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TOM TAT

Trong nghién ¢u nay,anh hréng aia &nh sandon sic 1&n s khéi tao va ting sinh éa mo
se0, aing nhr sy sinh trong, phat tén va khi nang tich iy hoat chit saponin trong cay sam
Ngoc Linh (Panax vietnamensida et Grushv.) nudi &y in vitro d& duoc nghién ¢u. Cac riu
mo 0 va caydugc nudi dy dudi 5 loai &nh sang khac nhau: 100 % anh sang xanh, 100h% &n
sangdo, &nh sang xanh va anh séatigkét hop vai ti 16 50 : 50, 30 : 70, 20 : 80; anh sanghiu
quangdugc Sr dung lamddi chang. Két qua cho thiy trong rong tiroi va trong lrong khé @a
md 0 thudugc la cao nht (trong tng 0,274 va 0,030 g) khi cacimla duoc nudi dy dudi
anh sang anh sang xanh va anh stinkft hop voi ti 18 50 : 50. Qua trinhihg sinh mé o hiéu
qua nhat khi cac mé o dugc nudi dy dudi diéu kien chiéu sang 1a anh sang xanh va anh sang
do két hop vei ti 18 50 : 50, i trong lwong troi va trong lrong khd @a mé go 1a lon nhit
(twong tng 0,748 va 0,064 g). Anh sang xanh va anh géankft hop voi ti 16 50 : 50 éing la
ngudn sang thich ¢p nhit cho s sinh tréng va phat tén cia cay sAm Ner Linh nudi dy in
vitro. Két qua phan tich HPLC cho fly anh sangia tacdong khac nhadén sy tich liy saponin
trong mo 8o va cay sAm N Linh nudi dy in vitro. Cac cayduoc nudi dy dudi anh sang
huynh quang chostich liy saponin 1a cao rah(0,2422 % Rbva 0,7081 % MR).

Tir khoa: anh sangion sic, saponin, sAm Ng Linh, sr sinh trong va phat tdn, sr tich iy
hop chit.

1. GIOI THI EU

Nguon chiéu sangdugc ar dung théng dng trong nudi &y in vitro 1a anh sang hunh
quang. Cac lg dén halogen kim Ig, natri cao ap, day taduoc sr dung nkim lam tng arong
d6 anh sang. Tuy nhién, thg ngwn sang nay ba00g1 cac lréc song khéng an thiét cho s
sinh trong aia cay [9]. Anh sangdon sic 1a ndt ngudn ning hrong day hira hen cho cac phong
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nudi cly mé Wi kha ning nang cao qua trinkrg tnrong sinh ke nhy vao kich thrée nho, ciu
trdc fn, an toan, itda nhét, tudi tho cao. Anh sandon sic bao §m cac Ixéc song codi cho
qua trinh quangdp, tir d6 anh hréng dén qué trinh phat sinh hinh thai va sidhg hop cia cay.
Hién nay, anh sandon sic duoc st dung trong nhiu nghién éu & quang sinh éc nhr sy tong
hop chlorophyll, quang ¢p va phat sinh hinh thai hay qua trinh tigp tac kp chit co hat
tinh sinh lic. Anh hréng aia anh sangon sic |én s sinh trong va phat tén cia mot s loai
cayda duoc nghién @u, vi da nhe: Euphorbia milii[3], Zantedeschi§8], Khoai tay [7, 15], Cuc
[9], Lilium [12], Chui [19], Dau tay [20], Lan Y [21], Nho [23]Cymbidium[28] va Lan H
Diép [31]. Nhrng nghién ¢u naydéu ch ra fing &nh sandon sic thich lyp cho sinh tréng
cua cay lon &nh sang hunh quang.

Anh hrong aia chit lugng anh sang |ényssinh trong va phat tén thyc vat da duoc
nghién @&u nhidu; ‘tuy nhién, cac nghiénra vé tacdong aia anh sangén qua trinh dng hop
cac lyp chit thir cip c6 hat tinh sinh ke vin con At han ché. Krewzaler va Hahlbrock [1Q]4
cho ing anh sang c6 vai tro kich thicl ®ng hyp flavonoid glycosides trong nubiyté bao
cay Petroselinum hortensfl0]. Mot sb nghién @u khac éing da tim héu anh hrong dia anh
sang lén ¢ tich iy cac cht trén ndt sd dbi twong nhr: anthocyanin trong cayerilla
fruttiescneng33], artemisinin & nudi dy ré to cay Artimisia annua[13]. Trénddi tuong chi
Panax Yu va @ng sr [32] ¢4 nghién ¢u anh hrong aia anh sang lénystong hop ginsenoside
trong € to cady Nhan samRanax ginsendC. A. Mayer). Tuy nhién, ata c6 nghién @u nao
duoc thee hién trénddi tuong sam Ngc Linh.

Sam Ngoc Linh la mét loai sdmdac hiru cia Viét Nam, véi tén khoa hoc la Panax
vietnamensisla et Grushv. Sim Ngoc Linh khong chi c6 cac tac dung dullgc li dac truling cia
chi Nhin sdm ma con c¢6 nhing tac dung dién hinh nhull chdng stress, chng trdim cam, tac dung
1én su chng oxy hoa in vitro vain vivo.. Nhom chat cé tac dung quyét dinh nhat dén tic dung
dulJgc li cua loai sdm nay la c&aponin triterpenoic ma dai dién chinh la MR, Rb va Rg [30].
Sam Ngoc Linh 1a mot trong nhiing loai sim c6 ham lul]ong saponin khung dammaran cao nhat
(khoang 12 — 15%) va lullgng saponin nhiéu nhit so vdi cac loai khac cua chiPanaxtrén thé
gi6i [18]. Vi nhitng dallc diém do6, saim Ngoc Linh khong chi 14 loai sim quy ctia Viét Nam ma
con cua ca thé gisi.

Ngudn sang tirong duoc ar dung trong nudi &y cdy sadm Ngc Linh in vitro 1a anh sang
huynh quang. Tuy nhién, aa c6 nghiéneu naoduoc thyc hign nhim tim hiéu anh hrong dia
anh sangion sic 1én sinh trong, phét trén va s tich liy hoat chit saponin éa mo go va cay
sam Ngc Linh nudi dy in vitro. Trong nghién €u nay, king viéc sr dung céc lai anh sang
khac nhau, chang t6iém hanh tim Hu anh hrong 1én s khai tao va ting sinh @éa mé so, ding
nhu sy sinh trong va phat tén cia cady sim Neg Linh in vitro; bén anh d6, ching téi @ng
tim hiéu anh hrong aia &nh sangon sic 1én khi ning tich fiy haoat chit saponin trong moes
va cay sam Ner Linh nuéi dy in vitro. Tir d6, tim ra anh sang phip nhit cho qué trinh nhan
gibng cay sam Neg Linh nudi dy in vitro.

2. VAT LI EU VA PHUONG PHAP
2.1. Ngbn méu

~ Ngudn méu s dung trong nghiénieu nay 1 1a ¢uoc cit thanh niing miéng c6 kich tixoc
bang nhau 1 x 1 cm) va 6h(cao khang 2 cm) cay sdm Ng Linh (Panax viethamensida et
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Grushv.) nudi &y in vitro hién c6 ki Phong Sinh bc phan i va Chon tao giong cay téng, Vien
Sinh lbc Tay Nguyén.

2.2. Mdi trwong vadiéu kién nudi cy

Mdi truong duoc s dung trong thi ngtéim khoi tao va ing sinh mo eo 1a moi trong SH
[26] c6 B sung 0,2 mg/l TDZ (thidiazuron), 1,0 mg/l 2,4-D42lichlorophenoxyacetic acid),
30 g/l sucrose, 9 g/l agar. Moirtmg sr dung trong thi ngkiim tao cay hoan dmh la madi trrong
SH co I sung 1 mg/l BA (6-benzyladenine), 0,5 mg/l NAAr{dphthaleneacetic acid), 30 g/l
sucrose, 9 g/l agar, 1 mg/l thanahtinh. Tat ca moi trrong dugce dieu chinh w pH 5,7 — 5,8
truéce khidi hap khir trung king autoclavey 121 °C, 1 atm trong 30 phat.

Céc niu ciy duoc nudi dy trong binh tiy tinh loai 250 ml \6i 40 ml mai twrong trong
mdi binh. Cac binh nubidy st dugc ciy 3 mau. Moi nghiém thirc duoc ciy véi 30 binh.

Diéu kién nudi dy: cac nau duoc nudi dy dudi anh sang hinh quang ¥i thoi gian chéu
sang 16 gi/ngay, arong do chieu sang 2.000 lux, néti do 25 + 2 °C,d6 am trung binh khang
55 - 60 %; cac Au dugc nudi @y dudi anh sangion sic Vi thoi gian chéu sang 16 giingay,
cuong do chieu sang 2.000 lux, néti do 25 + 2°C,do am trung binh khang 55 — 60 %.

Cac thi nghim & anh sanguoc thiét 1ap thanh 6 lai nhu sau:

FL: anh sang hgnh quangddi chang);

B: 100 % &nh séng anh sang xanh;

B:R =50: 50 : 50 % &nh sang anh sang xanh va &alsang anh saudg;

B:R = 30:70: 30 % anh sang anh sang xanh va 70sé&mg anh santp;

B:R =20: 80 : 20 % anh sang anh sang xanh va 8al¥sang anh sadg;

R: 100 % anh sang anh satig

Cé&c anh sang xanh da dugc phéat ratt cac diod phat quang (LED).

2.3. Bb tri thi nghiém

2.3.1.4nh heong aia anh sangion sic 1én s khoi tao md o tr mé 1a cay sam Ng Linh nudi
cay in vitro

Cac miu |4 sam Ngc Linh in vitro c6 kich thréc 1 x 1 cmduoc nudi dy 1én mdi tuong
SH c6 B sung 1,0 mg/l 2,4-D, 0,2 mg/l TDZ, 30 g/l sucro3eay/l agar. Sad6 cac binh nudi
ciy duoc nubi dy dudi 6 didu kién chiéu sang khac nhau trong &tu(hinh 3a). Mc dich aia
thi nghém la tim ra lai anh sang thichdp cho qua trinh ki tao mé o tir mau |& sAm Ngc
Linh nudi dy in vitro.

2.3.2.4nh hrong aia &nh sanglon sic lén s tang sinh md & sam Ngc Linh nudi @y in vitro

Cac mbd so thuduogc & thi nghém 1 duoc cit thanh nking miéng cé kich tirgc 0,5 x 0,5
cm va dy |én méi tuong SH cé B sung 1,0 mg/l 2,4-D, 0,2 mg/l TDZ, 30 g/l sucro8ey/l
agar. Cac binh nubidg saudo dugc dat dudi 6 diéu kién chiéu sang khac nhau trong Gatu
(hinh 3a). Mic dich aia thi nghém la tim ra lai anh sang thichdp cho qué trinhang sinh mo
seo sAm Ngc Linh nudi dy in vitro.
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2.3.3.4nh heong aia nh sanglon sic 1én s sinh tong va phét tén cia cay sam Nt Linh
nudi ay in vitro

Cac chi cay sdm Ngc Linh cao khang 2 cm nudi &y in vitro dugc ciy 1&én méi trdong
SH c6 B sung 1,0 mg/l BA, 0,5 mg/l NAA, 30 g/l sucroseg/®agar, 1 mg/l than hdtinh. Cac
binh nudi dy saudé duoc dat dudi 6 diéu kién chiéu sang khac nhau trong 8atu(hinh 3a).
Muc dich aia thi nghém la tim ra lai &nh sang phudp cho & sinh tong va phat tén aia
cay sam Ngc Linh nuéi dy in vitro.

2.3.4. Clitiéu theo doi

M6 sc0: khoi lugng troi, khdi lugng kho dia md go sau 6 tén (ting sinh mo eo) va 8
tuan (khoi tao moé £0) nubi @y.

Cay: Khi luong troi, khéi luong khé, chéu cao cay, &ré, chidu dai €, dién tich 14 @a cay

sau 8 tan nudi ay.
2.4.Pinh tinh va dinh lweng saponin trong md 80 va cay sam Ngc Linh nudi ciy in vitro
2.4.1.Pinh tinh saponin dng sic ki lbp ming
Chuwin bi mdu

Chiét siéu am 1 g &u md so (haic cay)da siy khé Wi methanol (20 mlén, mbi 1an 10
phat, 9 in), loc va cé dch loc dén cin. Hoa én voi 10 ml nrgc va 20 ml dietylether it déu,
loai dich dietylether. ixh nréc duoc tiép tuc lic v6i n-butanol bao hoaudic, dem cd céach tiy
dich n-butanotién cin, hoa én trong methanol 1am & ther.

Chuin bi ban mong silica gel va dung moi

Cit tam silica gel i kich theéc phu fop, cach mépwsi 1 cm k€ mot duong thing, phia
dudi duong thing ghi tén cac ¢ can sic ki, & sat mép trén ghi tén dung méirbmong silica

gel Fss

Hai h¢ dung mdidugc sr dung dé chay sic ki bin mong la: cloroform : methanol :udc
(65 : 35: 10) va n-butanol:acid acetiede (7 : 1 : 2).

Tién hanh

Cham dong loat mau thir (cac nghgm thirc) cuingddi chiéu voi mau sam chan, MR,, Rby,
Ra: 1én kin silica gel. Trén“ khai trong binha ki den khi dung mdi chy trén tm silica gel
céchgiinh trén 1 cmﬂy radé kho. Phun th&g thor H,SOy ’10 %qtrong 6n va 4y kho. Quan sat
cAc \ét hién mau cac &t cua mu thir so \6i vét cia cac cht chuan.
2.4.2.Pinh keong saponin bng HPLC

Chuin bi miu trong tir nhr sic ki l6p mong.

Cén n-butanol hoadi 10 ml methanol, trich 2 ml ¢6 cachithdén cin. Hoa én véi nuéc
va acetonitrile (1 : 2),0k qua mangdc 0,45 um, gch loc bom vao may HPLC &i diéu kién
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chung nlx sau: i tich tiém ndu: 20 pl, 6¢ do dong: 0,5 mi/phit,a RP C18 Supelco (250 mm
— 4,6 mm —5 um), ndii d6 cot: 25°C, detector: PDAy budgc séng 190, 196 va 203 nm.

Thu nhin dién tich peaktong ttng, hamirgng saponirdugc tinh theo céng tit sau:

x.10.100%
HL (%) = ———— 10~
(%) a.(100%—p) 10
X: ndngdo mau thir thu dugc dya vaoduong chan (ug/ml); 10:d¢ pha loding riu; a: kibi luong
nguyén léu (g); p:dé am.

2.5. Xir li sb ligu

Cac $ lidu thuduoc trong nghiéneu nayduoc xi Ii bing pHin mém SPSS 16.06i phép
tha Duncan P = 0,05 [4].

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Két qua

3.1.1.4nh heéng aia &nh sangion sic 1&n s khoi tao moé go tir md 1&4 cay sAm Ng Linh nudi
cay in vitro

Két qua thu duoc cho thy anh sangion sic khac nhawd tacdong khac nhau |énuskhoi
tao m6 £0 sAm Ngc Linh nuéi dy in vitro (bang 1, hinh 3b). Sau 84m nudi dy, khdi luong
tuoi, khéi lwong khd @a mé so thuduoc 1a cao nht (twong ting Wi 0,274 g va 0,030 g) khi
dugc nudi dy dudi ti I¢ anh sang xanh wdo 14 50 : 50. Kt qua ciing cho tly khi cac niu la
duoc nubi dy dudi diéu kién chiéu sang la anh sangynh quang thi qua trinh khtao md o
bi han ché, voi khéi lugng troi va khdi lugng khd @ia mé so thuduoc 1a thip nHit (twong ung
v6i 0,176 g va 0,018 g). Khi cacim cly duoc nudi dy dudi anh sang xanhio, &nh sang xanh
vado két hop theo t1é 30 : 70, 20 : 8@éu cho qua trinh ki tao mé o 6t hon khi nudi dy
dudi &nh sang hgnh quang, i khéi luong troi va khdi lwong kho cao bin (king 1).

Bang 1.Anh hrong aia anh séangon s‘iq 1én sr khoi tao mo go tir mau |4 sdm Ngc Linh sau
8 tuan nubi @y.

Anh sang Khoi lwong twoi (g) Khéi lwong kho (g)
FL 0,176d* 0,018c
B 0,189c 0,020bc
B:R=50:50 0,274a 0,030a
B:R=30:70 0,194c 0,022bc
B:R=20:80 0,196¢c 0,025b
R 0,224b 0,023bc

Ghi chi: *Nhiing ki tr khac nhau (a, b, c,...) trongtcthé hién sr sai khac c6 y ngh Wi do tin ciy
P = 0,05 trong phép @hDuncan.
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Tuy nhién, khi so sanh i cac lai &nh sang naydi nhau thi khdéng couskhac bt vé
mat thdng ké (kng 1). K&t qua caa nghién ¢u nay cho thy anh sang anh sang xanh va anh
sangdo két hop véi ti 16 50 : 50 la ngbn sang thich &p nhit cho qué trinh kéi tao mé o tir
md |4 dia sAm Ngc Linh nudi dy in vitro.

3.1.2.4nh hrong aia &nh sanglon sic lén s tang sinh md & sam Ngc Linh nudi @y in vitro

Cac md so khoi tao duoc diy chuyén sang méi trong ting sinh vadugc nudi dy dudi 6
loai &nh sang khac nhauékqua sau 6 tan nudi dy cho thy cac lai &nh sang khac nhaié co
vai trd khac nhau trong & kich thich g ting sinh éa md go sam Ngc Linh nudi dy in vitro
(bang 2, hinh 3c). Kéi luong troi va khbi lwong khd @a md so thuduoc 1a cao nht (twong
rng Wi 0,748 g va 0,064 g) khiwgc nudi dy dudi &nh sang anh sang xanhdékét hop vai ti
l¢ 50 : 50. Tép theo la &nh sang anh sang xanh, anh é&ngnh sang xanh @ két hop voi ti
l&¢ 30 : 70, 20 : 80; tuy nhién; khi so santbkhrong troi va khji lugng khd @a mé so & cac
loai &nh sang nay thi khéng cd khac bét v& mat théng ké (ting 2). M6 so hi tc ché sy ting
sinh khiduoc nuéi dy dugi anh sang hinh quang, i khdi lugng troi va khji luong khé @a
md o0 la thip nhit (tuongrng wi 0,473 g va 0,046 g). Nhvay, sy ting sinh éa md o l1a Ht
nht khi dugc nudi dy dudi anh sang xanh vés két hop wi ti 16 50 : 50; va 1a anh sang thich
hop nhit cho @ sir khoi tao va ting sinh md eo cia sdm Ngc Linh nudi dy in vitro.

Bang 2.Anh hrong aia anh sangon gic Ién s ting sinh @a mo6 so sam Ngc Linh
sau 6 tan nudi ay.

Anh sang Khoi lwong twoi (g) Khéi lweng khd (g)

FL 0,473c* 0,046c¢c

B 0,522bc 0,050bc
B:R =50:50 0,748a 0,064a
B:R =30:70 0,591bc 0,058ab
B:R = 20:80 0,552bc 0,053bc

R 0,608b 0,051bc

Ghi chi: *Nhiing ki tr khac nhau (a, b, c,...) trongtcthé hién ar sai khac c6 y ngh Wi do tin ciy
P = 0,05 trong phép thDuncan

3.1.3.4nh hrong aia anh sangion sic lén s tich k7y saponin trong mdes sam Ngc Linh
nudi ay in vitro

Két qua bang sic ki I6p mong cho thy khi cac Bn mong duoc chay trén & hai laai dung
moi khac nhau (cloroform:methanakéc = 65 : 35 : 10 va n-butanol:acid acetigin = 7 : 1 :
2), cac miu mo go cay sam Nec Linh nudi dy in vitro & tit ca cac lai anh sangiéu co s
xuit hién caa 3 \ét saponin Rg Rb;, MR; (hinh 1). Diéu nay clirng © ring trong cac AU Mo
se0 sAm Ngc Linh nuéi dy in vitro c6 sr hién dién aia Rg, Rby, MR,. Ngoai ra,¢ miu md o
sam Ngc Linh nudi dy in vitro con xuit hién cac ¥t trong dong Wi sam ngoaitt nhién (hinh
1), diéu nay ctirng © rang trong md so sAm Ngc Linh nuéi dy in vitro con c6 nit caa nhéu
loai saponin kh&cuong tr nha saponin @a cay ngoaiit nhién.
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Hinh 1.Sic ki lép mong duoc chay trén hai & dung méi khac nhau (cloroform : methanolsa
=65 : 35 : 10) (tréi) va n-butanol:acid acetigin = 7 : 1 : 2 (phi)) ciia cac ru moé £0 sam Ngc Linh
dugc nudi @y dudi cac lai anh sang khac nhau.

Két qua chay HPLC cho tlly anh sangid anh hrong dén qué trinh tichiy hoat chit
saponin trong mées® sadm Ngc Linh nudi dy in vitro. Ham rong saponin Rgla cao nkt
(0,3015 %) khi cac caguoc nudi dy dudi anh sang xanh v két hop véi ti 16 50 : 50 va thp
nhat (0,1273 %)& cac cay nudidy dudi anh sang xanh vas két hop véi ti 1¢ 30 : 70. Ham
luong saponin Rya cao nkt (0,2281 %) khi cac caduroc nudi dy dudi &nh séang hgnh quang
va thip nhit & cac cay nudiy dudi anh sang xanh wio két hop voi ti l¢ 30 : 70 va 20 : 80. &
qua ciing cho thy anh sang xanh @ két hop vai ti I¢ 30 : 70 cho hamibng Rg va RR trong
mo o la thip nhit; tuy nhién, hamuong MR, thuduoc (0,5773 %)di cao ton rat nhiéu so \6i
céac lai anh sang khac. Hamdng MR, thip nhit (0,1564 %)iuoc thu nkin & &nh sang xanh va
do két hop vei ti 1¢ 50 : 50 (ing 3).

Bang 3.Anh hrong aia 4nh séngon sic Ién tich iy saponin trong mGes sam Ngc Linh
nudi @y in vitro.

Anh sang Rg (%) Rb; (%) MR , (%)
FL 0,1968e 0,2281a 0,2933e
B 0,2543c 0,1722d 0,3184c
B:R =50:5( 0,3015a 0,1855b 0,1564f
B:R=30:70 0,1273f 0,1685e 0,5773a
B:R=20:80 0,2106d 0,1679%e 0,3162d
R 0,2675b 0,1789c 0,3712b

Ghi chi:*Nhiing ki tr khac nhau (a, b, c,...) trongtcthé hién ar sai khac c6 y ngh Wi do tin ciy
P = 0,05 trong phép thDuncan
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3.1.4.4nh heong aia &nh sanglon sic 1én s sinh tuong va phét tén aia cay sam Ngr Linh
nudi ay in vitro

Cac chbi sam Ngc Linhin vitro cé kich thrgc khaing 2 cmduoc nudi dy trén méi tedng
tao cay hoan dmh dréi 6 loai 4nh sang khac nhau.éKqua sau 8 tan cho thy cac lai anh
sang khac nhauiog anh hrong khac nhau lényssinh tirong va phat tén cia cdy sam Neg
Linh nuéi dy in vitro (bang 4, hinh 3d). Cac thiéu & khdi lwong troi, khdi lwong kho, chéu
cao cay va én tich 14 thuduoc 1a cao nhit & cc cayduoc nudi dy dudi didu kién anh sang
xanh vado két hop i ti 1¢ 50:50; tuy nhién, khi so sanf krong € va chéu dai € cia cac cay
dugc nudi dy dudi cac lai anh sang khac nhau thiuzhco & khac bét vé mat thong ké (lang
4). Chiu cao @a cay @ng nhr dién tich 14 @a cay lu nhr bi ¢c ché khi nuéi dy dudi diéu
kién chiéu sang la anh sang xanhiflg 4). Dra vao Kt qua nay c6 tik nhan thay &nh sang xanh
vado két hop voi ti 1¢ 50 : 50 Ia ngéin sang thich ¢p cho s sinh tuong va phat tdn cia sAm
Ngoc Linhin vitro, va c6 i duoc sr dung nhr ngwdn séang phu ép cho cac &thdng nudi dy
sam N@c Linhin vitro.

Bdng 4.Anh hréng aia &nh sangon sic 1€n s sinh trong va phét téin cia cay sam Neg Linh
sau 8 tan nudi ay.

Anh séng Kh i lwong Khéiﬂl wong Cr]iéu cao | o ChJéu dai | Dién t|’(2:h
twoi (Q) kho (g) cay (cm) re (cm) la (cnr)
FL 0,179b* 0,032ab 4,2a 3,7a 0,5a 0,81h
B 0,185b 0,032ab 3,0c 1,3a 0,4a 0,79k
B:R =50:50 0,361la 0,061a 4,4a 1,7a 0,5a 2.33a
B:R =30:70 0,147b 0,030c 3,3bc 1,7a 0,64 0,67p
B:R =20:80 0.177b 0,038ab 4,0ab 3,Ta 0,4a 1,22b
R 0,185b 0,030c 4,3a 3,0a 0,6a 1,51ab

Ghi chu: *Nhirng ki tr khac nhau (a, b, c,...) trongtcthé hién ar sai khac c6 y ngh Wi do tin ciy

P = 0,05 trong phép thDuncan.

3.1.5./fnh hrong aia &nh sangion sic 1én s tich kiy saponin trong cay sam g Linh nudi
cay in vitro

Két qua bing sic ki l6p mong cho thy khi cac Bn mong duoc chay trén @ hai laai dung
moi khac nhau (cloroform : methanoludt = 65 : 35 : 10 va n-butanol : acid acetiaréa =7 :
1 : 2), cac riu cay sAm Ngc Linh nubi dy in vitro ¢ tit ca cac lai anh sangiéu cé s xuat
hién cia 3 Vét saponin Rg Rby, MR, (hinh 2).biéu nay ctirng © ring trong cac cay sam Ng
Linh nuéi dy in vitro cé sr hién dién cia Rg, Rb, MR,. Ngoai ra,¢ mau sam Ngc Linh nuéi
cay in vitro con xuit hién cac ¢t trong ddong Wi sdm ngoaitt nhién (hinh 2)diéu nay cling ©
rang trong cay sam Ng Linh nudi dy in vitro con c6 nit cia nhiu loai saponin khacuong tr
nhue saponin @a cay ngoaiu nhién.
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Hinh 2.Sic ki l6p mong duoc chay trén hai & dung méi khac nhau (cloroform : methanol :
nuée = 65 : 35 : 10) (trai) va n-butanol : acid acetixéc = 7 : 1 : 2 (phi)) cua cac nu
cay sam Ngc Linh dugc nubi dy duéi cac lai anh sang khac nhau.

Két qua chay HPLC cho tlly anh sangid anh hrong dén qué trinh tichiy hoat chit
saponin trong cay sam dg Linh nudi dy in vitro. Ham krong saponin Rga cao nht khi cac
cay dugc nudi dy dudi anh sang xanh v két hop vai ti 18 20 : 80 (Wi 2,2749 %), va tp
nht & cac cay nudidy dudi &nh sang xanh @i 0,1540 %). Tuy nhién, hanrdng saponin Rp
MR, cao nfat lai thu dugc & cac cay nudidy dudi anh sang hynh quang {tongung 0,1709 va

0,4080 %) (bng 5).Pac bict, ham trgng MR, ¢ c4c cay nubidy dusi huynh quang caodn rat
nhiéu so \i cac laai anh sang khac.

Bang 5.Anh hrong aia anh sangon &“icrlén tich iy saponin trong cay sam kgLinh
nubi @y in vitro.

Anh sang Rg (%) Rb; (%) MR , (%)
FL 0,2368c 0,2422a 0,7081a
B 0,1540f 0,1709b 0,4080b
B:R =50:50 0,1635e 0,1647d 0,1273f
B:R =30:70 0,2481d 0,1373e 0,1582d
B:R =20:80 0,2749a 0,1672c 0,1316e
R 0,2693b 0,1017f 0,2257c

Ghi cht: *Nhiing ki r khac nhau (a, b, c,.

P = 0,05 trong phép thDuncan

3.2. Thao luan

..) trongtcthé hién ar sai khac c6 y ngh Wi do tin ciy

Anh sangdiéu khién sr sinh trong va phét tén cia thye vat théng qua hai coduong:

quang lp va quang phat sinh hinh théi.cac mé nudi &y, c6 ba $u t6 anh sang tadong dén
su sinh trong aia phéat sinh hinh théié & hréc séng, eong do va thdi gian chéu sangba cé
nhiéu nghién é¢u ch ra @ing anh sang cé tatbhng dang K dén ar sinh twong, phat sinh hinh
thai va & hinh thanh ga cac enzymaic hiéu cho qué trinh hinh thanh cagphchit thir cip
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flavonoid glycosides [5]. Tuy nhiénysiéu biét vé tacdong aia anh sang lénuskhoi tao va
tang sinh md &0, dac biét l1a tréndoi twegng sdm Ngc Linh thi van chra dugc nghién éu.

Két qua thu dugc cho thy anh sang c6 vai trd khac nhau trong qua trinfi tdo va ting
sinh md o sdm Ngc Linh nuéi dy in vitro. Anh sangion sic da tacdong dén qua trinh kbi
tao va ting sinh mé & tt hon anh sang hmh quang. Anh sang xanh da két hop voi ti I¢
50:50 cho s khoi tao caa md g0 tir mau la va qué trinhihg sinh mé so sam Ngc Linh 1a 6t
nhét, véi khdi lwong troi va khdi luong khd @a mé so thuduoc 1a cao nht (bang 1, 2; hinh 3b,
c). Trong khido, sr khoi tao va ting sinh mé &0 bi han ché khi nudi dy dudsi anh sang hynh
quang, vi két qua vé khdi luong troi va khdi lwong khd mé so thuduoc 1a tHip nht (bang 1,
2; hinh 3b, c). Kt qua nay ding cho thy vai trd @ia Anh sandon sic va s két hop giita anh
sang xanh v&o I&n sr khoi tao va ting sinh md o sam Ngc Linh nudi dy in vitro.

Cac nghiénu treéc cing ch ra rang sr két hop giira &nh sang xanh i co tacdong dén
sr sinh twong aia Mot s cay. Anh sanglo quan kidi cho sr kéo dai than va dém, dap tng
phytochrome va thagoi cu tric gii phau aia cay [27]. Trong khit6, anh sang xanhilco vai
trd quan tong trong qua trinhdhg hyp chlorophyll, & mo cia khi kiong, Hng hyp cac enzyme,
s truong thanh éa luc lap va qua trinh quangop [29]. Anh sangio cin thiét cho s sinh
truong aia thrc vat, trong khidé, anh sang xanhilgép pHin vao qua trinh quangh cia cay
[22].

Két qua trong nghién ¢u nay cho thy khéi luong troi, khéi luong khd @a cay sdm Neg
Linh la cao nht khi dugc nudi dy dudi &nh sang xanh véo két hop voi ti 1¢ 50 : 50 (lang 4).
Anh sang hiinh quang kém thicholp cho & sinh tuéng aia cay sam Nep Linh. Két qua nay
ciing trong ddng Wi cac nghién éu ¢ mot b loai cay khac nin Lilium [12], Cuc [9], cay Bong
[11]. Céc tac di déu cho &ng sr sinh trong thuduoc 1a 6t nhit khi cac cayduoc nudi dy dudi
anh sang xanh wo két hop véi ti I¢ 1 : 1. Abdullahil Baque vaong sr [1] ¢4 nghién @u anh
huong aia chit lvgng anh sang lénrssinh trdng aia cay Calanth@n vitro va cho thy rang sr
sinh trrong 1a 6t nhat khi duoc nudi dy dudi anh sang xanh va két hop, két qua thip hon
dugc thu nhn ¢ anh sang hgnh quang, anh sang xanh va anh sdégKhi nudi dy cay
Cymbidumsr két hop giira anh sando va xanhda ting arong sr sinh trdng va phat tén bing
sy gia ting a1a qué trinh quangolp [28]. Tuy nhién, itlé két hop giira hai lai &nh sang nayés
thaydoi tlly theo loai khac nhau.

Sau 8 tan nudi dy cac cay sam Ng Linh drdi cac lai anh sang khac nhau, éhicao
cay thuduoc & cao nht khi cac cayduoc nudi dy dudi &nh sang xanh vdo két hop véi ti 18
50 : 50, tép theo la 100 % &nh sakg va anh sang lmh quang; & qua thip nhit duoc thu
nhan khi cac caytugc nudi dy dugi anh sang xanh ging 4, hinh 3d). Kt qua trong thi nghim
ciing trong dong Wi nghién ¢u cia Appelgren [2]¢ cay Pelargonium nghién ¢u cia
Mortensen va Stromme [18] cay Cuc va Khoai tay,ék qua da cho ing anh sang xandté wc
ché manh sr kéo dai éa than. Mit khac, nghiéneu cia Puspa vadng sr [23] lai cho thiy sy
kéo dai cbi va chiu dai than ga cay Nho ladt nhit khi cac caydugc nudi dy dudi &nh sang
d6. Tuy nhién, Heo vadmg sr [6] lai cho ing chiu cao @a cay Salvia |a cao ahkhi duoc
nudi dy dudi &nh sang xanh vai lkc ché dudi anh sangto. Sy khac nhau nay cé ¢ha do s
twong tac pbi hop khac nhauia thy quang nn anh sang xanh va cac phytochrome trogg vi
kich thich haytic ché sy kéo dai than. Kim vaamg sr [9] da cho #ng sr kéo dai than co th
dugc kich thich hayrc ché boi sy trong tac pléi hop gitta thy quang tép nhin anh sang xanh,
do va céc phytochromeing tuy thic tuy theo loai.
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Hinh 3.Anh hrong aia 4nh sangon sic 1én s khoi tao va ting sinh éa md so, ar sinh tréng va phéat
trién cia cay sdm Ner Linh nuéi dy in vitro. a. Hé thdng anh sandon sic; b. CAc md so hinh thanhit
mau l4; c. CAc md so duoc ting sinh khi nuéi &y dudi cac lai &nh sdng khéac nhad; CAc cay sam
Ngoc Linhin vitro dugc nudi dy duéi cac lai &nh sang khac nhaur(tri sang phi tuongeng Wi anh
sang hgnh quang, 100 %nh sanganh,anh sanganh vado két hop véi ti 1¢ 50 : 50, 30 : 70, 20 : 80
va 100 %@anh sango).

S5 lwong & va chéu dai & cia cac cay sAm Ng Linh da b han ché khi dugc nudi dy
dudi anh sang xanh. &t hét cac cay sam Ng Linh khi duoc nudi dy dudi &nh sang xantiéu
khdng xuit hién ré. Tuy nhién, khi so sanhsicac lai &nh sang khac thi n6 khéng cé khéagt bi
vé mit thdng ké (Bing 4). Moon va éng sr [16] ciing cho &ng sr ra € duoc kich thich bi &nh
sangdé vatrc ché bai anh sang xanh.

Vai tro aia sr két hop giita &nh sango va anh sang xanhieg da tacdong dén ar mo rong
cua |4 sam Ngc Linh nudi dy in vitro. Dién tich d@ia 14 thudugc la cao nht khi cac cayduoc
nudi diy dudi ti 16 &nh sang xanh v@s 1a 50:50, #p theo 14 cac cAyudi &nh sangio; tuy
nhién, ching khéng khacdbinhiéu vé mat théng ké (tang 4, hinh 3d). @in tich @ia l& thuduoc
la thip nhit khi cac cayduoc nudi dy dusi anh sang xanh, o du khdng khac Bi vé mat
thong ké so ¥i cac cay dai cac lai &nh sang corai (bang 4). Cac nghiénil treée cing cho
thiy anh sang c6 tadong dén ar mé rong aia la [25].0 mét sb loai cay, anh sang xanh lam
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tang dién tich 14 (nlr cayBetula penduld24]; trong khio mot sd cdy, anh sang xanhi lirc ché
s mé rong aia 14 (nhr cay Cuc [17]). Tuy nhién, trong nghiéawnay, anh sandé va anh
sangdo két hop véi anh sang xanh theblé 50:50 drong nhr c6 vai trd trong$ mé rong aia |4,
trong khido, anh sang xanhilco tac ding ngroc lai.

Quan sét hinh thaiia cac cay nudidy dudi cacdiéu kién chiéu sang khac nhau choath
anh sanging co vai tro quan ¢ng trong qua trintbhg hyp céac &c t trong cay sam Ng¢ Linh
nudi dly in vitro. Cac caydugc nudi dy dudi &nh sang xanh sinhuténg kém lon dudi anh sang
do, tuy nhién ladi c6 mau xanktam hon, cac cay nudidy dudi sanh sando c6 mau bi vang.
Céc cayduoc nudi dy dusi anh sang xanh véd két hop c6 mau xanh nt (hinh 3d). Tibbitts
va @ng sr [29] cho &ng anh sang xanh c6 vai trd kich thishténg hyp cac chlorophyll trong
cay. Nghién ¢u aia Liu va éng sr [14] ding cho fing &nh sang xanh kich thich téng hop
cac 4c t6 trong PLB @a cayOncidium Két qua thu ntin trong nghién&u nay cho thy anh
sang xanh c6 vai tro kich thich qua tribhg hyp cac §c t tao nén mau xanhoa cay, trong khi
d6 anh sango lai c6 tacdong ngroc lai. Vi vay, trong nudi @y in vitro viéc két hgp gitta anh
sang xanh vado vira c6 taaiong ting arong sr sinh tixéng vra c6 taaiong dén qué trinhdng
hop céac &c t trong cay.

Anh sangdong nt vai tro quan ng dén qua trinh quangdp cing nhr qua trinh dng
hop céac cht trong cay. Trong nghiénira nay, vai trd ¢a anh sangén sr sinh tréng aia mod
seo va cay sam Ng Linh d& dugc ghi nHin. Tuy nhiéndé biét duoc vai trd @ia anh sangén
su tich iy haat chit saponin trong mdes va cay sam Ng¢ Linh nudi dy in vitro thi nHing
mau naydugc tién hanh phan tiching HPLC.

Két qua thu duoc cho thy cAc md so va cayduoc nudi dy dudi cac anh séang khac nhau
thi gy tich iy hop chit saponin la khac nhaudig 3, 5). Mit khac,anh hrong dia anh sangdén
su tich lay saponin trong mbes va trong cay ing hoan toan khac nhauafig 3, 5). & khac
nhau nay cé thduoc giai thich la do cac &u nudi dy khac nhau. Mo la not khdi té bao
phan chia vé& chic, khéng phan héa, cé thinh vi viy ma cac qua trinh sinbrig hyp trong
mo 0 khdng gbng Wi trong cac cay nudidy in vitro. Ngoai ra, cay c6 afa nhiu sic 6 hon
mau mé g0, tao Nén mau xanhi@ cay, trong khi cAc mé&s thuduoc lai 6 mau ting; chinh vi
vay ma anh sanda tacdong dén cac thi quang tép nhin anh sang khac nhaiing nhr kich
thich qué trinh sinfbhg hyp cia cay khac sodi md s:0.

Déi voi md s:0, ham trong saponin Rga cao nlt khi cdc mé so dugc nudi dy dudi anh
sang xanh vao két hop voi ti 1é 50:50 va thp nhit & cac md so nudi dy dudi &nh sang xanh
vado két hop wai ti 1é 30 : 70. Hamtong saponin RHa cao nkt khi cac md so duoc nudi dy
dusi &nh sang hgnh quang va #p nhit ¢ cac mé so nudi dy dudi anh sang xanh vdo két
hop woi ti 1¢ 30 : 70 va 20 : 80. & qua ciing cho thy anh sang xanh wo két hop voi ti 18
30:70 cho hamuong Rg va Rh trong md so la tHip nhit; tuy nhién, hamuong MR, thu duoc
lai cao on rit nhiéu so i cac lai anh sang khac. Hanrdng MR, thap nhit dugc thu ntn ¢
anh sang xanh wo két hop voi ti 1¢ 50 : 50 (lang 3). C6 th nhan thiy rang, & mé o, mdi loai
anh sangal c6 vai tro khac nhau cho qué trirdmg hop cia ting laai saponindiéu nay co th la
do mbi loai &nh sang c6 vai trd khac nhau trongevkich thich cac enzymérg hyp cia tirng
saponin khac nhau.

Déi véi cay, hamkong saponin Rgthu dugc la cao nht khi cac caydugc nudi dy dudi
anh sang xanh wo két hop vai ti 1& 20 : 80 va thp nhit & cac cayduoc nudi dy dudi &nh sang
xanh. Tuy nhién,stich liy saponin Rbva MR, la cao nlit khi cac caydugc nudi dy dudi anh
sang hginh quang, fip theo 1& anh sang xanh; anh sédngkhdng cé vai trd quandng trong
viéc kich thich s tich fiy cac saponin @mg 5). Hamong Rh va MR, trong cac cay nudiay
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dudi huynh quang caodn rit nhidu so i nhiing caydugc nudi dy dudi cac anh sang khac.
bac biét, ham trong MR, (Mot saponin quan ¢ng, quyét dinh dén vai tro droc i coa cay sam
Ngoc Linh) cao gp khaing 1,5 - 5,54n khi duoc nudi dy duéi huynh quang so & cac anh
sang khac. Anh sang xanh #& két hop voi ti 1¢ 50 : 50 va 100 % anh sadg cho & sinh
truong aia cay la t nhat (bang 4); tuy nhién, néal wc ché sy tich liy haat chét saponin. T d6
cho thiy, khi ar sinh tuéng cang nhanh thi qua trinh sirfimg hop saponin &y ra cang chm.
Két qua trong thi nghim diing cho tlﬁy rang ©Hng ham trong saponin (Rg Rby va MRy) thu
duoc la cao nht khi cac cayduoc nubi dy dudi anh sang hinh quang. it qua nay ding trong
ddng Wi nghién ¢u cia Yu va éng sr [32] khi nuodi ay ré to Nhan sam, cho fly dusi anh
sangdo va trong i cé ar gia tingdang K caa khdi luong troi ré to va hamirgng nhdém Rb 1a
cao lon, tuy nhién,dng ham krgng saponin thduoc lai thap hon huynh quang.

Tir két qua ciia nghién @u nay, co th thiét 1ap quy trinh 40 cay sdm Nec Linh c6 ham
lwgng saponin caOalmg céach tirc hién theo hai béc: giai doan dau, cac cayluge nudi dy dudi
anh sang xanh v két hop theo ¢ 1¢ 50 : 50 nlim ting ardng qua trinh sinh woNg va giai
doan hai, cac caylugc chuyén ra anh sang jah quang nim gia ting ham lrgng saponin.

4. KET LUAN

Chit lrong aia &nh sangnh hrong dén ar khéi tao va nhan nhanh mé&e ding nhr s
sinh tirong, phat tén va tich iy hoat chit saponin trong cay sam Mg Linh nudi dy in vitro.
Két qua nghién &u nay cho thy anh sang xanh wo két hop vai ti 1¢ 50 : 50 thich bp cho &
khoi tao va nhan nhanh mé&® cay sam Nec Linh nuéi dy in vitro. Anh sang xanh vao két
hop wi ti 18 50 : 50 c6 th dugc sr dung trong giaidoan diu cho qué trinh sinhubng aia cay
sam N@c Linh nudi dy in vitro, trong khidé anh sang hmh quangiuoc ar dung trong giai
doan sau nam gia ting sr tich kiy saponin.

L{‘ri cam on. Qéc tac gi xin chan thanhzm on Vién Khoa e va Céng nghViét Namda b trg kinh phi
dé thuc hién dé tai nghién ¢u nay.
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ABSTRACT

EFFECT OF LED-LIGHTS ON GROWTH AND SAPONIN ACCUMULAON OF CALLUS
AND PLANTLETS OFPANAX VIETNAMENSIHA ET GRUSHV.IN VITRO

Hoang Van Cuorig Nguyen Ba Nam Tran Cong Luah, Bui The VinH,
Duong Tan Nhdt’

Tay Nguyen Institue of Biology, Vietnam Acadenfoince and Technology, Da Lat city
’Research Center of Ginseng and Medicinal MaterialGhi Minh city
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In this study, callus and plantlets were culturedar six different lights: fluorescent lamp
light (control), monochromatic blue LED (B), bluadared LED mixtures (B : R =50 : 50, 30 :
70, 20 : 80) and monochromatic red LED (R) in ordeinvestigate the effects of LED-lights on
callus induction and proliferation, plantlet growdmnd saponin accumulation dPanax
vietnamensi¢ia et Grushv.in vitro. Fresh weight, dry weight of callus were grea(@s274 and
0.030 g, respectively) when leaf explants wereucett under the B:R = 50 : 50 blue and red
LED light. Moreover, the B : R =50 : 50 blue ardl _LED light enhanced proliferation of callus
with highest fresh weight and dry weight (0.748 &d64 g, respectively). Fresh weight, dry
weight, stem length and leaf area were highestantiets cultured under the B:R = 50:50 blue
and red LED light. HPLC analysis results showed dhiféerent light sources had variable effects
on saponin accumulation of callus and plantletPariax vietnamensisa vitro. The fluorescent
light enhanced saponin accumulation of plantletth viighest saponin (0.2422 % Rband
0.7081 % MR) content.

Keywords: accumulation, callus induction and proliferatiomowth, light-emitting diodes
(LEDs), Panax vietnamensida et Grushv., saponin.

490



