma
sam Ngoc Linh khéng dung chit DHST téng
hop 6 cic quy md khac nhau. Viéc nudi cay cé
két qua loai md nay, dic biét nudi bang hé
théng bioreactor, khong dung chat DHST mé
ra trién vong tao dudc ‘san phidm sach’ du
luong MSSP tit nudi cdy trong modi trudng céd
nude dita dude ding dé nudi nhan sinh khéi
trong cting moi trudng bing bioreactor thé tich
3 1it va 10 lit (Hinh 8a, b). Két qua cho thay mo
tédng sinh khéi rat nhanh chi sau mot thoi gian
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ngén nudi cdy. V6i trong lugng mé tuci cdy ban
dau 1a 50g, md tiang sinh khoi trong bioreactor
3 1lit va 10 lit - dat 1an lugt gan 150g (gap ~ 3
1an) va 252g (gap ~ 5 1an) sau 1 thang nudi.

3.5. Nuéi nhan cum phéi cé6 ré bang
bioreactor

Nhu da trinh bay, cum phdi c6 ré tit nuoi
cay phoi dang ciu trong méi trudng c6 1 mg/l va
2 mg/l IBA (Hinh 6h, i) dugc st dung trong nudi
cdly bing bioreactor 3 lit va 5 lit trong moi
truong tuong tng (Hinh 9a, b). Két qua budc
dau cho thay, trong méi truong SH c6 1 mg/l va
2 mg/l IBA, mé ting sinh khéi rat nhanh va c6
két cau hinh thai tuong tu nhu dudc nudi trong
binh tham gidc. K&t qua buéec dau cho thay
trong moi trudng cé 2 mg/l IBA véi lugng mod cdy
ban dau 50g, sinh kh6i mé ting gan 7 1an sau 2
thang nudi cay (= 350g). K&t qua nay tao tién dé
cho viéc trién khai nuéi nhan véi quy mé 16n
hon. Kiém tra hop chét tha cdp saponin dang
dugc thuc hién.

Du6i day la so d6 tém tit hai mang noi
dung nghién ctu da trinh bay 6 trén.
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Hinh 9. Nu6i nhan cum phoi cé ré bang

I ol

bioreactor 3 lit va 5 lit

Ghi chii : a. Nudi nhan cum phdi c¢6 ré bing bioreactor dang
tru 3 lit, sau 1 thang nuéi cay trong moéi truong SH c6 1 mg/l
IBA; b. Nuéi nhan cum phoi cé ré bing bioreactor dang cdu
5 lit, sau 1 thang nuéi cdy trong moi truong c6 2 mg/l IBA
(vi tri miii tén chi mic khéi diém lugng sinh khéi mé & ngay
nuéi cdy dau tién).

4. KET LUAN

Ung dung phuong phap nudi cdy mé t& bao
thuc vat in vitro trén d61 tugng sim Ngoc Linh,
ti vat litu ban dau 1a mé seo 14 cay in vivo,
nghién ctu da thanh cong trong tao va nuodi
nhan huyén phu phoi soma dang cau dung méi
truong B5 c¢6 3 mg/l IBA tit nuoi cdy té bao trong
moi truong 1ong; nudi nhan sinh khéi mé seo
sinh phoi khong diung chat diéu hoa sinh trudng
trong binh tam gidc va bioreactor dung moi
truong 1/2SH c¢6 va khéng c¢6 10% nude dua.
Nubi nhan sinh khéi cum mé phéi cé ré bing
bioreactor cling dudc thuc hién c6 két qua dung
mdi trudng SH ¢6 b sung 1-2 mg/l IBA. Két qua
nudi cay thanh cong cac loai hé théng moé néi
trén tao tién dé cho viéc nhan gidng sim thong
qua phoi soma va san xuat hgp chat thi cap.

LOI CAM ON

Cac tac gia xin chan thanh cam on By Khoa
hoc va Céng nghé, S6 Khoa hoc va Cong nghé
thanh phd H& Chi Minh da tai trg cho cac noi
dung riéng 6 nghién c@tu nay. Xin cam on TS.
Vuong Chi Hung - Trung tdm Nghién ctu trong
va ché bién cay thuoc Da lat da cung cap mau la
lam thi nghiém. Cong trinh dugc thyc hién tai
Phong thi nghiém trong diém phia Nam vé cong
nghé t& bao thuc vat - Vién Sinh hoc nhiét déi.
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