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QUY TRINH TAO RE TO TU THAN RE SAM NGOC LINH (PANAX
VIETNAMENSIS HA ET GRUSHV) NHO VI KHUAN AGROBACTERIUM
RHIZOGENES

(57) Sdng ch€ dé cap dén quy trinh tao ré to tr than ré cay sam Ngoc Linh (Panax

vietnamensis Ha et Grushv) thong qua vi khuén Agrobacterium rhizogenes 1am

co s6 nuodi cdy sinh khdi ré to sam Ngoc Linh tao nguyén liéu trong san xuét

dugc phdm, thuc phdm chiic nang va m§ pham. Quy trinh nay bao gém cdc budc

tao nguyén liéu chuyén gen, tao dich huyén phi vi khuin Agrobacterium

rhizogenes, nhiém khuén va dong nuoi cdy, diét khuén sau déng nuoi c4y, chon

loc va téi sinh dong chuyén gen, va kiém tra biéu hién clia gen rol.
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Linh vuc k§ thuat dwge dé cap

Sang ché thudc linh vuc coéng nghé gen, cu thé 1a dé cap dén viéc xay
dung quy trinh chuyén gen tao ré to & cdy sim Ngoc Linh théng qua vi khuén
Agrobacterium rhizogenes 1am co sé nudi ciy sinh khéi ré to sdm Ngoc Linh tao

nguyén lidu trong san xuét duoc phim, thuc pham chirc ning va m§ phdm.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Sam Ngoc Linh 1a loai dugc liéu quy hiém, chi phan bd & vung nui cao
trong son hé Ngoc Linh thudc mot s it huyén cia Kon Tum va Quang Nam.
Nam 1973, cay sam Ngoc Linh dau tién duge dugce si Pao Kim Long va céac nha
khoa hoc phat hién & d cao khoang 1800m & meg ni Ngoc Linh thudc Kon
Tum. Va téi nam 1988, TS. Ha Thi Dung va GS. Grushvisky da xac dinh day la
mot loai nhan sdm mai caa thé gidi va dat tén khoa hoc 1a Panax vietnamensis

Ha et Grushv, thuong duoc goi 1a sdm Viét Nam.

Nhiéu c6ng trinh nghién ctru vé cong dung sam Ngoc Linh cho thiy thanh
phan hoa hoc ciia r& sdm Ngoc Linh cht yéu 1a saponin. Phén tich cac hop chat
héa hoc trong ré cii sdim Ngoc Linh chira t6i 52 saponin (Nguyén Minh Puc va
cong su, 1997). Trong 52 saponin tach chiét duoc tir r& sdm Ngoc Linh cé 26
loai saponin d3 biét trong cac loai sim khéc va c6 dén 26 saponin méi ma dai
dién la nhém Vina - ginsenosit (VR1- VR25). Bén canh do, ngoai cac nhom
triterpen saponin, trong r& sim Ngoc Linh con chira mét s ocotillol saponin nhu
Majonosit (MR1 va MR2). Nhu véy, sdm Viét Nam la mdt trong nhiing loai sam
c6 ham luong saponin nhidu nhét, trong tr mot s ciy sdm quy da ting duoc

nghién ctru sir dung tir 1au trén thé gidi.

Theo sach “ Cay thube va dong vat lam thudc cta Viét Nam”, sdm Ngoc

Linh ¢6 cac tac dung nhu tang cuong suc luc, cai thién thé luc; bd than kinh,
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ting cuong tri nhd va hoat dong cua hé than kinh; chdng stress va giam gbc tu
do; giam dau, chéng viém; bén canh do, sim Ngoc Linh con c6 kha nang diéu

hoa tim mach, 1am gidm lipit trong mau va ngan ngira chimg xo vita dong mach.

Do gié tri dugc liéu cling nhu gia tri kinh té 16m, sdm Ngoc Linh dang bi
khai thac qua murc, bén canh do, kha ning nay mam tir hat trong moi truong tu
nhién ctia sdm Ngoc Linh thip gay can kiét ngudn tai nguyén trong tw nhién.
Sam Ngoc Linh da dugc dua vao danh muc cac thuc vat nguy cAp trong sach do

Viét Nam nam 1994 dé bao ton.

Nhidu d& tai khoa hoc duge thuc hién v6i muc dich bao ton va phat trién
sam Ngoc Linh nhu i) nghién ciru nhén gidng cdy sam Ngoc Linh, nghién ctru
vé diéu kién tréng trot: ché @ phén bon da luong, vi lugng, cac yéu tb ky thuat
dé nang cao ning suét, rat ngén thoi gian thu hoach nhu pha thoi ky ngu dong,
nhd cay trong lai hang ndm, v.v., va ii) nghién ctru nhén gidng v6 tinh ciy sim
Ngoc Linh. Bay duoc xem la giai phap t6i wu dé bao ton loai sam Ngoc Linh,
bén canh do6 con c6 kha nang phat trién san xuét sim Ngoc Linh thuong pham.
Tuy nhién, do thdi gian sinh truong cua cdy sam Ngoc Linh dai, kha nang thich
Urng v&i tu nhién cua cdy nudi chy md con yéu nén san lugng sdm Ngoc Linh thu

dugc van con han ché.

Pimg trude tinh hinh trén, bén canh viéc ing dung nghién ctru khoa hoc
vao nhan gidéng vo tinh, trdng va bao ton cdy sim Ngoc Linh, mét vén dé dat ra
14 cAn trién khai, phat trién sinh khéi té bao thuc vat tao ngudn nguyén lidu 6n

dinh cho cac nganh cong nghiép khac.

Nudi ciy sinh khéi té bao thuc vat 1a mot huéng tmg dung mdi ctia cong
nghé sinh hoc, giai phap nay cho phép thu mét lugng 16n sinh khéi € bao thuc
vat trong thoi gian ngn, tao ngudn nguyén liéu phong phu, 6n dinh cho cac linh
vue khac nhu san xuét dugc phim, thuc phdm va m§ pham. Hién nay, c6 nhiéu
hudng nghién ctru nudi cdy sinh khdi da dugc ap dung cho céc d6i tugng sam

khac nhau trén thé gidi.
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Patent M§ s6 US6326202B1, Archana Mathur va cdng su md ta phuong

phap nudi cdy mé seo cho san lugng ginsenosit cao, phét trién 6n dinh trén dbi
tuong cdy sim M§ Panax quinquefolium. MAu than r& sam M§ dugc tiét trung
va chuyén 1én méi truong MS c6 bd sung 1mg/l 2,4D va 0,25mg/1 kinetin. Dong
mo seo c6 kha nang sinh truéng t6t cling nhu ham luong ginsenosit cao dugc
nhan nudi sinh khéi trén mdi truong MS ¢6 bd sung 200mg/l myo-inositol, 2,0 —
4,0mg/1 glyxin, 0,5 — 1,0mg/l axit nicotinic, 0,5 — 2,0mg/l pyridoxin.HCI va 0,2
—0,4mg/1 thiamin.HCI, 0,1 — 0,5mg/1 2,4D va0,25 — 0,50mg/1 kinetin.

Cong bd don yéu ciu cip patent Trung Qubc s6 CN102898493A dua ra
phuong phap nudi cy sinh khdi r& bat dinh sém Han Quéc (Panax ginseng CA
May) trong céac binh 1én men dung tich nh6 3 — 10L. Cac doan ré bét dinh dugc
cét thanh cac doan c6 do dai 1cm sau d6 chuyén vao céc binh 1én men dung tich
3L chira 2L mdi truong ¥2SH co bd sung 3mg/l va 20g/l sacaroza. Ham luong
Rgl, Rbl va Re tich lity trong ré bit dinh sdm Han Qudc sau 7 tudn nudi cdy lan

luot dat 2,8 1mg/g, 0,47mg/g va 1,88mg/g.

Cac phuong phéap nudi cdy sinh khéi té bao thu hop chét thtr cap da duoc

ung dung trén d6i twong sam Ngoc Linh.

Cong trinh cua Duong Tén Nhut va cong su ding trén Tap chi Cong nghé
sinh hoc tap 7 s6 3 nam 2009, cho thiy nhém téc gid da thanh cong trong viéc
tao r& bat dinh sam Ngoc Linh tir md seo. Céc khéi md seo dugc chuyén 1én moi
trudng SH chira céc chat didu hoa sinh truong NAA, IBA va IAA dé khao sat
kha ning hinh thanh r& bt dinh. Két qua thu nhan duoc ty 1§ tao ré cao nhat khi
mdi truong chira 3mg/l NAA hoac 5mg/l IBA.

Bing ddc quyén sang ché s VN 1-0007523, nhém tac gia Hoc vién Quén
Y dua ra giai phap nuoi cdy dich huyén phu té bao sim Ngoc Linh thu hoat chat
tha cép. Céac mau cay sam Ngoc Linh 2-5 ndm tudi duoc tiét trung, sau dé duoc
cit thanh cac mau nhé day Imm va dit 1én mdi trudng tao mo seo co chira mot

trong cac chéat diéu tiét sinh truéng nhu 2,4 D, NAA & ndéng d6 5 — 30uM két
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hop 5 — 15uM kinetin. M6 seo dugc cdy chuyén nhiéu 1an mét kha ning biét héa
dugc chuyén 1én moi trueong chira 10 — 20uM kinetin va 10 — 40uM auxin nudi

16ng l4c thu sinh khéi dich huyén phu té bao sim Ngoc Linh.

Nhu vay, cling nhu mét s6 loai sim trén thé giéi saim Ngoc Linh hién da
duoc nghién ciru nudi cdy thu sinh khéi theo huéng nuéi dich huyén phu té bao
va ré bat dinh. Tuy nhién, ca hai phuong phap nay c¢6 nhuge diém 1a can phai bb
sung céc chat diéu hoa sinh trudng vao trong mdi trudng nudi cay dé sinh khéi
phat trién. Theo phuong phép nay, du lugng chét diéu hoa sinh trudng trong
sinh khéi thu nhan dugc c6 thé gy anh hudng dén sirc khoe ctia ngudi st dung.
Khéc phuc nhugc diém cta cic phuong phap trén, k§ thuét nudi céy sinh khdi ré

to di dugc tmg dung trén nhiéu déi trong thuc vat nhim thu hoat chat sinh hoc.

Ré to 1a tén mot loai bénh & thuc vat giy ra do vi khuén dat, gram am
Agrobacterium rhizogenes gy ra. Day 1a mot loai vi khuén gay bénh moc ré tai
cac vét thuong & thuc vét bac cao. Trong tu nhién, ré to c6 kha ning phat trién
manh, gdy anh hudng cho cay chu va lam cho cay chét. Kha ning gay bénh ctia
Agrobacterium rhizogenes dd dugc chung minh 1a do sy c6 mat cia pRi
(plasmid root induction). Plasmid nay mang mét doan T-ADN c6 kha néng dugc
chuyén va tich hgp vao hé gen té bao vat chu va kich thich tao ré to do chira cac
gen tao ré nhu: rold, rolB, rolC, v.v.. V& ban chat ré to phéat sinh tir nhitng té
bao thuc vit mang mot doan gen gy bénh cua Agrobacterium rhizogenes, do do
nhing té bao ndy van mang day du bd gen vén c6 va van c6 kha ning tong hop
nhitng hoat chit co trong thuc véat. Dua trén nhiing dic diém nay céac nha khoa
hoc d3 tim cach chuyén doan gen gy bénh ré to vao thuc vat mot cch ¢ chi y.
Ré to c6 kha ning sinh truéng va phat trién trong moi truong nudi ciy khong
chira chét didu hoa sinh trudng, c6 kha ning nudi ciy trong cac binh 1én men
dung tich 16n, san pham thu nhén sach hon do khéng cé du lugng chét diéu hoa
sinh truéng. Ré to dang dugc nghién ctru tng dung trén nhiéu déi tuong thuc vat
dé thu hoat chét sinh hoc phuc vu cho cac muc dich nghién ciru va img dung

trong y dugc.
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Nghién ctru cua Yu K.W va cdng su tai dai hoc Quéc gia Chungbuk, Han
Quéc ding trén tap chi Acta Horticulturae s 597 nam 2003 d3 thanh cong trong
viéc nudi cdy ré to sam Han Qubc (Panax ginseng CA May). Két qua cho thiy
ré to sam Han Qudc hinh thanh khi lay nhiém ré, 14 va cudng 14 véi vi khuan
A.rhizogenes KCTC 2703. Bén canh do, nghién ctru da thu nhén thanh cong
ginsenosit tir sinh khdi ré to saim Han Quéc sau 30 ngay nudi ciy trong binh lén

men dung tich SL.

Archana Mathur va cong sy di tao thanh cong ré to ciy sdm My Panax
quinquefolium khi lay nhiém 14 mam, than mam, ré va 14 that ciia cdy ndy mam
tir hat sau 25 dén 30 ngay vé6i cac chung vi khun Agobacterium rhizogenes
khac nhau ATCC15834, LBA 9402 va ATCC 11325. Nhém tac gia cho thiy
sinh khdi r& to sam M¥ c6 thé ting gép 10 14n sau 8 tudn nudi ciy. Bén canh do,
thanh phén saponin thu nhan tir sinh khéi ré to d dugc xac dinh bao gom Rb2,
Rd, Re, Rf, Rgl va ham lugng ginsenosit tdng sb vao khoang 47-49%. Cong
trinh nghién ciru dugc cong bd trén tap chi Biotechnology Letters tap 32 s6 3
nam 2010.

Bén canh vét liéu chuyén gen c6 ngudn goc tir cdy mam nhu thidn mam
hay 14 mam, than ré ciing dugc sir dung 1am nguyén liéu cho qua trinh chuyén
gen tao ré to & mot so loai sdm trén thé gidi nhu sdm My (Panax quinquefolium)

hay sam Han Quéc (Panax ginseng CA May).

Céng bd don yéu clu cp patent Han Quéc s6 KR1020030091291 (Yu
Yong Bong va cdng su, 2005) dua ra phuong phap chuyén gen tao ré to trén
ngudn mau ré sam rimg Han Quédc (Panax schinseng NESS ) tu nhién. Mau than
ré sim rimg dugc tiét tring, sau d6 dugc c4t thanh cac lat cit méng va tién nubi
cdy trén moi trudng khong chira khang sinh trong 7 ngdy. Sau thoi gian tién nuodi
cdy, cac mau lat cit duogc chuyén gen theo cac budc sau: lay nhiém, ddng nudi

cay va diét khuan. Mau lat cét dugc 14y nhim trong thoi gian 5 phut, dong nudi
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chy trong 3 dén 7 ngay sau d6 tién hanh diét khudn véi méi truong bd sung

khang sinh diét khun.

Doi véi doi tugng sam Ngoc Linh, hién nay da cé mot sé nghién ctru bude

dAu trong x4y dung quy trinh chuyén gen tao ré to trén doi twong loai sam nay.

Tran Thi Ngoc Ha va nhdm tac gia Vién Sinh hoc Nhiét déi cong bd trén
Tap chi Khoa hoc va Coéng nghe, tap 51, s6 5B (2013) buoc dau dua ra phuong
phap chuyén gen tao ré to trén d6i tuong sdm Ngoc Linh théng qua vi khuén

Agrobacterium trén nguon nguyén li€u cudng la.

Ha Thi Loan va nhém tac gia Trung tdm Cong nghé sinh hoc Thanh phd
Hb Chi Minh cdng bd trén Tap chi Sinh hoc, tap 36 (1se) (2014) vé tao ré téc
trén d6i twong sim Ngoc Linh st dung phuong phap chuyén gen rol nho vi
khuén Agrobacterium rhizogenes. Cong trinh st dung ngudn vat liéu chuyén gen
12 14 va cudng 14 sdm Ngoc Linh in vitro 2-3 théng tudi. Ty 1& chuyén gen thu

nhan duoc 1an luot 1a 3,3% do6i v4i mau la va 14,8% do6i véi mau cudng la.

Cho dén nay chua cé mot tai lidu nao trong nudc cling nhu trén thé gioi
cong bd phuong phép chuyén gen tao ré to vao mau than ré sam Ngoc Linh cho
hiéu qua chuyén gen cao. Do d9, can ¢6 quy trinh chuyén gen cho higu qua

chuyén gen cao va sinh khoi ré sam 16én dé phuc vu vao muc dich san xuat.
> A ~ A - r A
Ban chat ky thuat cta sang cheé

Muc dich cua sang ché 1a d& cap dén quy trinh tao ré to tir ré sim Ngoc
Linh thong qua vi khuan Agrobacterium rhizogenes, trong d6 quy trinh nay bao

gom cac budc:

a. tao nguyén liéu chuyén gen: cit ngang than ré sdm Ngoc Linh tu nhién tir 2
nim tudi tré 1én, c6 duong kinh ¢t tir Iem dén 1,5cm; sau d6 cam Ung mau trén
mdi trudong MT1 bao gdm moéi trudng SH c6 bb sung 3% sacaroza, 0,5 - Img/I
auxin (IAA, IBA hodc NAA), 50 - 100uM axetosyringon va 7,5 g/l agar; do pH
1a 5,8;
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b. tao dich huyén phu vi khudn Agrobacterium rhizogenes: hoa tan cin khuan
sau ly tAm voi méi truong ¥SH ¢ bd sung 10 — 100mM glucoza hoic galactoza
va 50 — 200uM axetosyringon, diéu chinh mat do vi khuén dat gia tri ODgqo
trong khoang 0,3 dén 0,7;

c. nhiém khudn va ddng nuéi cdy: gy ton thuong lat cit ngang than ré sam
Ngoc Linh ty nhién tir 2 ndm tudi tré 1én c6 d¢ day tir 0,2cm dén 0,3cm, duong
kinh 14t cit tir Icm dén 1,5cm bang song siéu am tr 30 gidy dén 3 phut, sau d6
gy nhiém mau bang song siéu am véi dich huyén phu vi khuén Agrobacterium
rhizogenes trong thoi gian tir 10 phit d&n 30 phut, sau d6 thdm khd mau bang
gidy thdm va dat trén mdi truong SH ddng nudi ciy tir 2 ngay dén 3 ngay trong
didu kién t6i & nhiét do tir 22°C dén 25°C;

d. diét khuan sau ddng nudi cy: rira cdc miu sau khi ddng nudi cdy tir 1 dén 2
lin bing nudc cét khtr tring, tiép d6 rira voéi nude cit khir tring c6 bd sung
khang sinh diét khuén trong 5 dén 10 phut, thim khd mAu bing gidy tham khur
trung;

e. chon loc va téi sinh dong chuyén gen: chuyén cac 14t cat 1én moi trudng chon
loc khong chira chit diéu hoa sinh truéng MT2 bao gdm moi truong SH c6 bd
sung 3% sacaroza, khang sinh diét khuén va 7,5g/1 agar, nudi cdy trong 1 thang,
sau d6 tach cac doan ré to sang moi trudng MT2 méi véi chu ky cdy chuyén 3
dén 4 tudn/chu ky, sau 3 dén 5 chu ky chon loc cic mau ré to sbng s6t thanh cac

dong ré to sdim Ngoc Linh; va

f. kiém tra biéu hién cta gen rol bang phuong phap PCR véi cip mdi dic hiéu

gen rol.

Theo mot phuong an, sang ché @ cap dén quy trinh chuyén gen tao & to
thong qua vi khuén Agrobacterium rhizogenes hoan chinh trén ddi tuong cay
sdm Ngoc Linh (Panax vietnamensis), khac biét & chd quy trinh ndy st dung l4t
cit ngang than ré sim Ngoc Linh lam nguyén liéu chuyén gen théng qua

Agrobacterium rhizogenes. Cac mau bién nap duoc diét khuan va chuyén lén
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mdi truong khong chira chat diéu hoa sinh truéng dé chon loc. Céc dong ré to
sinh truéng, phat trién tét trén mai trudng khong chira chat didu hoa sinh truong

duoc kiém tra su biéu hién cta gen chuyén bang phan tmg PCR.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé xuit viéc st dung sinh khéi ré to

sim Ngoc Linh 1am nguyén liéu san xuét thuc pham chuc nang.

Theo mdt phwong 4n khac, sang ché d& xuét viéc sir dung sinh khdi ré to

sam Ngoc Linh 1am nguyén liéu san xudt m§ pham.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé xuit viée sir dung sinh khéi ré to

sam Ngoc Linh lam nguyén liéu san xuat duoc pham.
MG ta vin tit cac hinh vé
Hinh 1 thé hién anh chup méu ct sdm Ngoc Linh tu nhién 2,5 nim tudi.

Hinh 2 thé hién anh chup kich thude 14t cét cu sir dung trong chuyén gen tao ré
to sém Ngoc Linh, trong dé hinh (a) 1a duong kinh 14t cit ca tir 1 — 1,5cm va

hinh (b) 1a d6 day 14t cat tir 0,2 — 0,3cm.

Hinh 3 thé hién nh chup cac mAu than r& sim Ngoc Linh trén méi trudng ddng

nudi cay SH.

Hinh 4 thé hién anh chup cdc miu cdy phat sinh 8 to sau 4 tudn trén moi truong

MT?2.
Hinh 5 thé hién anh chyp 1é to hinh thanh phét trién trén méi truong MT2.

Hinh 6 thé hién anh chup ré to sam Ngoc Linh phat tridn én dinh trén moi
truong MT2.

Hinh 7 thé hién anh chup két qua dién di san phdm PCR kiém tra sy cO mat cua
gen rolA, rolB va rolC & cac dong ré to sém Ngoc Linh, trong d6 céc giéng tir 1

dén 4 1an luot 14 cic dong d& to sdm Ngoc Linh sé tir I dén 4, giéng (+) 1a déi
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chimg duong PCR voi vi khuén Ri-plasmid tir 4.rhizogenes ATCC15834 va
giéng M la thang ADN chuén kich thuéc 1kb.

MO ta chi tiét sang ché

Pé thuc hién cac muc tiéu trén, tdc gid cua sang ché d3 nghién clru sau
rong va tim ra dugc quy trinh tao r& to tir than ré théng qua vi khuan
Agrobacterium rhizogenes hoan chinh trén d6i tuong cidy sdm Ngoc Linh
(Panax vietnamensis). Trong d6, quy trinh nay bao gdém cac budc tao nguyén
liu chuyén gen; tao dich huyén pht vi khuén Agrobacterium rhizogenes; nhiém
khudn va ddng nubi cly; diét khuén sau ddng nudi cdy; chon loc va tai sinh dong

chuyén gen; va kiém tra biéu hién ctia gen rol.

Trong phan mb ta dudi déy, cac budc clia quy trinh s& duge mo ta chi tiét.
Tuy nhién, ngudi co6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay can hiéu
rang, sé co nhiéu phuwong 4n va phuong phap khac nhau dé tién hanh cac budc
néu trén. Do do, cac phuong an va phwong phap nhu vy cling thudc pham vi

cua sang che.
a. Tao nguyén liéu chuyén gen

Viéc chuyén gen tao ré to & déi twong cdy sdm Ngoc Linh théng qua vi
khuén Agrobacterium rhizogenes dugc tién hanh trén ngudén mau ci ty nhién.
Mau ci sdm Ngoc Linh tir 2 ndm tudi tré 1én c6 dudng kinh ci tir lem dén
1,5cm thu nhén tai nha ludi cua Vién Cong nghé sinh hoc - Vién Han lam Khoa
hoc va Céng nghé Viét Nam, dugc stt dung lam nguyén liéu cho qué trinh
chuyén gen. Cay sdm Ngoc Linh sinh truéng trong diéu kién tu nhién dugc ria
sach dét bam dudi dong nudc chay lién tuc, cing lic do, ding dao cét bd cong 14
va ré phu chi thu thén ct. Than cu duoc tiét tring so bo véi nude cAt va chét téy
rita trong 10 dén 15 phut, sau d6 rira sach lai véi nude cAt. Mau cu da tiét trung
so bd dugc dua vao tu cdy dé tién hanh tiét trung mau. Rira mAu véi nudc cat
tiét tring tir 2 dén 5 14n, mdi 1an 10 dén 15 phut. Tiét truing mau bang cdn 90°

trong 1 phuat. Rira sach cdn v6i nude cit tiét trung. Tiét trung mau véi HeCly

-10-
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0,1% trong 15 dén 20 phut. Rira sach HgCl, 0,1% bang nudc cit tiét tring. Sau
d6, lam khd mau bing gidy thdm tiét tring va cit mau thanh cac lat cét c6 dudng
kinh tir 1 dén 1,5cm va do day 0,2 dén 0,3cm. Dat mau trén moi truong cam ung
SH (moi truong Schenk and Hildebrandt, 1972) c6 b6 sung chat didu hoa sinh
trudng 0,1 dén Img/l auxin (IBA, IAA hoic NAA) va axetosyringon 50 dén
100uM (MT1).

MAu than ré& sam Ngoc Linh c6 do tudi tir 2 nam tudi trd 1én c6 chira nhiéu
thanh phan dinh dudng gitp cic lat cét co ty 1& sbng sot cao trong qua trinh
chuyén gen, gitip gop phén cai thién ty 1¢ chuyén gen hon so v6i cac mau 14 va
cudng 14 chira it chét dinh dudng du tri. Nhiéu nghién ciru da chi ra ring c6 mdi
tuwong tac gitta sy ¢ mat cla auxin va su biéu ciia gen rolB - mot trong cic gen
rol ¢6 chitc ning bidu hién ré to. O cay ca rdt, néu chi c6 1 minh gen rolB thi
khong thé hién kiéu hinh ré to, auxin 1a can thiét cho viéc tao ré to va co thé
duoc cung cip boi cac gen ma hoa cho cac enzym sinh téng hop auxin IAA nim

trén vung Tr-ADN (Tomy Michael and Angelo Spen, 1995).

Qua trinh bd sung auxin vao trong moi trudng cam Ung gitp lat cat mau
tich tu dugc mot luong auxin can thiét tr moéi trudng, lugng auxin nay co tac
dung cam ung hoat dong cta cac gen rol sau khi dugc chuyén vao té bao thuc

vat va giup cai thién hiéu qué chuyén gen.

b. Tao dich huyén phu vi khuan Agrobacterium rhizogenes

Moi truong nudi khuin (Yeast Manitol Broth-YMB) duoc chuin bi trén
dia petri. Liy khudn tir dng giit ching A.rhizogenes va cdy ria trén mdi trudong
nuédi khuan da dugc chuan bi, dit dia khuén trong tu 6n nhiét 28°C trong thoi
gian 48 gio. Léy mot khuén lac tir dia khuén da duoc chuén bi va nudi trong 5
dén 10ml méi trudmg YMB 1dng, nudi lac ¢ tbe d6 200 dén 220 vong/phit, nhiét
d6 28°C trong 16 dén 18 gid. Nubi nhén thu sinh khéi trong méi truong YMB
1ong v&i ty 18 tiép gidng tir 1 dén 5%, nudi lic & toc d6 200 dén 220 vong/phit,
nhiét d6 28°C trong 4 dén 6 gid. Ly tdm dich khudn & tbc d6 6500 vong/phut
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trong thoi gian 15 dén 20 phut & diéu kién 4°C, loai bo méi trudng nudi cdy, thu
sinh khéi. Sau d6, hoa tan sinh khéi vi khuén thu duoc trong méi truong ¥%SH
(mdi trudng Schenk and Hildebrandt 1972 véi ham luong mudi da luong va vi
luong giam mét nira) 1ong dé tao dich huyén phu vi khuén va diéu chinh mat do
dén gia tri ODggo tir 0,3 dén 0,7.

Dich huyén phu vi khuén duoc bd sung 10 dén 100mM glucoza va 50 dén
200uM AS (axetosyringon). Stachel va cong su (1985) da chimg minh ring céc
hop chat phenol don vong c¢6 kha ning cam tmg hé gen vir hoat dong thuc hién
chirc ning chuyén doan T-ADN vao té bao thyuc vét. Axetosyringon 14 hop chat
phenol dugc sir dung rdng rii trong cac thi nghiém chuyén gen. Viéc bd sung
AS gitp cho vi khuan Agrobacterium rhizogenes chuyén sang trang thai hoat
dong va cam mg qué trinh chuyén gen tir vi khuén vao t& bao thuc vat, gitp
tang hidu qua chuyén gen. Bén canh d6, Citovsky va cong su (1992) dva ra viéc
b6 sung cac gbc duong don nhu glucoza hay galactoza vao mdi truong lay
nhiém c6 kha ning ting hiéu qua chuyén gen thong qua viéc cam tmg hoat dong
gen vir4 trong hé gen vir.

c. Nhiém khuan va dong nuoi cay

Céc 14t mau sdm Ngoc Linh sach bénh sau 5 dén 7 ngay trén mdi trudng
MT1 tao ton thuong bing séng siéu 4m tir 0,5 dén 3 phut duoc ding dé chuyén
gen. Qua trinh siéu 4m gitp cho vi khuin d& dang x4m nhap vao miu mé thuc
vat va tién hanh chuyén doan T-ADN vao trong té bao. Dbi véi mot sb loai thuc
vat, viéc siéu 4m gilp ting hidu qua chuyén gen rd rét so véi viée khong siéu am
(Kumar va cdng su, 2006, Choudhary va cong su, 1995). Céac 14t cét sau khi siéu
am dugc ngadm trong dich huyén phu vi khuén da dugc chuin bi trong 10 dén 30
phiit. Sau khi nhiém khuéan, thim khé miu bang gidy tham tiét trung va dat trén
mbi truong ddng nudi cdy SH (mdi trudng Schenk and Hildebrandt, 1972).
Ddng nudi cdy trong diéu kién téi ¢ nhiét do 22 dén 25°C trong thoi gian 2 dén 3
ngay.
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d. Diét khuan sau dong nu6i cay

Sau thoi gian dong nudi cdy, mau duoc rira tir 1 dén 2 1an bang nudc cat
v6 trung, mdi 1an 5 dén 10 phut. Sau d6, rira mAu véi nude ct tiét tring bd sung
khéng sinh diét khuén trong 5 dén 20 phut. Sau do, thdm kho miu bang gidy
thdm tiét trung, cdy mAu trén moi truong SH b sung khang sinh diét khuan
(MT2). Mau cdy duoc nudi trong didu kién t6i & nhiét d6 22 dén 25°C. Sau 3

dén 5 tudn, cac doan ré to hinh thanh trén cac lat cat sAm Ngoc Linh.

e. Chon loc va tai sinh dong chuyén gen

Cac ré to khong mang gen chuyén s& khong c6 kha ning phat trién on
dinh trén méi trudng khong c6 chat diéu hoa sinh truéng thuc vat. Néu nhu khi
dua vao san xuét hop chét ty nhién ma trong hé thdng nudi ciy c6 1an tap nhiéu
ré khong mang gen chuyén thi kha ning tong hop hop chét ty nhién s& kém hon
nhiéu so véi méi trudmg ddng nhat cac dong ré to c6 mang gen chuyén. Khong
nhing thé cac dong khong mang gen chuyén d6 s& khong duy tri 6n dinh duoc
trong sudt thoi gian san xuét. Vi viy dé dam bao tit ca hé théng ré to dua vao
san xuit phai déu mang gen da chuyén tir vi khuan A. rhizogenes can phai tién
hanh buéc kiém tra va chon loc. Qu4 trinh chon loc cdc dong ré trén moi trudng

SH khong bd sung chit diéu hoa thuc vat duogc tién hanh nhu sau:

Tai thoi diém 3 dén 5 tudn sau diét khudn, cac doan ré& hinh thanh dugc
ciy chuyén 1én méi truong MT2. Céc doan ré tiép tuc sinh trudng va phat trién
trén mdi trudng MT2 dugc chon lua va cdy chuyén riéng biét 1én cac mai truong

MT?2 tao thanh céc dong ré to sim Ngoc Linh.

Céc dong ré to sdm Ngoc Linh tiép tuc chuyén 1én moéi truong MT2, chu
ky cdy chuyén 3 tudn/lan. Sau 3 dén 5 lan ciy chuyén, cac dong ré sinh truéng

én dinh trén méi trudng MT2 duogc tai sinh thu sinh khéi.
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f. Kiém tra sy c6 mét cia gen chuyén

Céc dong ré& sdm Ngoc Linh duoc kiém tra bang phuong phap PCR nhim
xac dinh tryc tiép viéc c6 mit ctia doan T-ADN trong bd gen cuia ré to s& cho két
qua chon lgc chinh xac hon. Cac gen rold, rolB va rolC dong vai trd quan trong
trong qué trinh cam mg tao ré to & md té bao thuc vat. Su biéu hién déng thoti

cua ba gen nay gay nén kiéu hinh ré to & mo té bao thuc vat bi xdm nhiém.

ADN tbng s cac dong ré to duoc tach chiét theo phuong phap st dung
CTAB cua Sambrooks va cdng su (2001). ADN téng ) duoc tinh sach sau khi
tach chiét dugc pha vé ndng d6 100ng/ul. Phan tmg PCR véi mdi diic hidu cho
ting gen rold, rolB va rolC dugc thyc hién trén may PCR system 9700 véi chu ky
nhiét va thanh phan phan mg nhu bang 1 va 2. |

Bang 1: Thanh phan phan tmg Bang 2: Chu ki nhiét cho phan tmg
PCR PCR
Thanh phdn | Thé tich (ul) Nfz?ct)do Thi gian | Chu k§
H,O 13,5 95 5 phut
bém (10X) 2,5 94 30 gidy 35
MgCl, 2,5 55 30 gidy \
dNTPs 2,0 72 40 giay
Moi xubi 1,0 72 7 phut
Mbi nguoc 1,0 4 0
Tag
Polymeraza 0.5
ADN 2,0
Téng 25,0
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Vi du thuc hién sang ché

Sang ché nay duoc trinh bay cu thé qua cac vi du sau. Tuy nhién, cin hi€u
rang phan vi du thyc hién sang ché chi c6 muc dich mo6 ta chi tiét sang ché ma
khoéng gii han pham vi cua sang ché ¢ cac phuong 4n duge mo ta trong phén vi

du thuc hién sang ché.

Vi du 1: Tao nguyén liéu chuyén gen

Cay sam Ngoc Linh sinh truong trong diéu kién tu nhién duogc ria sach
d4t bam dudi dong nuéc chay lién tuc, ciing luc do, dung dao cit bo cong 14 va
ré phu chi thu than ct. Théan cu duoc tiét trung so bo véi nudc cAt va chat téy
rira trong 10 dén 15 phut sau d6 rta sach lai voi nudéce cat. MAu cl d3 tiét trung
so bd dugc dua vao ta cdy dé tién hanh tiét trung mAu. Rira mAu bing nudc cit
v6 tring tir 2 dén 5 14n, mdi 14n 10 dén 15 phut. Tiét tring mau bang con 90°
trong 1 phut. Rua sach cdn bang nudc cét tiét trung. Tiét tring mau bang HeCl,
0,1% trong 15 dén 20 phuat. Rua sach HgCl, 0,1% bang nudc cét tiét trung.
Thim khd mau véi gidy thim tiét trung sau do cit mau thanh céc 14t c6 dudng
kinh tir 1 dén 1,5cm va day 0,2 dén 0,3cm. Dat mau trén mdi trudng nudi cay

MT1 (moi trueong SH co bd sung 0,5 mg/l NAA va 50 uM axetonsyringon).

Vi du 2: Tao dich huyén phu vi khuan

30ml méi trudong YMB dic duge cho 1én dia peptri. Sau do, léy khuén tir
éng gitt chiing A.rhizogenes ATCC15834 va cdy ria trén méi truong YMB déc
d3 dugc chudn bi, dat dia khuan trong ti 4n nhiét 28°C trong thoi gian 48 gio.
Sau 48 gio nuoi céy, léy mot khuén lac riéng biét tir dia, céy ria va nudi trong
10ml moéi truong YMB léng. Binh nudi duoc dit trong may lac & téc do 220
vong/phut, nhiét d6 28°C, thoi gian nubi ciy 18 gio. Sau 18 giod, nudi nhén thu
sinh khdi trong méi truong YMB 16ng. Chuyén 5ml dich khudn da chuén bj vao
binh tam giac 250ml, sau do bd sung 45ml YMB léng. Binh nudi dugc dat trong
may lac & tbc d6 220 vong/phut, nhiét do 28°C, thoi gian nudi S giv. Dich khuan
duoc ly tam & tée do 6500 vong/phut trong thoi gian 15 phit & diéu kién nhiét

-15-



1895

d6 4°C dé thu sinh khéi. Po mat do vi khudn & budc song 600nm, diéu chinh
dich huyén phi dén mat dé dat gia tri ODggo 12 0,5 bing % SH léng. Sau d6 bd
sung AS dat ndng do 100uM va glucoza S0mM.

Vi du 3: Lay nhiém va dong nudi cay

Ba 16 thi nghiém chuyén gen doc lap dugc thuc hién, céc lat cit ngang
than ré sam Ngoc Linh ¢6 do day 0,2 dén 0,3cm duoc ngém trong moi truong %2
SH 16ng va gay tén thuong béng séng siéu 4m trong 2 phut. Sau khi siéu am, cac
lat cat duoc ngam trong dich huyén phu vi khuan da dugc chuén bi trong 15
phut. Sau thoi gian lay nhidm, céc lat cit duoc thdm khé mau bang gidy thim
tiét trung va dat trén cac dia peptri chira 25ml méi truong SH c6 b6 sung 3%
sacaroza va 7,5g/l agar, d0 pH la 5,8. Dia ddng nudi cdy dugc dit trong tu tbi &

nhiét 46 22°C trong thoi gian 2 ngay.

Vi du 4: Diét khudn sau dong nudi chy

Sau 2 ngay ddng nuoi cdy, céc lat cat than ré sam Ngoc Linh duoc ria 3
lan v6i 100ml nuéc cét tiét trung, mdi 1an 10 phut. Sau d6, cac mau duge rira
v6i 100ml nudce cat tiét trang c6 bd sung 500mg/l cefotaxim trong 10 phit. Rira
lai mAu v6i 100ml nude cét tiét trung. Thim khd mau bang gidy tham tiét trung,
cdy miu trén méi trudng MT2 bao gém moi truong SH c6 bd sung 500mg/l
cefotaxim, 3% sacaroza va 7,5g/1 agar, d6 pH la 5,8. Mau cdy duoc dat trong ti

t6i & nhiét d6 22 - 23°C.
Vi du 5: Chon loc va tai sinh dong chuyén gen

Sau 3 dén 5 tudn, cac doan r8 hinh thanh trén cac lat cat ngang than ré sm
Ngoc Linh sau khi dugc 1ay nhiém véi vi khuln A.rhizogenes. Cac mau cy co
xuét hién r& dugc cdy chuyén 1én cac dia peptri riéng biét chira méi truong MT2
hinh thanh cac dong ré to sim Ngoc Linh. Cac dong ré to sdm Ngoc Linh tiép
tuc chuyén 1én méi trudng khéng chira chit didu hoa thuc vat (MT2), chu ky cay
chuyén 3 tudn/lin. Sau 3 dén 5 14n cAy chuyén, cac dong ré song s6t trén moi

truong MT2 duogc tai sinh thu sinh khéi. Sau 2 thang, thu dugc tap doan gidng
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gbém 14 dong ré sinh trudng 6n dinh trén mdi truong SH khong bd sung chét

diéu hoa sinh trudng.

Vi du 6: Kiém tra biéu hién ctia gen chuyén bang phuong phap PCR

Thu 100mg r& mdi dong ré to d8 tach chiét ADN tdng s6. Nghién mau ré
bing may nghién bi trong bng eppendorf véi nito 1éng. Sau khi nghién mau
thanh bt min, bd sung ngay 800ul dém chiét (100mM Tris-HCI (d9 pH la 8);
1,5M NaCl; 50mM EDTA (d6 pH la 8); 4% (trong luqng/thé tich) CTAB). Tron
d&u hdn hop va ¢ & nhiét d6 65°C trong 1 gio, 15 phit ldc dao 1 lan. Giit mau &
nhiét d6 phong trong 5 phut, sau do bd sung 800ul hon hop chloroform:isoamy!l
alcohol (24:1) va trén hdn hop bing cach dio déu bng trong 10 phut. Ly tim hén
dich & tdc d6 13000 vong/phiit trong 15 phut & nhiét do 4°C, sau d6 chuyén 16p
dung dich & pha trén sang éng eppendorf 1,5ml. B& sung isopropanol thé tich ty
16 1:1 d& tia ADN, tron déu hdn hop sau d6 0 1 gid & -20°C. Ly tam & toc do
13000 vong/phut trong 15 phtt ¢ nhiét do 4°C dé thu ADN, loai bé dich long.
Rira ADN 3 lan, mdi 1an v6i 500pl etanol 70% lanh. ADN dugc lam kho sau do
hoa tan trong dém TE (10mM Tris-HCI, ImM EDTA, 10mg/ml RNaza A, do
pH 12 8). U hdn hop trong 3 gid & nhiét d 37°C. ADN tinh sach dugc pha loang
vé noéng d6 100ng/ul dé lam nguyén liéu tién hanh phan tmg PCR voi mdi dic
hiéu cho mdi gen rolA, rolB va rolC. Thanh phan phan tmg va chu ky nhiét dugc
thé hién & bang 1 va 2. San phAm PCR duogc dién di trén gel agaroza 0,8%; kiém

tra va chup anh trén may soi gel.

Bang 3: céc cap mdi dac hiéu st dung cho cic gen rold, rolB va rolC

.. \. Nhan gen hodc doan

Tén md Trinh ty md O

en mol P B mot gen/kich thude (kp)
rolC_ R AAACTTGCACTCGCCATGCC | Coa
rolC_F TGTGACAAGCAGCGATGAGC oan gen rost
rolB R CGGATCCCCTCGAATAGGTT Doan gen rolB/0,75
rolB_F TCAGGTTTACTGCAGCAGGC
rold_F ACGGTGAGTGTGGTTGTAGG | oS
rold R GCCACGTGCGTATTAATCCC oan gen rot
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Bang 4: Két qua thi nghiém chuyén gen tao ré to & cay sam Ngoc Linh

Lothi | Sémau | S6 Sélugng | Hiéusudt | S6 dongré sinh
nghi¢ém | biénnap |maura| dongPCR chuyén gen | truong on dinh
ré duong tinh (%) trén moi trudng
MT2
(1) (2) 3) (4) ((4)/(2))*100 (5)
1 97 42 25 25,77 5
2 86 32 20 23,25 3
3 91 40 26 28,57 6
Téng 575 208 71 25,86 + 2,65 14

Hiéu qua dat dwge clia sang ché

Quy trinh chuyén gen tao ré to & ciy sim Ngoc Linh thong qua vi khuén
Agrobacterium rhizogenes trén ngudn nguyén lidu than ré cho hiéu qua chuyén
‘gen cao, phuong phép chuyén gen don gian hon ciing nhu thoi gian thuc hién
ngin hon. S dung ngudn nguyén liéu chuyén gen la cac lat cit than ré sim
Ngoc Linh cho ty 1€ chuyén gen trung binh 25,86 + 2,65%, cao hon so véi cac
phuong phap st dung nguyén li¢u la mAu 14 va cubng 14. Thu nhan sinh khéi
sam Ngoc Linh theo phuong phéap nudi cdy & to cho uu diém 1a khong chiu tac
dong ctia cac yéu té ngoai canh nhu thoi tiét, dich bénh va thoi vu. Phuong phép
nudi cdy sinh khdi ¢6 kha nang thu hoi san pham nhanh hon ngoai tu nhién. Mat
khéc, nudi cdy in vitro c6 thé kidm soat cac yéu t& anh hudng nén san pham tao
ra ¢6 chét luong 6n dinh, tao ngudn nguyén liéu phong phu cho cac nganh cong
nghiép duoc phém, my phém va thuc phém chu dong hon so véi san phém sinh
khéi tir tu nhién. Bén canh d6, giai phap cling gop phin bao tén ngudn gen sim

Ngoc Linh ngoai ty nhién.
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh tao ré to tir than ré sim Ngoc Linh nhd vi khuén Agrobaterium

rhizogenes, trong d6 quy trinh nay bao gdm céac budc:

a. tao nguyén liéu chuyén gen: cét ngang than ré sdm Ngoc Linh tu nhién tir 2
nam tudi tré 1én, cd duong kinh cu tr lcm dén 1,5cm; sau d6, cam ung mau trén
moi truong MT1 bao gdm méi truong SH ¢ bd sung 3% sacaroza, 0,5 - 1mg/Il
auxin (IAA, IBA hodc NAA), 50 - 100uM axetosyringon va 7,5g/1 agar; do pH
1a 5,8;

b. tao dich huyén phu vi khudn Agrobacterium rhizogenes: hoa tan cin khuén
sau ly tdm v6i moi truong 72SH ¢6 bb sung 10 — 100mM glucoza hoic galactoza
va axetosyringon 50 — 200uM, didu chinh mat d vi khuan dat gié tri ODgg
trong khoang 0,3 dén 0,7;

c. nhiém khudn va ddng nuéi ciy: gy tén thuong lat cit ngang than ré sim
Ngoc Linh tw nhién tir 2 ndm tudi tr& 1én c6 do day tir 0,2cm dén 0,3cm va
duong kinh 14t cat tir 1cm dén 1,5cm bang séng siéu am tir 30 gidy dén 3 phut,
sau d6 gdy nhiém mau bing séng siéu am voi dich huyén phu vi khuén
Agrobacterium rhizogenes trong thoi gian tir 10 phut dén 30 phut, sau d6 thdm
khd mAu bing gidy thim va dat trén moi truong SH dong nudi cdy tir 2 ngay dén

3 ngay trong diéu kién t8i & nhiét do tir 22°C dén 25°C;

d. diét khuin sau ddng nubi cy: rira cdc mau sau khi d6ng nubi cy tir 1 dén 2
1an bang nudc cét khir tring, tiép d6 rira voi nude cat khir tring c6 b sung chat
khéng sinh diét khuan trong 5 dén 10 phit, thdm khé mau bang gidy thdm khur
trung;

e. chon loc va téi sinh dong chuyén gen: chuyén cac lat cit 1én moéi trudong chon
loc khong chtra chét didu hoa sinh trudng MT2 bao gdm méi truong SH ¢ bd
sung 3% sacaroza, khang sinh diét khuén va 7,5g/1 agar, nudi cdy trong 1 thang,

sau d6 tach cac doan ré to sang moi trudng MT2 méi vé6i chu ky cay chuyén 3
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dén 4 tudn/chu ky, sau 3 dén 5 chu ky chon loc cc mau ré to sbng sot thanh cac

dong ré to sdm Ngoc Linh; va

f. kiém tra biéu hién cta gen rol bang phuong phap PCR véi cip mdi dic hidu

gen rol.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 ndng d6 auxin duogc bd sung & budce (a) nam

trong khoang tir 0,1mg/1 dén 1mg/l.
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Fig. 1
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Fig. 5
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Fig. 7
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