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TOM TAT

Nghién ctru dwoc tién hanh nhdm cadm (rng tao dong ré to cay dan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge) nhé vi khuén
Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 va buwédc diu khao sat mot sé yéu td anh hwéng dén sw téng sinh khdi ré to.
Trong ba loai vat liéu lay nhiém véi vi khuén (13, cudng la va doan than), mé 14 la vat liéu thich hop nhat dé cdm (ng
ré to dan sam. Mat d6 vi khuén cho ty 1&6 mé la cdm (ng tao ré dat cao nhat (53,85%) twong (ng voi gia tri mat do
quang ODggo = 0,2. K&t qua kiém tra sw c6 mat ctia gen rolA bang phwong phap PCR khang dinh 4 dong ré to da
dwoc cam (ng thanh cdng. Cac dong ré to cé kha néng tang trwdng nhanh va dn dinh khi nuéi cdy trong méi trwéng
khong bd sung chét didu tiét sinh trwdng. Téc do tang trwéng cla dong ré to A5.14 khi nubi cy trén moéi truong B5
cao hon khi nudi cly trén mai trieéng MS. Trong bdn phwong thirc nubi cay thir nghiém gébm moéi trwerng B5 déc,
Idng, ban 16ng va phan I&p, khdi lwong ré to tang so v&i khdi lwgng ré ban dau dat cao nhét (7,67 1an) sau 4 tun khi
nudi cay ré to trén mai truerng B5 déc.

T khéa: Agrobacterium rhizogenes, dan sam, ré to.

Hairy Root Induction and Culture of Salvia miltiorrhiza Bunge

ABSTRACT

This study was carried out to induce the hairy roots of Salvia miltiorrhiza Bunge using Agrobacterium rhizogenes
and investigate factors affecting growth of hairy root in culture. Among three explants (leaf, petiole and stem), leaf
was found to be the most efficient explant for transforming and inducing hairy roots. Inoculation of leaf explants with
concentration of ATCC 15834 strain at optical densiy of 600nm (ODeggo) = 0.2 indicated maximum percentage
(53,85%) of root induction. PCR analysis using specific primers for rolA gene confirmed the presence of the rolA gene
in four hairy root lines. These hairy root lines showed fast and stable growth on hormone-free B5 medium. Between
two media tested, B5 medium sustained better hairy root growth of A5.14 line than MS medium. Hairy root growth in
B5 solid medium yielded maximum root biomass (7,67- fold higher) in 4-weeks compared to liquid, semi-liquid and
double layered medium.

Keywords: Agrobacterium rhizogenes, hairy root, Salvia miltiorrhiza Bunge.

- von 1a bai thudc b huyét kinh dién ctia Pong

1. DAT VAN DE

Pan sdm (Salvia miltiorrhiza Bunge) la cay
thudc quy trong y hoc ¢8 truyén. Ngusi xua cé
cau “Nhat vi Dan sam, cong dong ti vat thang”,
nghia 14 mét vi dan sdm céng dung bang bon vi
duong quy, dia hoang, xuyén khung, bach thugc

y. Bén canh 6, cac nghién ctu dudc 1y hién dai
cling cho thiy dan sam dic biét t6t cho tim
mach.

Trén thi truong Viét Nam, dudc liéu ctia cay
dan sadm phai nhap 100% tu Trung Quobc, gia
thanh trong nuéc tiu 250-300 nghin déng/kg
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kho. Gia tri va nhu cau dan sim ting cao nhu
vay nhung thoi gian dé thu hoach duge ré dan
sdm trong trén déng rudng phai mat t6i hai nam
khi gieo tréng bing hat. Hon niia, viéc phong
trit cac loai dich bénh, xt ly tén du ctiia thuéc
bao vé thuc vat hodc kim loai ning ciing 12 mot
van dé khé khin. Mit khéic, ham lugng san
phdm muc tiéu 1a cac chét c6 hoat tinh sinh hoc
lai phu thudc nhiéu vao diéu kién sinh thai,
trong trot nén gia thanh tang 1én. Nudi cay ré to
cam tUng nhd vi khudn Agrobacterium
rhizogenes dé thu nhan cac hgp chit c6 hoat
tinh sinh hoc 14 mét giai phap hiéu qua, c6 thé
khic phuc dudc nhiing han ché ctaa phuong
phap nhén giéhg truyén thong, déng thdi cb
nhiing uu diém vugt troi nhu nang cao ham
lugng hoat chat muc tiéu, chu déng qua trinh
san xudt, t61 vu héa quy trinh chiét xuat hop
chat muc tiéu (Zhao et al., 2010; Gupta et al.,
2010; Kai et al., 2011).

Nghién ciiu tao ré to va nhan nudi sinh khoi
ré t0 cAy dan sim da dugc tién hanh bdi mot s&
nha khoa hoc trén thé giéi. Gupta va cong su
(2011) cam ting thanh coéng ré to cAy dan sim nhd
vi khuén A. rhizogenes BCRC 15010 véi ty 1& mo
14 tao ré dat 78%. Théng qua téi uu cac thanh
phan méi trudng nuéi cdy, sinh khéi ré to dan sam
va cac hoat chat tich liiy nhu tanshione, salvinolic
acid ting lén dang ké (Yan et al., 2005). Tai Viét
nam, c¢6 thé néi nghién ctu nay la mot trong
nhiing céng trinh diu tién st dung thanh cong vi
khuén A. rhizogenes dé cam tng tao cac dong ré
to, déng thoi buéc dau thiét lap qui trinh nhan
nuoi sinh khéi ré dan sam. Nghién ctiu nay c6 y
nghia 1én trong viéc gép phan md ra mot huéng di
méi trong san xudt sinh khéi duge liéu phuc vu
cho viéc khai thac cic hgp chat thda cidp c6 hoat
tinh sinh hoc phuc vu céng tac diéu tri va bao vé
stic khde cong dong.

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

Hat dan sdm Salvia miltiorrhiza Bunge
nhap ti tinh Td Xuyén — Trung Quéc; Chung vi
khudn  Agrobacterium  rhizogenes ATCC
(American Type Culture Collection) 15834 chiia

252

plasmid pRi mang cac gen rol (root loci) nhu
rolA, rolB, rolC trén ving T-DNA dugc cung c4p
béi Trung tdm Coéng nghé sinh hoc Thanh phd
Hb6 Chi Minh.

2.2. Phuong phap nghién citu

2.2.1. Chuan bi méu ldy nhiém

Hat dan sam sau khi rtia sach bing nuéc va
khtt tring bang cén 70% trong 30 gidy dudc gieo
trén moéi truong MS (Murashige vand Skoog,
1962) bé sung 1,0 mg/l GA3 dé kich thich hat
nay mam. L4, cudng 14 va doan than tach ra tu
cdy dan sdm in vitro sau nudi cdy 2 tuan dudc
st dung lam vat liéu lay nhiém.

2.2.2. Chuan bi dich khuan Agrobacterium
rhizogenes

Vi khuén A. rhizogenes ATCC 15834 bao
quan & -80°C dugc hoat héa bang cach nuoi trai
trén moi truong YM dac trong 48h & 28°C trong
diéu kién t6i. Sau d6, mét khudn lac don duge
chuyén sang nuéi ciy trong méi truong YM
long, 14c 200 vong/phit & 28°C trong 16h. Dich
khuén duge ly tAm thu sinh khéi & téc d6 4.000
vong/phit 6 4°C trong 15 phut. Sinh khéi vi
khuén sau d6 dudc hoa loang trong moéi trudng
MS 16ng va xac dinh mat d6 vi khudn bang may
do quang phé ¢ bude séng 600nm (ODg,).

2.2.3. LAy nhiém méau véi vi khuan

MAu cdy (14, cudng 14, doan than) dugc cit
va tao vét thuong béi dao cdy da nhiing vao dich
khuén A. rhizogenes va ciy trén méi trudng
dong nuodi cdy 1a moi truosng MS + 30 g/l sucrose
trong 5 ngay trong diéu kién téi.

2.2.4. Diét khuin va cam iing ré to

Két thic giai doan déng nudi cidy, mau cdy
dugc chuyén sang méi truong diét khudn va tai
sinh 12 moi truéng MS + 30 g/l sucrose + 400
mg/l cefotaxim trong diéu kién t6i. Theo déi su
hinh thanh ré to sau 4 tuan.

2.2.5. X4c dinh ré to chuyén gen bing ky
thuat PCR

DNA téng sb ctia cadc miu ré to dudc tach
chiét theo Kit tach chiét cua Qiagen. Phuong
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phap PCR dudc thuc hién dé khuéch dai gen
rolA bing cip moi rolAF
(CAGAATGGAATTAGCCGGACTA) va rolAR
(TTAATCCCGTAGGTTTGTTTCG) va kiém tra
su ¢6 mit cta vi khuén A. rhizogenes bing cap
mdi virDF (GAAGAAAGCCGAAATAAAGAG)
va virDR (TTGAACGTATAGTCGCCGATA).
San phdm PCR duge kiém tra bdng phuong
phap dién di trén gel agrose 1%. Gel agarose
dudgc quan sat dudi anh sang ti ngoai.

2.2.6. Nhan nuéi ré to

Ré to chuyén gen dugc nudi cdy trong méi
truong MS/B5 véi cac trang thai méi truong khac
nhau (dic, 16ng, ban 16ng va phan 16p) dé khao sat
kha nang tang trudng cua ré to dan sam.

Moi truong dic 1a méi truong chta 0,7%
agar, moi truong ban 1éng chiia 0,35% agar. Moi
trudng phan 16p 14 moi trudng c6 pha dic (25ml)
d duéi va pha 16ng (25ml) 6 trén.

Mbi trusng nudi cdy dude diéu chinh pH =
5,8 truéec khi hap khi trung & nhiét do 121°C
trong 20 phit, 1,1atm. Diéu kién nuéi cdy in
vitro: 14h sing, cuong d0 anh sang 2000-2500
lux, nhiét d¢ 25 + 2°C

2.2.7. Xac dinh khéi Iuvong ré khé

R& to sau khi thu sinh khéi dugc sy 6 nhiét
d6 45°C dén khéi lugng khong déi dé xac khoi
lugng ré kho (Ge et al., 2005).

2.2.8. B6'tri thi nghiém va xit Iy sé liéu

Céc thi nghiém nhan dugc bé tri nhic lai 3
lan mobi cong thiic, mdi lan 10-20 mau tuy tling
thi nghiém. C4c chi tiéu dudgc theo ddi va do dém
sau 4 tuln.

S6 lidu duge xt ly thoéng ké theo chuong
trinh Excel va IRRISTAT 5.0.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Kha ning tao ré to ciy dan sim

3.1.1. Anh hudng ciia loai mé thuc vat khi
lAy nhiém vdéi vi khuan A. rhizogenes dén
kha ning tao ré to ciy dan sim

Sau 4 tuin lay nhiém v6i vi khudn A.
rhizogenes tai mat d6 vi khuén tuong tng véi

gia tri mat do quang ODgy, = 0,2, doan than va
cudng la dan sdm hoan toan khong tao ré. Trong
khi d6, vat liéu md 14 cam ting tao ré to véi ty 1é
53,85%, sd ré trung binh dat 8,54 ré/mau (Bang
1). Quan sat hinh thai cho thay, mau mé 14 cam
{ng tao ré tai vi tri gy vét thuong, mau cuéng
la va doan thén c6 hién tudng hoéa niu va tao
callus tai vi tri cat (Hinh 1).

Nhu vay, vat liéu thich hop dé cam ting tao
ré to cay dan sam la mo 14 cua cay in vitro. Két
ludn nay ciling trung véi két qua cha mot s6
nghién ctu trude day. Hao va cong su (2012) ghi
nhan ty 16 mau 14 dan sam Salvia miltiorrhiza
Bunge tao ré to (73%) cao hon so véi doan than
khi lay nhiém hai loai vat liéu nay véi chtng vi
khuén A. rhizogenes ACCC 10066. Gupta va
cong sy (2011) st dung md 14 1am vat liéu lay
nhiém dé cam tng tao ré té dan sAm véi hiéu
qua chuyén gen dat 75-80%. Theo Pavar va
Maheshvari (2004), c6 su khac nhau vé ty 1é cac
vat liéu cam tng tao ré to 1a do phan ting cta
cac md thuc vat khac nhau véi su xadm nhiém
ctia vi khuén A. rhizogenes 1a khac nhau va phu
thudc rat 16n vao trang thai sinh 1y ciia mé.

Bang 1. Anh huéng ctia vat liéu lay nhiém
dén kha nang tao ré to dan sAim sau 4 tuan

Vat liéu Ty mau tao ré (%) Sé ré/mau
M6 1a 53,85 8,54
Cubng la 0 0
Doan than 0 0

3.1.2. Anh huéng ciia mat dé vi khuin A.
rhizogenes dén kha ning tao ré to tir mé la
dan sadm

Mat d¢ vi khuén A.rhizogenes 1a mét trong
nhiing yé&u t& c6 anh hudng ré dén hiéu qua cam
ding tao ré to cia thuc vat. Kiana va cong su
(2012) khao sat kha ning cam tng tao ré to tu
md 14 cay Portulaca oleracea tai bon méat do vi
khuén A. rhizogenes ATCC15834 tucng tGng véi
gia tri ODg, = 0,2; 0,4; 0,6 va 0,8 va nhan thay
mat d6 vi khuédn tuong tng véi gia tri ODgy =
0,6 cho ty 16 mau cam ting tao ré to dat cao nhat
(70%), trong khi mat d6 vi khuén & gia tri ODy,
cao ho#c thap hon 0,6 cho ty 1& mAu tao ré to chi
dat 30-50%.
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Hinh 1. Sy hinh thanh ré to tit mé 1a (A), cuéng la (B) va doan than (C) cAy dan sam

Két qua bang 2 cho thay su khac nhau vé ty
1é mau tao ré va s6 ré&/mau khi lay nhiém mé la
dan sim v6i vi khudn & cac mat d¢ khac nhau
tuong ting véi cac gia tri ODg,, = 0,05; 0,1; 0,2 va
0,3. Ty 1é mo la cam tng tao ré (53,85%) va s6
ré/miu (8,54 ré) dat cao nhat khi mat do vi
khuén & gia tri ODg, = 0,2. O mat do vi khuin
th&p hon (0D, = 0,05; 0,1) hay cao hon (ODg,
=0,3) cho ty 16 mau cam ting tao ré va sd ré/mau
th&p hon. Do vay, mat d6 vi khudn tuong ting
v6i gia tri ODgy, = 0,2 14 thich hop dé cam tng
tao ré to dan sam.

3.1.3. Xac dinh dong ré to chuyén gen bang
phuong phap PCR

Nhu da biét, tac nhan gy bénh long ré la
do su c6 mit cia plasmid Ri (root-inducing). T-
DNA 4 Ri-plasmid ctia nhém agropine A.
rhizogenes bao gdbm hai ving chinh 1a viing bo
trai T;-DNA va bo phai Tz-DNA. Vung Tz-DNA
mang cic gen ma hoéa téng hop auxin, vung T, -
DNA gom 18 khung doc md trong d6 c6 bén
locus ma hoéa cho 4 gen rolA, rolB, rolC va rolD.
Cac gen rolA, rolB va rolC déng vai tro quan

trong trong qua trinh cam Gng tao ré to 6 md t&
bao thuc vat. Khi lay nhiém vi khuén A.
rhizogenes véi mé t& bao thuc vat, ving T, -DNA
va Tx-DNA cta Ri-plasmid dugc chuyén vao vao
hé gen cta t& bao thuc vat. Do vay, dé xac dinh
cac dong ré to chuyén gen, gen rolA duge khuéch
dai bang phuong phap PCR. Két qua dién di san
pham PCR & hinh 3A cho thdy, trong 10 dong ré
cam dng c6 6 dong ré (giéng 1, 3, 4, 6, 9, 10 -
Hinh 3A) c6 sy xuat hién vach biang DNA kich
thuéc 307bp trung vi tri véi d6i ching duong.
Nhu vay, 6 dong ré té nay c6 thé 1a ré to chuyén
gen chtia gen rolA trong genome.

Bang 2. Anh huéng ctia mat dé vi khuin
A. rhizogenes dén kha ning tao ré to

t mo6 la dan sam

OD600  Tyléd miutaord (%)  S6rd/méiu
0,05 18,18 0,52
0,1 23,53 0,94
0,2 53,85 8,54
0,3 25,00 2,33

ODggo = 0,2

ODgoo = 0,3

Hinh 2. Sy hinh thanh ré to tit mé 1la dan sim & cac mat do vi khuin lay nhiém

254



Ninh Thi Thao, Lé Tién Vinh, L& Hoang Anh, Nguy&n Thi Thay, Nguyén Thj Phwong Thao

Hinh 3. K&t qua khuéch dai gen rolA (A) va gen virD (B) bang phuong phap PCR

Ghi chi: L: GenRuler 1kb DNA Ladder; (+): P61 chiing duong, san pham PCR ctia Ri plasmid 15834; (-): P61 chiing 4m, san
pham PCR ciia DNA genome ré bat dinh dan sam; H,O: Péi chiing 4m, nudc; Giéng 1-10 (A): San phdm PCR ciia DNA genome
10 dong ré to dan sam; Giéng 1,3,4,6,9,10 (B): san phdm PCR véi cap méi virDF va vir DR ctia 6 dong ré to ¢c6 mang gen rolA

Pé loai trit kha nang gen rolA c6 mit trong
sau dong ré to 1a do vi khuén A. rhizogenes con
tébn tai trong ré, phan tng PCR véi cip méi
virDF va virDR dugc thuc hién dé khuéch dai
gen virD-mot gen gay doc c6 mat d ving gen vir
cia Ri-plasmid va khéng dude chuyén vao
genome thuc vat trong qua trinh lay nhiém. Két
qua cho thay, 2 dong ré td chtia gen rolA (giéng
9, 10 - Hinh 3B) xu4t hién vach DNA c¢6 kich
thuée 560bp giong doi chiing duong va 4 dong ré
(giéng 1, 3, 4, 6 - Hinh 3B) khong xuit hién
vach béng tuong ting v6i kich thuéc chia gen
virD. DPiéu nay chiing té vi khuén A. rhizogenes
van con c6 méit trong 2 dong ré to (giéng 9, 10)
va 4 dong ré to con lai (giéng 1, 3, 4, 6) 1a bén
dong ré to chuyén gen.

3.2. Cac yéu t6 anh huéng dén sinh khéi ré
to dan sam

3.2.1. Anh hudng ctia thanh méi phin méi
truong dén sinh khéi ré to dan sam dong
A5.14

Trong s6 cac dong ré to da dudc cam tng
thanh cong, dong ré to A5.14 c6 su téng sinh khéi
nhanh, én dinh trong méi trudng nudi cady khéng
bé sung chdt diéu tiét sinh trudng nén dude st
dung lam vat liéu nudi cdy trén hai méi trudng
MS va B5 dic. Toc d6 tiang trudng cua ré to trén
moi truong B5 cao hon so véi trén moi trucng MS
(Hinh 4A, B). Sinh khoi ré dan sam nudi cdy trén
mdi trucng B5 dat cao hon so véi méi trusng MS
¢ mic sai khac nho nhét c6 ¥y nghia LSD 5%. Tu
0,57g ré nudi cay trén moi truong B5, sau 4 tuan,
khoi lugng ré tang 7,67 1an, dat 4,34g khoi lugng
ré tuoi va 0,373g khoi lugng ré kho. Trong khi d6,
khoi lugng ré tang trén moi trusng MS 1a 5,96
lan, dat 3,25g khéi lugng tuoi va 0,297g khéi
lugng kho tit 0,55g ré& ban dau (Bang 3).
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Bang 3. Anh hudng ctia méi trudng nudi cay

dén sinh khéi ré to dan sim dong A5.14 sau 4 tuan nudi ciy

Khéi lwgng ré twoi

Khéi lwong ré ting Khéi lwgng ré kho

Méi triéng Khéi lwgng ré ban dau (g) sau 4 tuan (g) (3n) -
an g

MS 0,55 3,25° 5,96 0,297°

B5 0,57 4,34° 7,67 0,373"

Ghi chi: Céac chii cai khic nhau trong cting mét cot chi su khac biét c¢é ¥ nghia théng ké (p = 0,05) gitia cac gia tri trung binh.

Su khéac biét nay c6 thé giai thich 1a do su
khac nhau vé thanh phan dinh dudng cta hai
loai méi truong. Theo k&t qua nghién ctu cta
Sivakumar va cong su (2005), dinh dudng
khoang 1a mot trong nhiing yéu t6 quan trong
anh hudng dén su sinh trudng va ting sinh khéi
ré to cdy nhan sam. Bensaddek va cong su
(2001) nhan thay ham lugng ammonium cao
trong mdi trudng nudi cdy ré to ciy A.
belladonna lam giam toc d6 tang trudng cua ré
to, trong khi d6 ham lugng nitrate cao 1am giam
su sinh téng hop va tich lay alkaloid. Trong
trudng hgp cdy dan sdm ghi nhan xu hudng
tuong tu. Ham lugng ammonium trong moi
truong MS cao hon 12 1an so v6i ham lugng
ammonium trong moi truong B5, do d6 sinh
khéi ré thu dugc trén méi truong MS thap hon
so v6i moi truong B5. Trong nim mobi trudng
nén khao sat gom WPM, B5, N6, MS, MS,
Hsia va cong su (2007) nhan thay moi trudng
cho sinh khoi ré dan sim dat cao nhat 1a méi
truong WPM, theo sau lan lugt 1a B5, MS, MS
va N6. O nghién ciu ndy, trong hai moéi trudng
khao sat 1a MS va B5, méi trusng B5 1a thich
hop dé nhan nubi ré to cdy dan sam.

3.2.2. Anh hudng cua trang thai méi truong
dén su ting trudng ré to dan sim dong
Ab.14

Trong bén trang thai méi truong thi
nghiém gém dac, ban long, 1éng va nudi cay
phan 16p véi 25ml méi truong dic 6 dudi, 25ml
moi truong 1ong ¢ trén, ré to trén moi trudng

dac cho t6c do tang trudng cao nhat, theo sau la
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mdi truong ban 10ng, 1ong, tinh va phan 16p vé6i
khéi lugng ré tang 1an lugt 1a 7,67; 3,67; 3,08 va
2,83 1an so véi khéi lugng ré ban dau sau 4 tuan
nudi cay (Bang 4). V& mat hinh thai, ré dan sam
trén moi trudng diac c6 mau vang, tring nhung
lai ¢6 xu huéng héa den trén méi truong ban
16ng, 1ong va phan 16p (Hinh 4B, C, D, E).

Hsia va cong su (2007) khao sat anh hudng
clia mbi trudng nudi cdy dic va léng, lic 100
vong/phit dén su ting sinh khoi ré to dan sam
va nhan thdy ré t6 nudi ciy trén moéi trucng
long, lic cho khéi luong tuoci cao gip 3 lan va
khéi luong khé cao gap 6 1an so vdi ré té nudi
cdy trén moéi truong dic. Tuy nhién trong
nghién ctiu nay, mdi truosng dic cho hiéu qua
nudi cay ré to dan sam cao hon so véi ba phuong
thiic nudi cdy con lai c6 thé do nudi cdy trong
moi trudng ban 1ong, 1ong, tinh hay phan 1ép; ré
to dan siAm ngap chim trong mdi truong, két qua
tao ra su nghéo thoang khi, 1am mau ré bi chét,
hodc x4y ra hién tudng truong nuéc lam anh
hudng dén tdc dd ting trudng ctia ré to dan sam.
Moi truong dic 1a thich hgp cho nhan nuéi sinh
khoi ré to trong diéu kién han ché& vé trang thiét
bi ma vAn dam bao su ting sinh khéi ré cao

Qua két qua trén, c6 thé thay cac dong ré to
dan sam chuyén gen c6 toc do sinh trudng
nhanh nén c6 trién vong tng dung thuc tién cao.
Can tiép tuc nghién ctiu anh hudng cia mot sd
yéu t6 1y héa dé nang cao sinh khéi ré ciing nhu
ham lugng hoat chat cé trong ré, dong thoi thiét
lap quy trinh nudi cdy sinh khéi é quy md 1én
(bioreactor) phuc vu san xuét hgp chat thii cap

dung trong linh vuc y dude.
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Bang 4. Anh hudng cua trang thai méi truong
dén sinh khéi ré to dan sim dong A5.14 sau 4 tudn nudi ciy

Trang thai Khéi lwgng ré ban dau Khéi lwong ré tuoi Khéi lwong ré tang Khéi lwong ré khod
mai trvong (9) sau 4 tuan (g) (lan) (9)

bac 0,57 4,34° 7,67 0,373°

Ban 1dng 0,69 2,53° 3,67 0,14°

Léng, tinh 0,73 2,25 3,08 0,11°

Phan I&p 0,77 2,18 2,83 0,11°

Ghi chi: Céc chii cai khac nhau trong ciing mot cot chi su khac biét c6 y nghia thong ké (p = 0,05) giiia cac gia tri trung binh.

Hinh 4. Ré to dan saim sau 4 tuAn nudi cay
trén moi truong MS dic (A), B5 dac (B), B5 ban 16ng (C), B5 16ng (D) va B5 phéan 16p (E)

4. KET LUAN l4 cam ting tao ré dat cao nhat (53,85%) khi lay

- Mo 14 1a vat liéu thich hgp dé cam tng ré nhiém v6i vi khuén A. rhizogenes & méat db
to dan sam nhd vi khuén A. rhizogenes. Ty 1& mé tuong tGng véi gia tri mat dd quang ODgy, = 0,2.

Kiém tra ré
chuyén gen bing
phwong phap
PCR

—

Cam tng tao ré

Cay dan sam in vitro ‘

Ré to cdm (ng tr mo 1

Nhan nuéi ré to’ trén maoi
trwong B5

Chaing vi khuan
A. rhizogenes ATCC 15834
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- Qua két qua kiém tra gen rolA bang
phuong phap PCR, bon dong ré to dan sam
chuyén gen dudc thu nhan. Cac dong ré to co
kha ning ting sinh khéi nhanh va én dinh khi
dude nudi cdy trong méi trusng khong bs sung
chat diéu tiét sinh trudng.

- Mai trudng B5 va trang thai moi truong
dic 1a thich hop cho su ting sinh khoi ré to dan
sam dong A4.15, cho khéi lugng ré tuci tang
7,67 1an sau 4 tudn nudi cay.

C6 thé tom tét qua trinh cam tng va
nhan nuoi ré to cay dan sim nhu sau:

LOI CAM ON

Nghién cttu dudce thuc hién véi su hé tro
kinh phi tit dé tai cap trudng “Nghién ctiu tao ré
to cdy DPan sdm (Salvia miltiorrhiza Bunge)
bing vi khudn Agrobacterium rhizogenes va
budc dau thiét lap qua trinh nhan nudi ré td”,
ma s6 T2014-11-52.
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