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TOM TAT

Trong nghién ctru nay, anh hudng cua énh sdng don sdc 1én sy khoi tao va tang sinh cia mo
seo, ciing nhu su sinh truong, phat trién va kha nang tich Ity hoat chit saponin trong cay sam
Ngoc Linh (Panax viethamensis Ha et Grushv.) nudi cay in vitro da dugc nghién ctru. Céc mau
md seo va ciy duge nudi ciy dudi 5 loai anh sdng khac nhau: 100 % dnh sang xanh, 100 % dnh
sang do, dnh sang xanh va dnh sang d6 két hop véi ti 18 50 : 50, 30 : 70, 20 : 80; dnh sang huynh
quang duoc sir dung lam ddi ching. Két qua cho thay trong luong tuoi va trong luong kho cia
md seo thu dugc 12 cao nhat (twong tmg 0,274 va 0,030 g) khi cdc miu 14 duoc nudi ciy dudi
4nh sang dnh sang xanh va 4nh séng do két hop véi ti 18 50 : 50. Qud trinh ting sinh mé seo hiéu
qua nhat khi cdc mo seo dugc nudi cdy dudi didu kién chiéu sing 12 4nh sang xanh va 4nh sing
do két hop véi ti 1€ 50 : 50, véi trong lugng tuoi va trong lugng kho ctia md seo la 16n nhét
(twong (g 0,748 va 0,064 g). Anh sing xanh va dnh sdng do két hop véi ti 16 50 : 50 ciing 1a
ngudn sing thich hop nhit cho sy sinh trudng va phat trién cta cdy sim Ngoc Linh nudi cdy in
vitro. Két qua phan tich HPLC cho thdy 4nh sdng da tic dong khéc nhau dén sy tich lity saponin
trong md seo va ciy sim Ngoc Linh nudi cdy in vitro. Cic ciy dwoc nudi cdy dudi dnh sing
huynh quang cho su tich lity saponin 12 cao nhat (0,2422 % Rb; va 0,7081 % MRy).

Tir khéa: 4nh sing don sic, saponin, sim Ngoc Linh, su sinh truéng va pht trién, sy tich liy
hop chat.

1. GIOI THIEU

Ngudn chiéu siang dugc sir dung thong dung trong nudi cdy in vitro 1a 4nh sing huynh
quang. Céc loai den halogen kim loai, natri cao dp, day téc duge str dung nhiam lam tang cuong
dd 4nh sdng. Tuy nhién, nhung nguon sdng nay bao gom cdc budc song khong can thiét cho su
sinh truong cia ciy [9]. Anh sang don sic 12 mot ngudn ning lugng day htra hen cho cdc phong
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nuoi cay md voi kha nang nang cao qud trinh tang truong sinh hoc nhd vao kich thude nho, chu
tric ran, an toan, it toa nhiét, tudi tho cao. Anh sang don sdc bao gom cac budc soéng c6 lgi cho
qué trinh quang hop, tir do anh hudng dén qua trinh phat sinh hinh thal va sinh tong hop cua cay.
Hién nay, 4nh séng don sic duoc sir dung trong nhidu nghién ctru vé quang sinh hoc nhu sy tong
hop chlorophyll, quang hop va phat sinh hinh thai hay qué trinh tich liy cac hop chit c6 hoat
tinh sinh hoc. Anh hudng cta dnh sdng don sic 1én sy sinh truéng va phat trién ciia mot s6 loai
cay da duogc nghién ctru, vi du nhu: Euphorbia milii [3], Zantedeschia [8], Khoai tdy [7, 15], Cic
[9], Lilium [12], Chudi [19], Dau tay [20], Lan Y [21], Nho [23], Cymbidium [28] va Lan H
Piép [31]. Nhitng nghién ctru nay déu chi ra ring 4nh sang don sic thich hop cho sinh trudng
cua cdy hon anh sang huynh quang.

Anh hudng cia chat lugng dnh sdng 1én sy sinh trudng va phét trién thuc vat da duoc
nghién ctru nhiéu; tuy nhién, cdc nghién ctu vé tic dong cua énh séng dén qud trinh tong hop
cdc hop chat thir cap c6 hoat tinh sinh hoc Van con rat han ché. Krewzaler va Hahlbrock [10] da
cho rang anh sdng c6 vai tro kich thich su tong hop flavonoid glycos1des trong nudi cay té bao
cay Petroselinum hortense [10]. Mot 56 nghién ctru khdc cling da tim hiéu anh hudng cua dnh
sang 1én su tich lily cdc chat trén mot s6 ddi twong nhu: anthocyanin trong ciy Perilla
fruttiescnens [33], artemisinin tor nudi céy 1é to cay Artimisia annua [13]. Trén dbi twong chi
Panax, Yu va cong su [32] dd nghién cru anh hudng ciia 4nh sang 1én sy téng hop ginsenoside
trong ré to cdy Nhan sam (Panax ginseng C. A. Mayer). Tuy nhién, chua c¢6 nghién ctru nio
duoc thuc hién trén dbi tuong sam Ngoc Linh.

Sam Ngoc Linh la mét loai sdim didc httu cua Viét Nam, vai tén khoa hoc la Panax
vietnamensis Ha et Grushv. Sim Ngoc Linh khong chi c6 céc tdc dung dugc 1i dac trung cua chi
Nhan sim ma con c6 nhitng tic dung dién hinh nhu chdng stress, chong trdm cam, tic dung 1én
su chdng oxy hod in vitro va in vivo... Nhém chat c6 tic dung quyét dinh nhét dén téc dung duoc
Ii cua loai sdm nay la cac saponin triterpenoic ma dai di€n chinh la MR,, Rb, va Rg; [30]. Sam
Ngoc Linh 1a mét trong nhimg loai sim c¢6 ham lugng saponin khung dammaran cao nhat
(khoang 12 — 15 %) va lugng saponin nhiéu nhit so véi cic loai khac cta chi Panax trén thé gisi
[18]. V6i nhitng ddc diém d6, sim Ngoc Linh khong chi 12 loai sdm quy ciia Viét Nam ma con
ctia ca thé gioi.

Nguon sang thuong dugce sir dung trong nudi cay cdy saim Ngoc Linh in vitro 1a dnh sang
huynh quang. Tuy nhién, chua c6 nghién ctru nao dugc thyc hién nhim tim hiéu anh hudéng cua
anh sang don sac 1én sinh trudng, phat trién va su tich Ity hoat chit saponin cia mo sgo va cay
sdm Ngoc Linh nudi cay in vitro. Trong nghién ciru nay, bang viéc sir dung céc loai dnh sdng
khac nhau, chiing t6i tién hanh tim hiéu anh hudng 1én su khoi tao va tdng sinh cua mo seo, cling
nhu sy sinh truong va phét trién cta ciy sim Ngoc Linh in vitro; bén canh d6, ching t6i ciing
tim hiéu anh huéng ciia 4nh sdng don sac 1én kha ning tich liiy hoat chét saponin trong mo s¢o
va cdy sam Ngoc Linh nu6i cay in vitro. Tl do6, tim ra dnh sang phu hop nhét cho qué trinh nhan
gidng ciy sim Ngoc Linh nudi cay in vitro.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Ngudn miu

Ngudn miu sir dung trong nghién ciru nay 12 14 (dugc cit thanh nhiing miéng c6 kich thudc
bang nhau 1 x 1 cm) va chdi (cao khoang 2 cm) ciy sdm Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et
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Grushv.) nudi cdy in vitro hién c6 tai Phong Sinh hoc phan tir va Chon tao giéng ciy trong, Vién
Sinh hoc Tay Nguyén.

2.2. Moi trwong va dieu kién nuéi cay

Moi truong dugce st dung trong thi nghiém khdi tao va tang sinh md se¢o 1a mdi truong SH
[26] cb bd sung 0,2 mg/l TDZ (thidiazuron), 1,0 mg/l 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid),
30 g/l sucrose, 9 g/l agar. Moi truong su dung trong thi nghiém tao cay hoan chinh 1a moi trudng
SH ¢6 bd sung 1 mg/l BA (6-benzyladenine), 0,5 mg/l NAA (1-naphthaleneacetic acid), 30 g/l
sucrose, 9 g/l agar, 1 mg/l than hoat tinh. T4t ca mdi truong duoc diéu chinh vé& pH 5,7 — 5,8
trude khi di hip khir tring bang autoclave ¢ 121 °C, 1 atm trong 30 phuit.

Cac mau cay duogc nu01 cay trong binh thuy tinh loai 250 ml véi 40 ml mdi truong trong
mdi binh. Céc binh nudi ciy s& dugc cdy 3 mau. Mdi nghiém thirc duge ciy véi 30 binh.

Diéu kién nudi cay cdc mau dugc nudi cay dudi dnh sdng huynh quang véi thoi gian chiéu
sdng 16 gio/ngay, cuong do chleu sdng 2.000 lux, nhi¢t d6 25 + 2 °C, d6 4m trung binh khoang
55 — 60 %; cdc miu dugc nudi cdy dudi dnh sing don sdc voi thoi gian chiéu sang 16 gio/ngay,
cuong do chiéu sdng 2.000 lux, nhiét dd 25 + 2°C, 6 4m trung binh khoang 55 — 60 %.

Cic thi nghiém vé 4nh sdng duoc thiét 1ap thanh 6 loai nhu sau:

FL: 4nh sang huynh quang (d6i chung);

B: 100 % anh sang 4nh sdng xanh;

B:R =50:50:50 % anh sdng dnh sdng xanh va 50 % anh sdng dnh sing do;

B:R =30:70: 30 % anh sdang dnh siang xanh va 70 % &anh sang anh sing do;
=20 : 80 : 20 % anh sang 4nh sang xanh va 80 % anh siang dnh sang do;

R: 100 % anh sédng anh sdng do.

Céc anh sang xanh va do dugc phat ra tu cic diod phéat quang (LED).

2.3. B6 tri thi nghiém

2.3.1. Anh huong cua dnh sdng don sac lén sy khoi tao mo seo tir mé ld cdy sam Ngoc Linh nudi
cay in vitro

Céc mau 14 sim Ngoc Linh in vitro ¢6 kich thudc 1 x 1 cm dugc nudi cdy 1én moi truong
SH ¢6 bd sung 1,0 mg/l 2,4-D, 0,2 mg/l TDZ, 30 g/l sucrose, 9 g/l agar. Sau d6 cac binh nudi
céy duogc nudi céy dudi 6 diéu kién chiéu sang khac nhau trong 8 tuan (hinh 3a). Muc dich cua
thi nghiém 12 tim ra loai 4nh séng thich hop cho qué trinh khdi tao mé seo tir mau 14 sam Ngoc
Linh nuéi céy in vitro.

2.3.2. Anh huong ciia dnh sdng don sdc lén sy tang sinh mo seo sam Ngoc Linh nudi cdy in vitro

Céac mo seo thu dugce ¢ thi nghiém 1 dugc cit thanh nhiing miéng ¢6 kich thudce 0,5 x 0,5
cm va cdy 1én mdi trudng SH ¢6 b sung 1,0 mg/l 2,4-D, 0,2 mg/l TDZ, 30 g/l sucrose, 9 g/l
agar. Céc binh nudi cdy sau d6 duoc dat dudi 6 didu kién chiéu siang khic nhau trong 6 tuan
(hinh 3a). Muc dich cuta thi nghiém 1a tim ra loai dnh sang thich hgp cho qua trinh tang sinh mo
seo sim Ngoc Linh nudi cdy in vitro.
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2.3.3. Anh hwong cia dnh sdng don sdc 1én sw sinh truong va phdt trién ciia cdy sam Ngoc Linh
nudi cay in vitro

Cic chdi cdy saim Ngoc Linh cao khoang 2 cm nudi cdy in vitro dugc cdy 1én méi trudng
SH ¢6 bd sung 1,0 mg/l BA, 0,5 mg/l NAA, 30 g/l sucrose, 9 g/l agar, 1 mg/l than hoat tinh. Céc
binh nudi ciy sau d6 dugc dat dudi 6 didu kién chiéu siang khéc nhau trong 8 tuin (hinh 3a).
Muc dich cia thi nghiém 12 tim ra loai 4nh sédng phit hop cho su sinh truéng va phit trién cia
ciy sam Ngoc Linh nudi cdy in vitro.

2.3.4. Chi tiéu theo doi

Mb seo: khdi luong tuoi, khdi lwong khd ctia md seo sau 6 tuan (ting sinh md seo) va 8
tuan (khéi tao mo seo) nudi cay

Cay: khéi luong tuoi, khéi lwong khd, chiéu cao cy, sd r&, chidu dai ré, dién tich 14 cua cay
sau 8 tudn nudi ciy.
2.4. Pinh tinh va dinh lirgng saponin trong mé seo va ciy sim Ngoc Linh nuéi ciy in vitro
2.4.1. Dinh tinh saponin bang sdc ki 16p mong

Chuan bi mau

Chiét siéu am 1 g miu md seo (hoac cay) da say kho véi methanol (20 ml/lan, mdi 1an 10
phut, 9 lan), loc va c6 dich loc dén can. Hoa cin voi 10 ml nude va 20 ml dietylether, lic déu,
loai dich dietylether. Dich nudc dugc tlep tuc lic véi n-butanol bao hda nude, dem cd cach thay
dich n-butanol dén cin, hoa cén trong methanol lam mau thr.

Chudn bi ban mong silica gel va dung moi

Cit tim silica gel voi kich thude phu hop, cich mép dudi 1 cm ké mot duong thang, phia
dudi duong thang ghi tén cédc chit can séc ki, & sat mép trén ghi t€n dung mdi, ban mong silica
gel F254.

Hai hé dung mdi dugc st dung dé chay sic ki ban mong 1a: cloroform : methanol : nudc
(65 : 35 : 10) va n-butanol:acid acetic:nudc (7 : 1 : 2).
Tién hanh

Chim déng loat mau thtr (céc nghi€m thirc) cung dbi chiéu véi mau sam chuin, MR,, Rb,,
Rg, 1én ban silica gel. Trién khai trong binh sic ki dén khi dung moéi chay trén tdm silica gel
cach dinh trén 1 cm léy ra dé kho. Phun thudc thir H,SO, 10 % trong codn va séy kho. Quan sét
cdc vét hién mau cdc vét ciia mau thir so véi vét cua cdc chét chuan.

2.4.2. Pinh lirong saponin bang HPLC

Chuan bi mau tuong ty nhu sic ki 16p mong.

Cén n-butanol hoa véi 10 ml methanol, trich 2 ml cd c4ch thuy dén cin. Hoa cén V(?’i nuoc
va acetonitrile (1 : 2), loc qua mang loc 0,45 um, dich loc bom vao may HPLC véi dicu kién
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chung nhu sau: thé tich tiém mau: 20 pl, tdc d6 dong: 0,5 ml/phdt, cot RP C18 Supelco (250 mm
—4,6 mm — 5 um), nhiét do cot: 25 °C, detector: PDA & budc séng 190, 196 va 203 nm.

Thu nhén dién tich peak twong ing, ham lugng saponin dugc tinh theo cong thirc sau:

x.10.100%
HL (%) =————10""
a.(100%—p)
X: néng do mau thur thl} duoc dua vao duong chuén (ug/ml); 10: @6 pha lodng mau; a: khéi luong
nguyén liéu (g); p: d6 am.

2.5. Xir Ii s6 liéu

Cic s6 liéu thu duoc trong nghién ctru nay duge xir Ii bang phan mém SPSS 16.0 vé6i phép
thir Duncan P = 0,05 [4].

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Két qua

3.1.1. Anh huong cua dnh sdng don sac lén sy khoi tao mo seo tir mé ld cdy sam Ngoc Linh nudi
cay in vitro

Két qua thu duoc cho thdy 4nh sang don sic khdc nhau da tic dong khéc nhau 1én sy khoi
tao md seo sim Ngoc Linh nudi cdy in vitro (bang 1, hinh 3b). Sau 8 tuan nudi ciy, khdi luong
twoi, khoi luong kho cua mo seo thu dugc 12 cao nhat (trong Umg véi 0,274 g va 0,030 g) khi
duogc nudi cay dudi ti 1¢ anh sang xanh va do 1a 50 : 50. Két qua cling cho thay khi cdc mau 14
duogc nudi cdy dudi diéu kién chiéu sdng 12 dnh sdng huynh quang thi qua trinh khdi tao md seo
bi han ché, véi khdi luong tuoi va khéi Iwgng kho cia md seo thu dugc la thép nhét (tuong Ung
v6i 0,176 g va 0,018 g). Khi cdc mau cdy dugc nudi cdy dudi anh sing xanh, do, dnh sdng xanh
va d6 két hop theo ti 18 30 : 70, 20 : 80 déu cho qué trinh khéi tao mo seo tot hon khi nudi ciy
dudi dnh sdng huynh quang, véi khdi lwong tuoi va khdi lwong kho cao hon (bang 1).

Bang 1. Anh huéng cua dnh sédng don sac 1en sy khai tao m6 seo tir mau 14 sim Ngoc Linh sau
8 tun nudi cay

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

Ghi chii: *Nhiing ki tu khac nhau (a, b, c,...) trong cot thé hién su sai khéc c6 y nghia véi d6 tin cdy
P = 0,05 trong phép thu Duncan.
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Tuy nhién, khi so sanh gilra cic loai anh sang nay voi nhau thi khong c6 sy khac biét vé
mat thong ké (bang 1). Két qua cua nghlen clru nay cho thay anh sédng anh sdng xanh va anh
sang do Kkét hop véi ti 1€ 50 : 50 1a nguon sang thich hop nhét cho qua trinh khdi tao md seo tu
mb 14 ctia sim Ngoc Linh nubi ciy in vitro.

3.1.2. Anh huweéng ciia dnh sdng don sdc 1én si tiang sinh mé seo sam Ngoc Linh nudi cdy in vitro

Céac mo seo khdi tao dugc cay chuyen sang m01 truong tang sinh va dugc nuoi cay duéi 6
loai 4nh sang khéc nhau. Két qua sau 6 tudn nudi cdy cho thay céc loai 4nh séng khéc nhau da c6
vai trd khac nhau trong viéc kich thich su tang sinh ciia md seo sam Ngoc Linh nudi cay in vitro
(bang 2, hinh 3c). Khéi luong tuoi va khéi lugng khd ctia mo seo thu duoc 13 cao nhét (twong
g v6i 0,748 g va 0,064 g) khi dugc nudi cdy dudi 4nh sang dnh sang xanh va do két hop véi ti
16 50 : 50. Tiép theo 1a 4nh sdng 4nh séng xanh, 4nh sdng do, 4nh sang xanh va d6 két hop véi ti
1€ 30 : 70, 20 : 80; tuy nhién; khi so sanh khéi lugng tuoi va khéi luong kho cia mod $¢0 O cdc
loai dnh sidng nay thi khong co6 sy khdc biét vé mit thong ké (bang 2). M0 seo bi tic ché sy tdng
sinh khi dwoc nudi cdy dudi 4nh sang huynh quang, v6i khdi lugng twoi va khdi lugng khd cua
md seo 1a thip nhét (twong ung vo6i1 0,473 g va 0,046 g). Nhu vay, su tang sinh cia m6 se¢o la tot
nhét khi duoc nudi cdy dudi dnh sang xanh va do két hop véi ti 18 50 : 50; va 1a dnh sang thich
hop nhét cho ca su khéi tao va tang sinh mo seo cia sam Ngoc Linh nudi cay in vitro.

Bang 2. Anh huong cua dnh sdng don sac 1€n sy ting sinh cia mo seo sam Ngoc Linh
sau 6 tuan nudi ciy.

Anh séng Khdi lwong twoi (g) Khéi lwgng khé (g)
FL 0,473c* 0,046¢
B 0,522bc 0,050bc
B:R = 50:50 0,748a 0,064a
B:R =30:70 0,591bc 0,058ab
=20:80 0,552bc 0,053bc
R 0,608b 0,051bc

Ghi chi: *Nhiing ki tu khac nhau (a, b, c,...) trong cot thé hién su sai khéc c6 y nghia véi d9 tin cay
P = 0,05 trong phép thir Duncan.

3.1.3. Anh huéng cua dnh sdng don sdc lén s tich liiy saponin trong mé seo sim Ngoc Linh
nudi cay in vitro

Két qua bang séc ki 16p mong cho thdy khi cdc ban mong dugc chay trén ca hai loai dung
mdi khac nhau (cloroform:methanol:nudc = 65 : 35 : 10 va n-butanol:acid acetic:nuéc =7 : 1 :
2), cdc mau mo seo cdy sdm Ngoc Linh nudi cdy in vitro & tit ca céc loai dnh sdng déu €6 su
xuét hién cua 3 vét saponln Rg;, Rb;, MR; (hinh 1). Diéu nay chung té rang trong cac mau mo
seo sam Ngoc Linh nudi cdy in vitro ¢6 sy hién dién cia Rg;, Rb;, MR,. Ngoai ra, ¢ mau mo seo
sam Ngoc Linh nudi cay in vitro con xuét hién cic vét tuong dong v&i sdm ngoai ty nhién (hinh
1), diéu nay chung to rang trong mo seo sam Ngoc Linh nudi cay in vitro con cé mét cua nhiéu
loai saponin khac twong tu nhu saponin cua cdy ngoai tw nhién.
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Hinh 1. Sic ki 16p mong dugc chay trén hai hé dung moi khac nhau (cloroform : methanol : nudc
=65 :35:10) (trai) va n-butanol:acid aqetic:nudc =7:1:2 (phai)) ciia cic mau mo seo sdm Ngoc Linh
dugc nudi cay dudi cac loai anh sdng khac nhau.

Két qua chay HPLC cho thay dnh sdng | da anh huong dén qud trinh tich lily hoat chét
saponin trong mo6 seo sam Ngoc Linh nubi cly in vitro. Him lugng saponin Rg; la cao nhat
(0,3015 %) khi cdc cy duoc nudi cay dudi dnh sdng xanh va do két hop véi ti 18 50 : 50 va thap
nhét (0,1273 %) ¢ cic ciy nudi cdy dudi 4nh sang xanh va do két hop vaéi ti 1€ 30 : 70. Ham
luong saponin Rb; 1a cao nhat (0,2281 %) khi cdc ciy dwoc nudi cdy dudi dnh sing huynh quang
va thap nhat & cdc ciy nudi cdy dudi dnh sang xanh va d6 két hop vai ti 18 30 : 70 va 20 : 80. Két
qua cling cho thay 4nh sang xanh va do két hop vai ti 16 30 : 70 cho ham lugng Rg; va Rb; trong
md seo 12 thap nht; tuy nhién, ham luong MR, thu dugce (0,5773 %) lai cao hon rat nhiéu so véi
céc loai dnh sang khac. Ham lugng MR, thap nhét (0,1564 %) dugc thu nhan & dnh sédng xanh va
do6 két hop véi ti 1¢ 50 : 50 (bang 3).

Bang 3. Anh hudng cua dnh sdng don sic 1én tich liiy saponin trong mo seo sam Ngoc Linh
nudi cay in vitro.

Anh sing Rg; (%) Rb; (%) MR; (%)
FL 0,1968¢ 0,2281a 0,2933e
B 0,2543c¢ 0,1722d 0,3184c
B:R=50:50 0,3015a 0,1855b 0,1564f
B:R=30:70 0,1273f 0,1685¢ 0,5773a
B:R =20:80 0,2106d 0,167% 0,3162d
R 0,2675b 0,1789¢ 0,3712b

Ghi chii: *Nhiing ki tu khdc nhau (a, b, c,...) trong cot thé hién su sai khac c¢6 y nghia véi d6 tin cdy
P = 0,05 trong phép thur Duncan.
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3.1.4. Anh hwong cua dnh sdng don sdc 1én sy sinh truong va phdt trién ciia cdy sam Ngoc Linh
nudi cay in vitro

Cic chdi sam Ngoc Linh in vitro c6 kich thudc khoang 2 cm dugc nudi cdy trén moi trudng
tao ciy hoan chinh dudi 6 loai 4nh sing khic nhau. Két qua sau 8 tuan cho thdy céc loai anh
sang khac nhau ciing anh hudng khéc nhau 1én sy sinh truong va phat trién cua cay sam Ngoc
Linh nudi cdy in vitro (bang 4, hinh 3d). Céc chi tiéu vé khdi luong tuoi, khéi lugng khd, chiéu
cao ciy va dién tich 14 thu duoc 12 cao nhit ¢ cdc ciy duoc nudi cdy dudi diéu kién dnh sing
xanh va dé két hop véi ti 18 50:50; tuy nhién, khi so sanh s6 lwong ré va chiéu dai ré clia cdc cay
duogc nudi cdy dudi céc loai 4nh sang khéc nhau thi chwa c6 sy khic biét vé mat thong ké (bang
4). Chiéu cao ctia ciy ciing nhu dién tich 14 ctia cdy hau nhu bi e ché khi nudi ciy dudi diéu
kién chiéu sang la 4nh sdng xanh (bang 4). Dya vao Kkét qua nay c6 thé nhan thay anh sang xanh
va do két hop véi ti 18 50 : 50 1a ngudn sdng thich hgp cho sy sinh truong va phat trién cta sam
Ngoc Linh in vitro, va c6 thé duoc sir dung nhu nguon sang phi hop cho cdc hé thong nudi cay
sam Ngoc Linh in vitro.

Bang 4. Anh hudng cua dnh séng don séc 1én sy sinh truong va phat trién ciia cdy sim Ngoc Linh
sau 8 tuan nuoi cay.

Anh sdng Khéi lugng KhéiAlu’(_mg ClAliéu cao | s = Chﬁiéu dai | Di¢n tich
twoi (g) kho (g) cay (cm) re (cm) lIa (cm”)
FL 0,179b* 0,032ab 4.2a 3,7a 0,5a 0,81b
B 0,185b 0,032ab 3,0c 1,3a 0,4a 0,79b
B:R =50:50 0,361a 0,061a 4.4a 1,7a 0,5a 2.33a
B:R =30:70 0,147b 0,030c 3,3bc 1,7a 0,6a 0,67b
B:R =20:80 0.177b 0,038ab 4,0ab 3,7a 0,4a 1,22b
R 0,185b 0,030c 43a 3,0a 0,6a 1,51ab

Ghi chi: *Nhiing ki tu khic nhau (a, b, c,...) trong cot thé hién su sai khéc c6 y nghia véi d9 tin cay
P = 0,05 trong phép thir Duncan.

3.1.5. Anh hong ciia dnh sdng don sdc lén si tich lity saponin trong cdy sam Ngoc Linh nudi
cdy in vitro

Két qua bang sic ki 16p mong cho thay khi cdc ban mong duogc chay trén ca hai loai dung
moi khac nhau (cloroform : methanol : nudc = 65 : 35 : 10 va n-butanol : acid acetic : nuwéc =7 :
1:2), céc méu ciy sim Ngoc Linh nudi cdy in vitro & tat ca céc loai 4nh sdng déu ¢6 sy xuit
hién cua 3 Vet saponin Rg;, Rb;, MR, (hinh 2). Diéu nay chimg t6 ring trong cdc cay sam Ngoc
Linh nudi ciy in vitro ¢6 sy hién dién cua Rg;, Rb;, MR,. Ngoai ra, ¢ mau sdm Ngoc Linh nudi
cay in vitro con xudt hién céc vét tuong ddng v4i sim ngoai tu nhién (hinh 2), diéu nay ching to
rang trong ciy sim Ngoc Linh nudi ciy in vitro con c¢6 mit ciia nhiéu loai saponin khéc tuong tu
nhu saponin cla cdy ngoai tu nhién.
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*l‘f\":\"i“‘ ‘1
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FL B B:R B:R B:R R SamC  MR2 Rbl Rgl FL B‘ .B'R-
50:50  30:70  20:80

: B:R B:R R SamC  MR2 Rb1 Rgl
50:50 3070 20:80

Hinh 2. Séc ki 16p méng dugc chay trén hai hé dung méi khac nhau (cloroform : methanol :
nudc = 65 : 35 : 10) (trai) va n-butanol : acjd acetic : nudc =7 : 1 : 2 (phdi)) ciia cdc mau
cdy sdm Ngoc Linh dugc nu6i cay dudi cdc loai anh sang khic nhau.

Két qua chay HPLC cho thdy dnh sdng dd anh huong dén qud trinh tich lily hoat chat
saponin trong cdy sim Ngoc Linh nudi cdy in vitro. Him lugng saponin Rg; 1a cao nhét khi céc
cay dugc nudi cay duoi anh sing xanh va d6 két hop vai ti 18 20 : 80 (v6i 2,2749 %), va thap
nhét & céc cay nudi ciy dudi 4nh sing xanh (v61 0,1540 %). Tuy nhién, ham luong saponin Rb,
MR, cao nhét lai thu duoc & céc cay nudi cay dudi dnh sang huynh quang (twvong tng 0,1709 va
0,4080 %) (bang 5). Pic biét, ham lwong MR, & cdc ciy nudi cdy dudi huynh quang cao hon rét
nhiéu so vdi cdc loai dnh sdng khéc.

Bdng 5. Anh hudng cua 4nh sdng don sic 1én tich Ity saponin trong cdy sam Ngoc Linh
nudi cay in vitro.

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

Ghi chi: *Nhiing ki tu khdc nhau (a, b, c,...) trong cot thé hién su sai khéc c6 y nghia véi d6 tin cdy
P = 0,05 trong phép thir Duncan.

3.2. Théo luin

Anh séng diéu khién sy sinh trudong va phét trién cia thuc vat thong qua hai con dudng:
quang hop va quang phét sinh hinh thai. O cidc md nudi cdy, c6 ba yéu té anh sing tic dong dén
su sinh truéng ciia phat sinh hinh thdi d6 1a budc séng, cudng do va thoi gian chiéu sing. Da c6
nhiéu nghién ctru chi ra rang 4nh sing c6 tic dong dang ké dén sy sinh trudng, phét sinh hinh
thdi va sy hinh thanh ciia cic enzyme dic hiéu cho qué trinh hinh thanh cic hop chat thir cap
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flavonoid glycosides [5]. Tuy nhién, sy hiéu biét vé tic dong cia dnh sing 1én sy khoi tao va
tang sinh md sgo, dac biét 1a trén doi twong sim Ngoc Linh thi van chua dugc nghién cilru.

Két qua thu dugc cho thiy 4nh sing c6 vai trd khéc nhau trong qud trinh khéi tao va ting
sinh mo seo sim Ngoc Linh nudi cdy in vitro. Anh sang don sic da tic dong dén qud trinh khoi
tao v tang sinh mo seo tot hon 4nh sang huynh quang. Anh sang xanh va do két hop vai ti 18
50:50 cho sy khoi tao ctia mo seo tir mau 14 va qua trinh ting sinh md seo sim Ngoc Linh 12 tdt
nhét, voi khdi lwong twoi va khéi luong kho ciia mé seo thu duoc 12 cao nhét (bang 1, 2; hinh 3b,
¢). Trong khi d6, su khoi tao va tang sinh mo s¢o bi han ché khi nuéi céy dudi anh sdng huynh
quang, v6i két qua vé khdi luong tuoi va khdi lwong khdé mé seo thu dugce 1a thip nhat (bang 1,
2; hinh 3b, ¢). Két qua nay ciing cho thdy vai trd ciia 4nh sang don séc va sy két hop giita dnh
sang xanh va do 1én sy khdi tao va tang sinh md seo sdm Ngoc Linh nudi ciy in vitro.

Cic nghién ciru true ciing chi ra rang sy két hop gitra 4nh sang xanh va do c6 tic dong dén
su sinh truong ciia mot s6 cdy. Anh sdng d6 quan khoi cho sy kéo dai than va chdi, ddp tng
phytochrome va thay ddi cau triic giai phau cua ciy [27]. Trong khi d6, 4nh  sang xanh lai ¢6 vai
trd quan trong trong qud trinh tong hop chlorophyll, sy mé& cia khi khong, tong hop cic enzyme,
su truong thanh cia luc lap va qud trinh quang hop [29]. Anh séng do can thiét cho sy sinh
trudng cua thuc vat, trong khi d6, anh sdng xanh lai gép phan vao qud trinh quang hop cua cay
[22].

Két qua trong nghién ctru nay cho thiy khéi luong twoi, khdi luong kho cua ciy sim Ngoc
Linh 1a cao nhit khi dugc nudi cdy dudi dnh sang xanh va do két hop voi ti 1& 50 : 50 (bang 4).
Anh sing huynh quang kém thich hop cho su sinh truéng cua cay sam Ngoc Linh. Két qua nay
cling twong dong voi cic ngh1en ctru & mot s6 loai cay khac nhu Lilium [12], Cuc [9], cay Bong
[11]. Céc tac gia déu cho rang sy sinh trudng thu dugc 1a tot nhat khi cdc cdy duge nudi cay dudi
4nh sang xanh va do két hop véi ti 18 1 : 1. Abdullahil Baque va cong sy [1] dd nghién ctru anh
hudng cla chit lugng dnh sdng 1én sy sinh trudng cua cay Calanthe in vitro va cho théy re‘“mg sy
sinh truong 1a tot nhat khi dwoc nudi cdy dudi 4nh sang xanh va do két hop, két qua thap hon
duoc thu nhdn & dnh sing huynh quang, dnh sing xanh va dnh séng d6. Khi nudi ciy cay
Cymbidum, sy két hop giira 4nh sang d6 va xanh d3 ting cudng su sinh trudng va phit trién bang
su gia ting ctia qué trinh quang hop [28]. Tuy nhién, ti 18 két hop giita hai loai 4nh sing nay s&
thay ddi tiy theo loai khac nhau.

Sau 8 tuan nudi ciy céc cdy sim Ngoc Linh dudi céc loai 4nh séng khac nhau, chiéu cao
ciy thu dwoc 1a cao nhét khi cdc ciy duoc nudi cdy dudi dnh sang xanh va do két hop vai ti 18
50 : 50, tiép theo 1a 100 % 4nh sdng d6 va 4nh sang huynh quang; két qua thip nhat dugc thu
nhén khi cdc ciy duoc nudi cdy dudi dnh sdng xanh (bang 4, hinh 3d). Két qua trong thi nghiém
cling twong dong voi nghién ctu ciia Appelgren [2] & cAy Pelargonium, nghién ciu cia
Mortensen va Stromme [17] & cdy Cidc va Khoai ty, két qua di cho rang 4nh sing xanh da wc
ché manh su kéo dai cua than. Mt khéc, nghién ctru cua Puspa va cong sy [23] lai cho théiy su
kéo dai chdi va chiéu dai than cua ciy Nho 12 tot nhét khi cdc cdy dugc nudi cdy dudi dnh sing
d6. Tuy nhién, Heo va cong su [6] lai cho rang chiéu cao cia ciy Salvia la cao nhit khi duoc
nudi cdy dudi dnh sang xanh va bi e ché dudi 4nh sing d6. Su khac nhau nay c6 thé 1a do su
twong tac phdi hop khac nhau cta thy quang nhéan dnh sang xanh va cdc phytochrome trong viéc
kich thich hay wc ché sy kéo dai than. Kim va cong sy [9] da cho rang su kéo dai than c6 thé
duoc kich thich hay tic ché boi su twong tac ph01 hop gitta thy quang t1ep nhén anh sdng xanh,
d6 va cac phytochrome ciing tuy thudc tly theo loai.
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Hinh 3. Anh hudng cia dnh sdng don sic 1én sy khoi tao va tang sinh ciia md seo, sy sinh truong va phat
trién ciia cy sim Ngoc Linh nudi cdy in viro. a. Hé thong anh sdng don sic; b. Cdc md seo hinh thanh tir
mau 14; . Cdc md seo dugc ting sinh khi nudi cay dudi cic loai anh sdng khic nhau; d. Cdc cdy sim
Ngoc Linh in vitro dugc nudi cz‘iy dudi cic loai d4nh sdng khac nhau (tr trdi sang phai twong ng véi dnh
sang huynh quang, 100 % 4nh s4ng xanh, 4nh sdng xanh va do két hop vai ti 1& 50 : 50, 30 : 70, 20 : 80
va 100 % 4nh sang do).

S6 Iuong & va chiéu dai ré cta céc cdy sdm Ngoc Linh da bi han ché khi duoc nudi céy
dudi 4nh sang xanh. Hau hét cic cdy sim Ngoc Linh khi dugc nudi cdy dudi dnh sdng xanh déu
khong xuét hién ré. Tuy nhién, khi so sdnh v6i cac loai dnh sang khac thi n6 khong c6 khac biét
vé mat théng ké (Bang 4). Moon va cong su [16] cling cho réng su ra ré duoc kich thich bdi dnh
sang d6 va tic ché boi 4nh séng xanh.

Vai trd cua su két hop gitra dnh sdng do va dnh sdng xanh ciing da tic dong dén sy mo rong
cua 1d sdm Ngoc Linh nudi cay in vitro. Di¢n tich cua 14 thu dugc 1a cao nhét khi cdc cdy duoc
nudi cdy dudi ti 1& 4nh sing xanh va do 1a 50:50, tiép theo 1a cdc cdy dudi dnh sing do; tuy
nhién, chiing khong khac biét nhiéu vé mit thong ké (bang 4, hinh 3d). Dién tich ctia 14 thu dugc
lIa thép nhét khi céc cay dugc nudi céy duédi dnh sdng xanh, mic du khong khic biét vé mat
thong ké so véi céc ciy dudi céc loai dnh sédng con lai (bang 4). Cac nghién ctru trude ciing cho
thdy 4nh sing c6 tic dong dén su mo rong cia 14 [25]. O mot sb loai cdy, 4nh sdng xanh lam
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tang dién tich 14 (nhu ciy Betula pendula [24]; trong khi & mot s6 cdy, dnh séng xanh lai (rc ché
su md rong cua 1 (nhu cay Cic [17]). Tuy nhién, trong nghién ctru nay, dnh sing dé va anh
sang d6 két hop vai 4nh séng xanh theo ti 18 50:50 duong nhu ¢6 vai trd trong sy mé rong ciia 14,
trong khi d6, anh sang xanh lai c6 tic dung ngugc lai.

Quan sat hinh thdi cta cdc cdy nudi cdy dudi cac diéu kién ch1eu sdng khéc nhau cho thay
anh sang cting ¢6 vai trd quan trong trong qua trinh tong hop céc sic to trong cdy sam Ngoc Linh
nudi cay in vitro. Cic cdy dugc nudi cay dudi dnh sang xanh sinh truong kém hon dudi anh sdng
do, tuy nhién 14 lai 6 mau xanh dam hon, cc ciy nudi cdy dudi sanh sing d6 ¢6 mau hoi vang.
Céc ciy dugc nudi cdy dudi dnh séng xanh va do két hgp c6 mau xanh nhat (hinh 3d). Tibbitts
va cong su [29] cho re‘ing dnh sdng xanh c6 vai tro kich thich su tong hop céc chlorophyll trong
cay. Nghién ctru cua Liu va cong su [14] ciing cho rang dnh sing xanh kich thich sy tong hop
céc sic to trong PLB cua cady Oncidium. Ket qua thu nhan trong nghién ctru nay cho thay anh
sang xanh c6 vai trd kich thich qud trinh tong hop céc séc t6 tao ‘nén mau xanh cua cdy, trong khi
d6 anh sidng do6 lai c6 tdc dong nguoc lai. Vi vay, trong nudi cay in vitro viéc két hop gitra anh
sdng xanh va do vira c6 tic dong ting cudng su sinh trudng vira ¢6 tic dong dén qua trinh tong
hop céc séc td trong cay.

Anh sdng déng mot vai tro quan trong dén qua trinh quang hop cling nhu qué trinh tong
hop cic chét trong cdy. Trong nghién ciru nay, vai trd ctia anh sdng dén sy sinh truong cia mod
seo va cdy sdm Ngoc Linh da dwoc ghi nhan. Tuy nhién, dé biét dugc vai trd cia 4nh sing dén
su tich liiy hoat chat saponin trong md seo va cdy sadm Ngoc Linh nudi ciy in vitro thi nhiing
mau nay duoc tién hanh phan tich bang HPLC.

Két qua thu duogc cho thiy cdc md seo va ciy duoc nudi cdy dudi cdc dnh séng khéc nhau
thi sy tich liy hop chét saponin 12 khic nhau (bang 3, 5). Mit khdc, anh hudng cta dnh sang dén
su tich ldy saponin trong md s¢o va trong cay cing hoan toan khac nhau (bang 3, 5). Su khéc
nhau nay cé the duoc giai thich l1a do cdc mau nudi cay khac nhau. Mo seo la mot khdi té bao
phéan chia vo t6 chirc, khong phan hoa, ¢6 1€ chinh vi vy ma cac qud trinh sinh tong hop trong
md s¢o khong gidng véi trong cdc cAy nudi ciy in vitro. Ngoai ra, ciy c6 chia nhleu sic to hon
mau md seo, tao nén mau xanh cua ciy, trong khi cdc md seo thu dugc lai c6 mau trang; chinh vi
vay ma anh sing da tic dong dén cdc thy quang t1ep nhan dnh sdng khéc nhau cling nhu kich
thich qud trinh sinh tong hop cia cy khic so voi md seo.

Dbi véi md seo, ham luong saponin Rg; 12 cao nhét khi cidc md seo duge nudi ciy dudi dnh
sdng xanh va dé két hop vai ti 1& 50:50 va thap nhit & cdc md seo nudi cay dudi dnh sang xanh
va do két hop véi ti 1¢ 30 : 70. Ham lugng saponin Rb, 1a cao nhét khi cdc mo seo duge nudi céy
dudi 4nh sang huynh quang va thap nhat ¢ cic md seo nudi cay dudi dnh sdng xanh va do két
hop véi ti 16 30 : 70 va 20 : 80. Két qua ciing cho thiy anh séng xanh va d6 két hop véi ti 16
30:70 cho ham luong Rg; va Rb; trong md seo 1a théip nhit; tuy nhién, ham lugng MR, thu duoc
lai cao hon rat nhiéu so v6i céc loai 4nh sang khic. Ham lugng MR, théip nhit dugc thu nhan &
4nh sdng xanh va do két hop véi ti 18 50 : 50 (bang 3). Co thé nhén thiy rang, & md seo, mdi loai
anh sang lai ¢6 vai trd khac nhau cho qua trinh téng hop cua timg loai saponin, dleu nay c6 thé 1a
do mdi loai 4nh sdng c6 vai trd khéc nhau trong viéc kich thich cic enzyme tong hop cia timg
saponin khac nhau.

Dbi voi ciy, ham lugng saponin Rg; thu dugc 12 cao nhat khi cc cdy dugc nudi cay dudi
4nh sdng xanh va do két hop véi ti 1& 20 : 80 va thap nhét ¢ cdc ciy dugc nudi cdy dudi 4nh sang
xanh. Tuy nhién, sy tich liiy saponin Rb; va MR, 1a cao nhat khi cdc ciy dwoc nudi cdy dudi dnh
sang huynh quang, tiép theo 12 4nh sing xanh; 4nh sdng d6 khong c6 vai trd quan trong trong
viéc kich thich su tich lily cdc saponin (bang 5). Ham lugng Rb; va MR, trong céc cdy nudi ciy
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duéi huynh quang cao hon rit nhiéu so v&i nhiing cay dugc nudi ciy dudi cdc anh sang khic.
Dac biét, ham lugng MR, (mot saponln quan trong, quyet dmh dén vai tro duoc 1f cia cdy sam
Ngoc Linh) cao gap khoang 1,5 - 5,5 lan khi dwoc nudi cay dudi huynh quang so v6i cic dnh
sang khdc. Anh sdng xanh va do két hop vai ti 18 50 : 50 va 100 % 4nh sdng do cho sy sinh
truong cta ciy 1a tt nhit (bang 4); tuy nhién, né lai wrc ché sy tich lity hoat chat saponin. Tir d6
cho thay, khi sy sinh truong cang nhanh thi qud trinh sinh téng hop saponin xay ra cang cham.
Két qua trong thi nghiém ciing cho thay rang tong ham luong saponin (Rgi, Rb; va MRy) thu
duoc 1a cao nhat khi cdc cay dugc nudi cay dudi dnh sang ‘huynh quang. Két qua nay cting tuong
ddng voi nghién ciru cua Yu va cong sy [32] khi nu6i cay ré to Nhan sam, cho thdy du6i dnh
sang do va trong toi c6 su gia ting ddng ké cua khdi lugng tuoi 1& to va ham lugng nhém Rb 1a
cao hon, tuy nhién, tong ham lugng saponin thu duoc lai thip hon huynh quang.

Tir két qua cua nghién cuu nay, cé thé thiét 1ap quy trinh tao cdy sam Ngoc Linh ¢6 ham
luong saponin cao bang céch thuc hién theo hai budc: giai doan dau, céc cay dugc nudi cay duéi
4nh séng xanh va do két hop theo ty 1& 50 : 50 nhdm ting cudng qué trinh sinh trudéng va giai
doan hai, cdc ciy duoc chuyén ra dnh sing huynh quang nhim gia ting ham lugng saponin.

4. KET LUAN

Chét Iuong cua dnh sdng anh huodng dén su khoi tao va nhan nhanh mo seo cling nhu sy
sinh trudng, phét trién va tich lity hoat chit saponin trong cdy sim Ngoc Linh nudi cy in vitro.
Két qua nghién ctru nay cho thiy 4nh sdng xanh va do két hop véi ti 1& 50 : 50 thich hop cho su
khoi tao va nhan nhanh md seo cdy sim Ngoc Linh nudi cdy in vitro. Anh sing xanh va do két
hop vai ti 18 50 : 50 ¢6 thé duoc sir dung trong giai doan dau cho qua trinh sinh trudng ciia ciy
saim Ngoc Linh nudi cdy in vitro, trong khi d6 4nh sdng huynh quang dugc sir dung trong giai
doan sau nham gia tang sy tich liiy saponin.

Loi cam on. Céc tc gia xin chan thanh cam on Vién Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam da hd tro kinh phi
dé thyc hién dé tai nghién ctru nay.
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ABSTRACT

EFFECT OF LED-LIGHTS ON GROWTH AND SAPONIN ACCUMULATION OF CALLUS
AND PLANTLETS OF PANAX VIETNAMENSIS HA ET GRUSHV. IN VITRO
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In this study, callus and plantlets were cultured under six different lights: fluorescent lamp
light (control), monochromatic blue LED (B), blue and red LED mixtures (B : R = 50 : 50, 30 :
70, 20 : 80) and monochromatic red LED (R) in order to investigate the effects of LED-lights on
callus induction and proliferation, plantlet growth and saponin accumulation of Panax
vietnamensis Ha et Grushv. in vitro. Fresh weight, dry weight of callus were greatest (0.274 and
0.030 g, respectively) when leaf explants were cultured under the B:R = 50 : 50 blue and red
LED light. Moreover, the B : R = 50 : 50 blue and red LED light enhanced proliferation of callus
with highest fresh weight and dry weight (0.748 and 0.064 g, respectively). Fresh weight, dry
weight, stem length and leaf area were highest in plantlets cultured under the B:R = 50:50 blue
and red LED light. HPLC analysis results showed that different light sources had variable effects
on saponin accumulation of callus and plantlets of Panax vietnamensis in vitro. The fluorescent
light enhanced saponin accumulation of plantlets with highest saponin (0.2422 % Rb; and
0.7081 % MR,) content.

Keywords: accumulation, callus induction and proliferation, growth, light-emitting diodes
(LEDs), Panax vietnamensis Ha et Grushv., saponin.
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