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ANH HUGNG CUA PIEU KIEN NUOI CAY PEN SINH KHOI VA TICH LUY SAPONIN
CUA RE TOC SAM NGOC LINH TRONG HE THONG BIOREACTOR 18 LIT

Quach Ngoc Anh'?, Trn Van Minh?,
Ha Thi Loan", Trdn Nguyén Lé Quyén'
TOM TAT
Sam Ngoc Linh dugc cong nhan la quoc bao ctia Viét Nam. Trong saim cd chita mét ham lugng 16n saponin,
rdt hiéu qua trong viéc chiia tri nhiing bénh viém nhiém nghiém trong va c6 tac dung phong chéng ung thu,
chong stress, chdng oxi hod. Sdm Ngoc Linh ¢6 gia tri I6n vé mit y té va thuong mai, nhung hién tai lai dang
khan hiém trong tu nhién. Chinh vi thé cic nha khoa hoc d4 nghién ctiu san xuét ré to sim Ngoc Linh, chtia
ham lugng saponin cao phuc vu san xut. Nhim muc tiéu thu dugc sinh khéi ré to sdm Ngoc Linh va ham
lugng saponin cao trén hé thong bioreactor 18 lit, biéu d6 tang sinh khoi tu nhién chu ky 90 ngay cta ré toc
sam Ngoc Linh da dugc thiét lap, sau d6 thiét 1ap diéu kién thich hgp cho nhin nhanh sinh khéi tuoi va tich lay
saponin (saponin toan phan, M-R2, V-R2, G-Rb1). Két qua nghién ctiu cho thdy nong d6 duong 6%, anh sang
200 LUX cho hé s6 tang sinh khoi cao nhat d6i véi ré téc sam Ngoc Linh. Trong diéu kién nudi cdy khong c
anh sang (t61), mau ré téc bi tic ché tang sinh khoi, nhung ham lugng saponin trong ré sim Ngoc Linh cao hon
trong diéu kién chiéu sang. Khoi lugng mau nudi cdy ban dau 50 -100 g thich hgp d€ st dung lam lugng méau
ban ddu trong thi nghiém tdng trudng va tich liy saponin.
T khoa: Ré to sam Ngoc Linh, diéu kién anh sing, khdi lugng ban dau, néng dé dudng, Bioreactor 18 lit

I. PAT VAN PE

Sam Ngoc Linh 1a loai thao dugc quy hiém, dac
htiu ¢ viung nti Ngoc Linh thudc huyén bik To
tinh Kon Tum, huyén Nam Tra My tinh Quang
Nam. S&m Ngoc Linh da tré thanh quéc hon quoc
tuy v6i ngudi dan noi day do nhiing déc tinh dugc
ly va lgi ich kinh t€ ma né dem lai. Trudc khi cé
su phat hién va nghién ctiu ctia cdc nha khoa hoc,
nguoi dan toc Xé Pang da st dung ct sam Ngoc
Linh nhu mot loai than dugc chita bach bénh.
Sam Ngoc Linh dugc xép hang la loai sam c6 chta
ham lugng saponin cao nhét so véi cac loai sam
khac ctia Chau A, nhit 14 MR2, mot loai ocotillol
saponin c¢6 tinh dugc ly cao trong y hoc (Quang-
Ung Le et al., 2018). Tuy nhién, sy bung nd vé khai
thac sam Ngoc Linh vo6 t6 chtic da dan dén nhiing
hé luy vé méi trudng, va sam Ngoc Linh da ding
trudc nguy co bi tuyét chiing vao nhiing thap nién
cudi thé ky 20. Chinh phu da ra stic kéu goi nguai
dan nhanh choéng tim cach bao ton va nhan giong
sam Ngoc Linh nhu bao ton di san vin hod dan toc.
Cac nha khoa hoc da khong ngtling nghién ctiu, tao
ngudn, nhan giéng va tim cach di thuc sdm Ngoc
Linh ra nhiing viing dit khac.

Nhiéu nghién ctiu nhan nhanh sinh khéi va tao
ngudn vatliéu ré sim Ngoc Linh chuyén gen da dugc
thyc hién, ching han nhu nghién ctiu anh hudng
ctia ham lugng khodng da lugng va b sung dinh
dudng vao giai doan sau clia qua trinh nudi cdy dén
su sinh trudéng huyén phu té€ bao sam Ngoc Linh
(Nguyén Van Két va Truong Thi Lan Anh, 2016);
anh hudng ctia cac elicitor sinh hoc va phi sinh hoc
dén sinh khéi va ham lugng saponin cta ré thi cap
trong nudi cdy 16ng lac ré bat dinh sam Ngoc Linh
(Nguyén Thi Nhat Linh va ctv., 2017); anh hudng
ctia ndng do duong, loai bioreactor va thé tich binh
nuoi cdy lén sy sinh trudng ctia huyén phu té€ bao
sam Ngoc Linh (Trdn Diéu Thai va ctv., 2019); mot
s6 hé thong nuo6i cdy trong nghién cttu nhan nhanh
ré bat dinh va ré thi cdp cay sdm Ngoc Linh (Panax
vietnamensis Ha et Grushv.), (Duong Tan Nhut va
ctv.,, 2012). Nhin chung, nhiing nghién ctiu trén
hau hét déu thanh cong trén co ban ly thuyét, cho
ra sinh khéi sau cling gép 2 - 3 14n nguon nguyén
liéu ban dau, nhung chua dp dung trén quy mo san
xudt. Ndm 2014, nghién ctiu tao nguén ré toc sam
Ngoc Linh chuyén gen qua trung gian la khuidn
Agrobacterium rhizogene ATCC15384 (Ha Thi
Loan va ctv., 2014) da thanh cong, nu6i cdy ré toc
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sam Ngoc Linh in vitro ¢ chtia nhiéu thanh phan
saponin nhu sdm Ngoc Linh thu hoach ngoai tu
nhién khoang 5 tudi. Sau 3 nam, Trung tdm Cong
nghé Sinh hoc Thanh ph6é H6 Chi Minh da tién
hanh du an sang loc va nhan nhanh sinh khéi ré
toc sam Ngoc Linh trén Bioreactor 20 lit trong san
xudt quy mo 16n (Ha Thi Loan va ctv., 2019). Thanh
cong budc dau nudi cdy ré toc sam Ngoc Linh trén
hé thong bioreactor da mé ra con dudng mdi trong
cong nghé san xudt sinh khoi ré toc sam Ngoc Linh
trong phong thi nghiém. N6i ti€p cac nghién ctiu
do, nghién ctiu anh huéng ctia nong do duong, anh
sang, khoi lugng ban dau 1én sy nhan nhanh sinh
khai va tich liy saponin ctia saim Ngoc Linh trong
binh bioreactor 18 lit da dugc dé xuat, day cling
chinh la vdn dé t6i uu hoa cho san xudt ré toc sam
Ngoc Linh chuyén gen trén quy mo I6n.

I1. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vat liéu nghién ctu

Ré téc sam Ngoc Linh chuyén gen dugc tao ra
bang cach nhiém khudn Agrobacterium rhizogenes
ATCC 15384 vao cuodng la sam Ngoc Linh in vitro
(Ha Thi Loan va ctv.,, 2014; Loan Ha Thi et al.,
2016). Cac dong ré toc nay dugc sang loc, duy tri va
tiép tuc nudi cdy tai Trung tim Cong nghé Sinh hoc
Thanh phé H6 Chi Minh. Nhiing cum ré téc sim
Ngoc Linh dugc nudi cdy 1 thang trong méi trudng
ban ran SH ¢6 bd sung 30 g sucrose. Sau d6, mau ré
dugc nuoi trén hé thong TIS (hé thong chim ngap
tam thoi) trong 1,5 thang, moi trudng nuoi cdy SH
long chiia 30 g sucrose va dugc cung cap khi 4 tiéng
moi ngay (Ha Thi Loan va Duong Hoa X9, 2017).
Ngudn mau ré téc nuoi tii TIS dugc st dung délam
vat liéu thi nghiém.

Binh bioreactor sti dung trong thi nghiém la
BioPia 18 lit. Mdi truong nuoi cdy SH (Schenk and
Hilderbrandt, 1972) c¢é b8 sung duong, pH dugc
diéu chinh ti 5,7 - 5,8.

2.2. Phuong phap nghién ciiu

2.2.1. Phuong phdp bo tri thi nghiém

Thiét lap biéu do tang sinh khéi: Ré téc sam
Ngoc Linh tii hop TIS da qua sang loc (khong
nhiém khuén, sing mau, ré khoé), dugc cin
100 g d€ cély chuyén qua binh bioreactor BioPia
18 lit chta 10 lit moi trudng SH 1ong, 6% dudng,
diéu kién sang binh thuong (200 LUX), tién hanh

theo doi qua trinh nu6i va thu mau tii 10 - 90 ngay.
Thi nghiém vé&i 9 nghiém thic dugc bo tri hoan
toan ngau nhién, 3 l4n ldp lai, mdi lan lap 1 binh.
Theo doi va thu mau 10 ngay 1 lan.

Thi nghiém vdi nong dé duong: Thi nghiém 5
noéng do duong khac nhau (3%, 4%, 5%, 6%, 7%)
dugc bé tri hoan toan ngau nhién. Mb6i néng do 3
lan Iap lai, mdi 1an 1 binh bioreactor. Khdi lugng ré
toc sam Ngoc Linh ban daula 100 g.

Thi nghiém véi diéu kién sdang t6i: Tl két qua thi
nghiém cac nong do duong, chon nong do thich
hgp st dung trong thi nghiém nay. Ré téc sam Ngoc
Linh 100 g dugc cdy chuyén vao binh bioreactor
BioPia 18 lit va dugc nuo6i trong diéu kién chiéu
sang 200 LUX va trong diéu kién khong cé anh
sang (che t6i). Thi nghiém dugc tién hanh véi 3 lan
1dp lai, mbi 1an 1dp 1 binh Bioreactor.

Thi nghiém vdi sinh khéi ban ddu: Thi nghiém
gém 4 nghiém thiic véi cac khéi lugng ré toc sdm
Ngoc Linh ban dau (50 g, 100 g, 150 g va 200 g) tu
binh TIS, méi nghiém thiic dugc lap lai 3 1an, moi
lan 1dp 1 binh bioreactor. Nong d¢ duong va diéu
kién anh sang dugc chon tii thi nghiém cac nong
do duong, diéu kién sang toi.

2.2.2. Diéu kién thi nghiém

Nhiét d6 phong nudi (16 - 20°C), anh sang
200 LUX (12 chiéu sang/12 gio t6i), oxy dugc cung
cdp qua mang loc 0,1 um cho ré téc sim Ngoc Linh
trong su6t qua trinh nudi cdy.

2.2.3. Cdc chi tiéu theo doi

Ré to thu dugc sé dugc riia qua nude sach 2 1an
va axit citric 1 14n d€ loai boé moi trudng nudi cdy,
dé€ rao nudc. Sau khi thu sinh khéi tuoi, mau sé
dugc luu tri trong ta -80°C trong 48 gid, va tién
hanh doéng kho. Ré kho dugc stt dung d€ tach chiét
saponin.

Khoi lugng ré tuoi: ré thu dugc dugc rtia sach
moi truong, d€ rdo nudc va tién hanh can.

Khéi lugng ré kho: ré tuaoi sau khi rtia sach duge
xu 1i lanh -80°C sau 48 gi¢, tién hanh xu li kho
va can.

Saponin toan phin dugc danh gia bang phuong
phép can (g). Bot dong kho ré téc sim Ngoc Linh
4 g dugc hoa v6i 40 mL methanol 70% (3 1an) bang
phuong phap siéu am (45°C, 45 phut) va chiét qua
bong gon. Dich chiét thu dugc, loc qua gidy loc
va dinh mtic 100 mL, c6 quay thu dugc cao chiét.
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Cao chiét dugc hoa véi nudc cit va chiét tach qua
cot SPE C18, rua giai v6i MeOH thu dich. Dich c6
quay dén can, dong kho va tién hanh cén xac dinh
khoi cao saponin toan phan.

Ham lugng saponin chinh (VR2, MR2, Rbl)
dugc dinh lugng bang céch tach chiét bang phuong
phdp sic ky long (HPLC) st dung dau do UV-véi
budc song 203, 196 nm va d6i chiéu ham lugng
saponin véi cac chit chudn.

2.2.4. Phuong phdp xit ly s liéu

St dung Microsoft Excel 2010 va phan mém
SAS 9.1 @€ xui ly thong ke, trac nghiém phéan hang
v6i do tin cay P = 0,05.

50 ngay 60 ngay

70 ngay

2.3. Thoi gian va dia diém nghién ciu

Nghién ctiu dugc thuc hién tii thang 9/2021 dén
thang 9/2022 tai Trung tam Cong nghé sinh hoc
Thanh ph6 H6 Chi Minh.

III. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Thiét lap biéu d6 tang sinh khoi cua ré toc
sam Ngoc Linh trong binh bioreactor 18 lit

Ré téc sdm Ngoc Linh sau khi thu hoach tti binh
bioreactor dugc rtia sach va dé rdo nudc. Tién hanh
can khdi lugng tuoi va tinh trung binh cho méi chu
ky 10 ngay. Biéu d6 tang sinh khoéi cta ré toc sdm
Ngoc Linh trong thoi gian 90 ngay (Hinh 1).

90 ngay

80 ngay

Hinh 1. Ré t6c sdm Ngoc Linh dong 5 dugc nudi cdy trong binh bioreactor Bio Pia 18 lit tii 1 - 90 ngay.

Quan sat cho thdy sau 10 ngay, sinh khoi ré toc
sam Ngoc Linh tang khong ddng ké, nhiing ré toc
bat dau gom thanh hinh ciu ti nhiing manh ban
dau. Tu 10 - 40 ngay, nhiing cum ré téc bit dau
phan nhénh, ting sinh khéi. Sau 40 ngay, cum ré
téc ban ddu ting gin 6 lan sinh khéi ban dau. O
giai doan 40 - 60 ngay, sinh khoi ré toc sim Ngoc
Linh tang cham, cdc qua cau sam dan xen va két lai
v6i nhau thanh 1 cum lén. Tu 60 - 90 ngay, cum
ré toc tiép tuc dai ra va chiém phan 16n thé tich
moi trudng nudi cdy. Mau ré téc sam Ngoc Linh
dugc thu hoach sau 90 ngay c6 chiéu dai gap 10 lan
mau sdm ban dau (1 - 1,5 cm). Cac qua ciu sam két
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thanh mot khoi 16n, ¢ mau vang, cic sgi ré toc to
hon ban dau va lién két chat ché véi nhau.
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Hinh 2. Biéu d6 ting sinh khdi ty nhién cta ré téc sim
Ngoc Linh trong binh bioreactor BioPia 18 lit sau
90 ngay nuoi cdy
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Theo biéu d6 ting sinh khdi tu nhién ctia ré toc
sam Ngoc Linh (Hinh 2), kha néng tang trudng cta
sam la gdp 12 l4n so v&i khai lugng ban d4du. Nhin
chung, t6c do tang trudng ctia ré téc sam Ngoc
Linh tang lén theo cdp s6 nhan sau mdi giai doan
10 ngay nudi cdy. Tuy nhién, & mot s6 giai doan, hé
s6 nhén cao hon so véi cac giai doan khéc. Cu thé,
giai doan bit ddu tang trudng nhanh trong 40 ngay
dau tién, khoi lugng tuoi ctia sam ting déu (1,03
- 4,72 1an). T 40 - 60 ngay, toc do ting trudng cd
phan cham lai, dugc xem nhu giai doan tinh tién,
hé s6 ting trudng cua sdm thdp hon giai doan dau
(4,75 - 5,97 lan). Giai doan tang trudng manh nhét
rai vao 30 ngay cudi (60 - 90 ngay), khdi lugng tuoi
clia sam tang trudng tui 5,97 - 10,67 lan cdp s6 nhan,
cu thé la khoi lugng mau tang 8,5 - 10,67 lan trong
giai doan 80 dén 90 ngay. Tuy nhién, sau 90 ngay,
khéi lugng tuoi gan nhu ngling tang sinh, moi
truong nudi cdy c6 hién tugng chuyén sang mau
vang dam. Tl két qua thi nghiém cho thdy, chu ky
sinh trudng ctia ré téc sam Ngoc Linh dong 5 trén
binh bioreactor BioPia 18 lit nu6i trong 10 lit moi
truong SH trong 90 ngay la thoi gian thich hop dé
thu hoach sinh khdi.

So sanh véi hé thong Plantima ban chim ngép
(Temporary Immersion System-TIS), ré téc sam
Ngoc Linh mat do nudi ciy ban dau 3 g cho hé s6
nhan cao nhét la 13,5 1an sau 2 thang (Ha Thi Loan
va Duong Hoa X0, 2017). Hé thong Plantima mét
do 3 g véi téc do bom thich hgp cho ra sinh khéi
cao nhat, nhung van chua dap ting dugc nhu ciu
tiéu thu cta thi truong. Do do, ré téc saim Ngoc
Linh tt hé thong Plantima dugc st dung lam vat
liéu cho hé thong bioreactor 18 lit.

3.2. Anh hudng nong d¢ dudng sucrose dén sinh
khoi va tich lity saponin cua ré téc saim Ngoc Linh

Ré toc sam Ngoc Linh dugc nudi cdy trong binh
bioreactor BioPia 18 lit chtta 10 lit mdi trudng
SH, b6 sung duong sucrose tii 3 - 7%. Két qua thi
nghiém cho thdy, ty 1¢ duong cang cao thi mau ré
va moi trudng nuoi cdy c6 mau vang cang dam.
Moi trudng c6 bd sung sucrose tii 3 - 4% c6 mau
vang nhat, moi trudng c6 bé sung sucrose 5 - 6%
c6 mau vang ddm hon, va mai trudng c6 bé sung
sucrose 7% c6 mau tra. C6 thé néi nong do duong
cang cao dan dén su trao ddi chit dién ra cang
nhiéu. Dudng sucrose cung cdp ngudn carbon cho
ré toc sam Ngoc Linh sinh truéng, dong thoi tich
luy saponin. Tuy nhién, néng d¢ duong ly tudng

dé€ ré téc sam Ngoc Linh tan dung triét d€ nhét cho

sinh truéng va tich luj saponin 1a 6% (Bang 1).
Bang 1. Anh hudng ctia dudng sucrose dén sinh khéi
va saponin tong ctia ré toc sim Ngoc Linh sau 90 ngay

nuodi cdy
Nong @0 | Khéilugng mau | Khdilugng %
duong (%) | ban dau (g) ré tuoi (g) | saponin

Sucrose 3 100 596,67° 1,38"
Sucrose 4 100 656,67" 1,63
Sucrose 5 100 1113,33* 1,71°
Sucrose 6 100 1160,00* 4,532
Sucrose 7 100 530,000 1,97°

CV (%) 9,89 4,95

Ghi chii: Cdc chii cdi khdc nhau trén ciing mot cot thé
hién sy khdc biét c6 y nghia 6 miic 0,05 trong Duncan test.

S6 liéu 6 bang 1 cho thay khoi lugng trung binh
ctia ré toc sdm Ngoc Linh dong 5 thu hoach dugc
trong moi trudng c6 bd sung nong do dudng tu
5 - 6% cho ra sinh khoi cao va khong c6 su khac
biét vé mat thong ké. Nong do dudng 3 - 6%, sinh
khéi ré téc sam Ngoc Linh gia tang ddn, nhung
dén nong do duong 7% thi sinh khdi ting trudng
chém lai va thdp hon & ndng do 3%. Diéu nay cho
thiy néng d6 dudng qué cao dan dén méit cin bang
trong quy trinh chuyén hoa nang lugng ctia ré téc
sam Ngoc Linh, tic ché qua trinh ting sinh khoi.
Két qua nay phu hgp véi nghién ctiu cia Nguyen
Van Ket va cong tac vién (2012) vé ndong do duong
anh hudng dén mo seo va sy phat trién cta ré
toc sam Ngoc Linh trong binh bioreactor 5 lit, va
nghién ctiu cta tac gia Tran Diéu Thai va cong tac
vién (2019) vé anh hudng cia nong do duong lén
su sinh trudng ctia huyén phu t€ bao sam Ngoc
Linh trong moi truong MS long lac. Nhu véy, c6
thé két luan nong do duong 6% la ly tudng cho su
tang sinh khoi 1én ré téc saim Ngoc Linh nudi cdy
trén hé théng Bioreactor 18 lit.

Ham lugng saponin toan phén cua ré téc sim
Ngoc Linh 6 moi trudng b6 sung sucrose 7% chi
thap hon so v6i méi truong co6 sucrose 6%, nhung
cao hon so v6i moi truong cé néng do duong
3 -5%. Do d6, nong do dudng 6% la thich hgp nhat
cho quy trinh tich luy saponin toan phén ctia ré téc
sam Ngoc Linh.

Phén tich HPLC ham lugng cac saponin chinh
Rbl, MR2, VRI cho thdy ba saponin chinh déu
c6 mat trong ré toc saim Ngoc Linh dong 5, ngoai
trtt MR2 khong xudt hién & ré nudi cdy trong moi
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truong c6 bd sung 5% sucrose. Nguyén nhan do
yéu t6 noi sinh, su chuyén hoa cic chit trong qua
trinh tong hop saponin, mot lugng carbon nhat
dinh dugc chon dé€ chuyén hod sang mot loai
saponin nay, nhung khong chuyén hod sang loai
saponin khac, hodc da chuyén hod, nhung lai dung
san phdm chat nay dé chuyén hod sang mot loai
saponin khac. Nhu vay, nong do duong 6% la t6i

uu ca vé sinh trudng va tich luy saponin toan phan
ctia ré toc sam Ngoc Linh.

Tuy nhién, lugng saponin Rb1, MR2, VR1 cua ré
toc sam Ngoc Linh trong méi truong c6 bd sung 6%
sucrose khong xép hang cao nhit. Ham lugng VR1 va
Rb1 dugc xép cao nhét & sim Ngoc Linh trong moi
trudng cé bé sung 3% sucrose va khai lugng MR2 cao
nhat trong moi truong cé b sung sucrose 7%.

Bang 2. Anh hudng ctia dudng sucrose dén ham lugng saponin Rb1, MR2, VR1

trong ré toc sam Ngoc Linh sau 90 ngay nudi cdy

Nong d¢ duong (%) saponin (%) Rb1 (mg) MR2 (mg) VR1 (mg)
Sucrose 3 1,38° 0,020105* 1,010404° 3,290765*
Sucrose 4 1,63° 0,011129¢ 0,391350¢ 1,698658¢
Sucrose 5 1,71° 0,011529¢ 0,000000¢ 1,7329184
Sucrose 6 4,53 0,011699°¢ 0,471721°¢ 2,362732°
Sucrose 7 1,97 0,016823° 3,395261* 1,883894¢

CV (%) 4,95 0,66 0,047 0,0086

3.3. Anh huéng ctia diéu kién chiéu sang dén
sinh khéi va tich lity saponin

Ré téc sam Ngoc Linh nuoéi trong 2 diéu kién
sang, t6i 90 ngay dugc rtia sach, can lay khoi lugng

tuoi, luu tri -80°C trong 48 gio, xt ly dong kho
va tién hanh tach chiét saponin t6ng bang phuong
phép can va phan tich saponin thanh phan (Rbl,
MR2, VR1) bang phuong phiap HPLC. Két qua
dugc trinh bay trong bang 3.

Bang 3. Anh huéng ctia diéu kién chiéu sang dén sinh khéi, tich lity saponin toan phin

va cdc saponin Rb1l, MR2, VR1 ctia ré téc saim Ngoc Linh sau 90 ngay nudi cdy

Diéu kién anh sang M.(g) M, (g) Saponin % Rb1 (mg) MR2 (mg) VRI1 (mg)
Séng (200 lux) 100 895 2,63 0,0117° 0,5220" 1,5505°
T6i (vai t6i mau) 100 576,67° 3,05 0,0225° 0,5216 2,4728*
CV (%) 10,66 18,145 4,317 1,372 0,351

Ghi chii: Cdc chit cdi khdc nhau trén cung mot cot thé hién sy khdc biét c6 y nghia & miic 0,05 trong LSD test, ns

khong cé su khdc biét vé mat thong ké

Két qua cho thdy sinh khoi ctia ré tdc sdm Ngoc
Linh & diéu kién sang 200 lux cao hon so véi diéu
kién t6i. Lugng saponin toan phén va saponin thanh
phén cua ré téc saim Ngoc Linh trong moi trudng
toi lai cao hon so véi diéu kién sang. Cac phan tu
carbon dé dang lién két v6i nhau hon dé€ t6ng hop
céc saponin trong chu ky tdi. C6 thé két luén diéu
kién sang ly tudng hon cho ré téc sim Ngoc Linh
tang sinh khdi, nhung diéu kién t6i lai thich hgp hon
cho quy trinh téng hgp va tich luy saponin.

3.4. Anh huéng ctia lugng miu ciy ban diu dén
su nhin nhanh sinh khéi va tich lity saponin

Khéi ligng ban dau khac nhau dugc nudi cdy
trong binh bioreactor BioPia 18 lit cho ra khéi ugng
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sau cung khac nhau. Khéi lugng tuoi sau cung ctia
ré toc sam Ngoc Linh dugc nuo6i cdy tu 150 g khoi
lugng ban dau cho ra khdi lugng sau cting cao nhét,
50 g khoi lugng ban dau cho ra khéi lugng sau cting
thap nhét. Hai nghiém thtc v6i khdi lugng ban dau
100 g va 200 g cho ra khéi lugng cudi cung gan nhu
nhau. Tuy nhién, can danh gid theo ty 1¢ tang sinh
cua tiing nghiém thic (cot 2, Bang 4), khoi lugng
ban dau cang thap dan dén ty 1¢ tang sinh cang cao.
Két ludn nay phu hgp véi nghién ctiu ciia Nguyen
Van Ket va cdng tac vién (2012) vé nuoi cdy t€ bao
huyén phtt sdm Ngoc Linh, theo do, tac gia cho rang
2% la mat do ly tudng cho huyén phu t€ bao sinh
trudng trong binh bioreactor 5 lit. Déi véi ré téc
nudi cdly trong binh bioreactor BioPia 18 lit c6 thé
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tich moi trudng nudi 1a 10 lit, 50 -100 g khoi Iuong
ban dau dugc xem la t6i uu cho ty 1é tang sinh khoi
lan kha nang tich luy saponin.

Saponin toan phan & nghiém thic khéi lugng
ban d4u 50 g va 100 g gan nhu nhau va cao hon
so v6i cac nghiém thic khac. Ham lugng saponin
thanh phan (Rbl, MR2, VR1) cao nhit & nghiém

thiic 100 g cho MR2 va VR1 cao nhat. Nghiém thtic
50 g va 100 g cho ra ham lugng saponin toan phan
cao gan nhu nhau, nhung saponin chinh (Rbl,
MR2, VR1) cao nhit & nghiém thtic 100 g. Diéu
nay c6 thé giai thich ring do cé sy hinh thanh cua
cac saponin khac ngoai nhiing saponin chinh da
dugc khao sét.

Bang 4. Khéi lugng tuoi trung binh va ham lugng saponin toan phén va saponin chinh (Rbl, MR2, VR1)

ctia ré toc sam Ngoc Linh véi cdc sinh khoi ban dau khac nhau trong 90 ngay

M, M, (g) M/M, saponin (%) Rb1 (mg) MR2 (mg) VRI1 (mg)
50 673,33 13,47 4,542 0,001523¢ 3,233915° 0,427115¢
100 1073,33" 10,73° 4,53 0,005200¢ 3,411454* 4,293509*
150 1298,33° 8,65 2,21° 0,028442° 2,586780°¢ 1,985361°¢
200 921,67° 4,614 2,26° 0,034500* 2,267500¢ 2,176600°
CV (%) 8,53 9,07 11,708 3,602 0,112 0,071

Ghi chii: cdc chit cdi khdc nhau trén ciing mot cot thé hién sy khdc biét ¢6 y nghia 6 miic 0,05 trong LSD test; M : khoi
lugng ban ddu (g); M : khdoi lugng tudi sau ciing (g). M /M ty ¢ tang sinh.

IV.KET LUAN VA PE NGHI

4.1. Két luan

Khao sat dong thai tang trudng ctia ré to sim Ngoc
Linh (dong 5) trén bioreactor 18 lit cho thay t6c do
tang trudng cta ré to saim Ngoc linh la 12 1an so véi
khoi lugng ban dau va ré to tang trudng manh nhét
giai doan 80 - 90 ngay, sau 90 ngay hau nhu diing tang
sinh. St dung 50 - 100 g mau ré to ban dau nuodi cdy
trénhé thongbioreactor 181it c6 chiia 10lit moi truong
SH, b sung dudng sucrose 6% co ty 1é tang sinh khoi
va tich laly saponin cao. Ré to nudi trong diéu kién
chiéu sang 200 Lux thich hgp cho su gia tang sinh khoi
(895 g). biéu kién t6i hoan toan tic ché tang sinh khdi
cua ré toc sam Ngoc Linh (576,67 g), nhung khong tic
ché saponin toan phan va thanh phan (3,05%).

4.2. Bé nghi

Khéo sat anh huodng cta chu ky sang, t6i dén
ndng sudt va ham lugng saponin trong qud trinh
nuoi cdy; cac nguyén t6 anh huéng dén kha ning
tang sinh khai va tich liay ham lugng saponin ctia
ré toc sam Ngoc Linh va yéu t6 tac dong clia moi
truong dén cac chudi gen hinh thanh ginsenoside
chinh (VR1, Rbl, MR2, Rd, ...) phan dnh chinh xé4c
hon vé sinh hoc va co ché€ hinh thanh céc saponin
chinh tui ré téc sam Ngoc Linh.

LOICAM ON
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Effects of culture conditions on biomass growth and saponin accumulation
of Panax vietnamensis hairy roots in 18-litter bioreactor

Abstract

Quach Ngoc Anh, Tran Van Minh,
Ha Thi Loan, Tran Nguyen Le Quyen

Panax vietnamensis is recognized as the national precious herb of Vietnam. Panax vietnamensis contains a large
amount of saponins, really effective in curing serious inflammatory diseases, preventing cancer, anti-stresses, anti-
oxidation. Panax vietnamensis has great medical and commercial values, but is currently scarce in nature. Therefore,
scientists have been interested in producing Panax vietnamensis in a large scale with a high accumulation of saponin.
In order to obtain Panax vietnamensis hairy root biomass and high saponin content in an 18-litter bioreactor system,
a 90-day cycle of natural biomass growth chart of natural biomass growth of Panax vietnamensis hairy root tissues
was established, then established suitable conditions for rapid multiplication of fresh biomass and accumulation
of saponins (total saponins, M-R2, V-R2, G-Rb1). The results showed that 6% sucrose concentration, 200 lux light
condition yielded the highest biomass growth coeflicient for Panax vietnamensis hairy root tissues. In the culture
condition without light (dark), the hair roots were inhibited to increase the biomass, but the saponin content in
Panax vietnamensis roots was higher than in the light condition. The initial culture mass of 50 -100 g was suitable for
the growth and saponin accumulation.

Keywords: Panax vietnamensis hairy roots, light condition, initial mass, sucrose concentration, 18-litter bioreactor
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HOAN THIEN QUY TRINH CONG NGHE NHAN GIONG LAN KIEM THANH NGQC

(Cymbidium sinense) BANG TACH CHOI
bing Vian Bong", Chu Thi Ngoc My,
DPing Tién Dang', Dang Thi Phuong Anh'

TOM TAT

Nam 2020 - 2021, Vién Nghién ctiu Rau qua da nghién ctiu hoan thién quy trinh cong nghé nhén giéng bing
tach chdi cho céy lan ki€ém Thanh Ngoc. Két qué da xac dinh dugc gia thé 1/2 vo thong + 1/2 gia thé Klasmann TS2
dat ty 1¢ sOng cao 94,44%. St dung ché pham kich thich ra ré Super root gitp thoi gian ra ré nhanh; 18 ngay sau
tach, bo ré cay phat trién khoe dat 4,8 ré mdi/chau. Phan bén Plant soud 20-20-20 & néng do 1/1.500 gitp cay
sinh trudng phat trién tét dat 4,3 choi/chéu, kich thude 14 16n dat 46,3 cm x 3,9 cm. St dung Antracol 70WP
hoic Ridomil gold 68WG dé phong trit mot s6 bénh hai phé bién nhu théi thin, d6m den, kho dau la. Ap dung
quy trinh c6ng nghé nhén gidng mdi tai mot s6 dia phuong gitp cdy sinh trudng, phat trién t6t, hé s6 nhan dat
3,20 - 3,26 lan, ty 1é cay dat tiéu chuén xuft viudn cao > 90%, chit lugng ciy giéng t6t véi 3,7 - 4,0 choi/chau, rut

ngan thoi gian nhan gidng xudng con 79 - 82 ngay (so véi quy trinh ctila 89 - 91 ngay).
T khéa: Lan kiém Thanh Ngoc, gia thé trong, kich thich ra ré, phan bén

1. DPAT VAN PE

Lan kiém Thanh Ngoc (Cymbidium sinense)
thudc chi dia lan la mot trong nhiing giong lan
kiém c6 gid tri cao nhét hién nay bai dic diém
nhiéu hoa, kich thudc hoal6n, hoa mau xanh ngoc,
ngong hoa dai va huong thom diu.

Tt nam 2013 - 2016, Vién Nghién ctiu Rau qua
da dugc giao thuc hién nhiém vu: “Khai thac phat
trién nguodn gen lan kiém (Cymbidium sinense)
tai cac tinh phia Bac” Nhém tac gid da tién hanh
thu thap, danh gia va xay dung cac quy trinh ky
thuat nhan giong cho lan kiém Thanh Ngoc. Mot
trong nhiing quy trinh nhéan giong dang dugc Vién
Nghién ctiu Rau qué 4p dung phd bién hién nay va
chuyén giao cho nhiéu tinh thanh trong ca nudc
nhu: Ha No¢i, Son La, Bic Ninh, Hung Yén, Nam
Dbinh, Thai Binh,... Tuy nhién, trong qua trinh
san xudt da phat hién mot s6 han ché nhu: gia thé
trong ct ¢6 kha nang thoat nudc qua manh, git
phén kém dan dén t6n nhiéu nhéin cong trong qua
trinh cham soéc; thoi gian nhan giong con dai ddc
biét ty 1é nhiém ndm bénh con cao, cho nén anh
hudéng dén chat lugng cay gidong. Xudt phat tit nhu
cdu thuc té, d€ nang cao hiéu qua san xudt, tiép
tuc ddy manh va phét trién giéng lan kiém Thanh
Ngoc ngoai san xudt thi: “Nghién ctiu hoan thién
quy trinh cong nghé nhan giong lan kiém Thanh
Ngoc biang phuong phép tach chéi” 1a cin thiét.

Trong khuon khé noi dung nghién ctu cua dy an:
“San xudt thi nghiém 02 giong hoa lan kiém Thanh
Ngoc va Hoang Vi tai mét s6 tinh phia Bac” sé giai
quyét van dé trén.

I1. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vat liéu nghién ctiu

Vat liéu nghién ctiu: St dung cay me lan kiém
Thanh Ngoc (1a cay nuoi cdy in vitro, 3 nam tudi)
khoe manh, khong bi sau bénh hai, it bi ton thuong
O gidi, c6 it nhat 6 - 8 nhanh (choi) trén 1 chau.
Mobi chau con tach 2 choi.

2.2. Phuong phap nghién citu

2.2.1. Hoan thién quy trinh nhdn giong lan kiém
Thanh Ngoc bdng tdch chéi

Thi nghiém 1: Nghién ctiu anh huéng cta gia
thé trong. Gom: CT1: 1/3 vo lac + 1/3 vo thong +
1/3 da séi (Doi ching); CT2: 1/2 vo thong +1/2
gia thé Klasmann TS 2; CT3: 1/2 vo lac + 1/2 gia
thé Klasmann TS 2; CT4: 1/2 d4 soi + 1/2 gia thé
Klasmann TS 2.

Thi nghiém 2: Nghién ctiu anh hudéng cta ché
phdm kich thich ra ré. Gém: CT1: Trimix-DT 500G
(béi chiing); CT2: Super root; CT3: Rootone; CT4:
Atonix 1.8 SL.

Thi nghiém 3: Nghién ctiu anh hudng ctia ching

' Vién Nghién ctru Rau qua

* Téac gia lién h¢, e-mail: donghoacaycanh03@gmail.com
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