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Linh vie k§ thuit dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc cong nghé sinh hoc phan tir ing dung, cu thé 1a
giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh kiém dinh sdm Ngoc Linh (Panax vietnamensis
Ha ef Grushv) trén co s& xac dinh loai dé kiém sodt chéng hang gia va cip mdi ding

dé kiém dinh sim Ngoc Linh.

Tinh trang k¥ thuit ciia gidi phap hiru ich

Sam Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv) thudéc ho Nhin sim
(Araliaceae) va 1a mot loai cdy duoc li€u quy, didc hitu cia vung nai Ngoc Linh, tinh
Kon Tum va huyén Tra My, tinh Quang Nam. Ngoai tu nhién, cdy sim nay chi moc &
do cao tir khoang 1500m dén 2500m so v&i mit nude bién va sdng dudi tén rung gia,
4m, nhiéu min v6i nhiét d6 ban ngay tir 20°C dén 25°C, ban dém tir 15°C dén 18°C.
Céc nghién ctru dinh tinh va dinh lugng da chi ra ring trong ré ciy sdm Ngoc Linh c6
khodng 52 loai saponin khéac nhau, trong do6 c6 26 loai saponin méi. TV 1€ saponin cua
sam Ngoc Linh 16n hon nhiéu loai ctia chi panax trén thé gi6i (ty 1é saponin toan phan
1én dén 15,75%, Nguyén Thuong Dong, "Sam Viét Nam va mdt sé cdy thudc thude ho
nhén sam", NXB KHKT, 2007, trang 110) nén ddy 1a m{t trong nhitng loai sdm quy c6
tac dung bd dudng toan than, ting cudng sirc luc, ting tri nhd, ting cuong hung phin
vO dai nio, c-héng stress, bao v€ gan, diéu tri bénh viém loét da day, diéu hoa hoat
dong tim mach, lam giam lipit trong mdu, ngén ngira chiing xo vita dong mach, giam
dau, chéng viém. DPic biét hoat chét majonosis-R2 trong sdm Ngoc Linh cé tac dung

trc ché giai doan dau cua bénh ung thu biéu mo da.

Hién sim Ngoc Linh d duoc phat trién thanh ving nguyén liéu va duoc dinh
huéng phét trién nguyén lidu ving cung cp nguyeén liéu cho nganh dugc. Tuy nhién,
hién sim Ngoc Linh gia dang tr& thanh mot van dé c6 kha ning gdy anh hudng dén
ving nguyén liéu. Viéc gia saim Ngoc Linh c6 hai huéng, huéng thtr nhét, sir dung cic
lodi ¢ hinh dang giéng nhu sim Ngoc Linh nhu Tam that hoang hodc sim Vil Diép
(c6 ngudn gde tir Trung Qudc) hay sdm Lai Chéu véi hinh dang gidng nhur sdm Ngoc

Linh gia lam sdm tuoi hodc st dung céc loai sdm nhu sdm Han Quoc dé lam gia san

-2-



2744

pham trén co so kiém dinh ham lugng saponin. Diéu nay gdy anh hudng rat 16n dén
vung nguyén li¢u.

Viéc phan biét sém Ngoc Linh véi céc loai sam khac hay voi céc thuc vat khac
chu yéu dua vao kinh nghiém nguoi trong, diéu nay gy khé khin trong cong tic quan
ly. Trudong hop san phdm sdm Ngoc Linh thi viéc phan biét dua vio ham luong
saponin téng sd. Do d6, viéc st dung sdm kém chit lvgng (Tam that hoang, sim Vii
Diép, sam Lai Chau) hodc sam khéc loai (vi du sim Han Quéc) tra tron véi sdm Ngoc
Linh hién chua dugc kiém soat va cling chua c6 cong cu dé kiém dinh nham xac dinh
chinh x4c loai, nham bao vé ngudi tiéu ding ciing nhu bao vé duge ving nguyén liéu
dac hitru.

Mic di viée giai trinh tir gen dé phan biét loai 1a da biét, tuy nhién, k¥ thuat nay
can vén dau tu 16n, k¥ thuit phic tap. Piac biét, do dic tinh gan vé mat hinh thdi va
phan bd gﬁn gfii vé mit sinh thai nén viéc sir dung céac mdi dic hiéu cho ho nhan sdm
khoé c6 thé phan biét dugc chinh x4c cac loai gén giii véi sdm Ngoc Linh. Do do, can
phat trién mot k¥ thuat don gian, d& thuc hién va c6 thé 4p dung rong rii véi két qua
chinh x4c nhim kiém soat chdng sim Ngoc Linh gia tir Tam thit hoang, sim Vii Diép,
sdm Lai Chau hodc sim Han Quéc, gitip bio vé ngudi tiéu ding va bao vé ving

nguyén liéu.

Ban chit ky thuit ciia giai phap hiru ich

Muc dich ciia giai phap hitu ich nhim giai quyét cac van d& da néu & trén, theo
d6, giai phap hiru ich dé xuit quy trinh kiém dinh sim Ngoc Linh (Panax vietnamensis
Ha et Grushv) dua trén ky thuat PCR véi cap mdi dic hiéu cho loai va cap moi dic

hiéu dé kiém dinh sim Ngoc Linh st dung trong quy trinh theo giai phép hitu ich.

Theo khia canh thtr nhét, giai phap hitu ich d& xuit quy trinh kiém dinh sim
Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv), trong d6 quy trinh nay bao gbm cac
budce:

a) chiét ADN tdng sb tir mau thyc vat bang cach nghién miu trong nito 16ng, tiép
dén chiét bing dung dich dém CTAB (cetyltrimethylammonium bromit), loai b ARN
bing RNAza thu dugc ADN tdng s6 tir mAu thue vat cin phan tich;
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b) tién hanh PCR dé nhan doan gen dic hiéu v6i thanh phin phan tng bao gdm 3
ul ADN téng s6, 10mM tris-HC1 pH=8.8, 50mM KCI, 0,1% Triton X-10, 200 pM
dNTP, 0,5 ul Taq polymeraza, 1uM mdi xudi, 1 pM mdi nguoc va nude khir ion vira
du thé tich 25pl, trong d6 mdi xudi va mdi nguoc cé trinh tr néu trong SEQ ID NO.1
va SEQ ID NO.2; va

¢) xac dinh loai sdm Ngoc Linh bang cach tron san pham PCR thu dugc & budc
b) v6i 6X dém Dye va tién hanh dién di trén gel agaroza 2% trong 50 phut, sau do6
nhudm bing ethidium bromit trong 20 phut, két qua dién di dugc so véi thang chudn
1kb, kiém tra phan doan c6 kich thudc 268 bp dé dua ra két luan vé loai sim Ngoc

Linh.

Theo mdt phuong an wu tién, trong do mau thue vat 1a miu dugc chon tir nhém

bao gdm 14, than, cii, ré, than, chdi, mam va hat, hoic hdn hop cia cdc thanh phan nay.

Theo khia canh thir hai, giai phap hiru ich dé cap dén cap modi dung dé kiém dinh
sdm Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv) dung trong quy trinh theo giai
phép hiru ich, trong d6 cip mdi nay cé trinh ty néu trong SEQ ID NO.1 va SEQ ID
NO.2 dé nhan doan gen luc lap cta loai sim Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et

Grushv) c¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.3 ¢6 kich thuée 268 bp.

M3 ta vin tit hinh vé

Hinh 1 13 két qua dién di kiém dinh mAu sdm theo Vi du 2, trong d6 (1) thuc vat
dai, (2) sam Lai Chau, (3) sam Lai Chau, (4) sam Lai Chau, (5) sdm Ngoc Linh, (6)
sam Han Quédc va (7) Tam that hoang. Trong d6 dai dién di ciia sim Lai Chau cho hai
bang 214 bp va 286 bp, Tam that hoang cho dai 232 bp, sam Han Quédc cho dai 250 bp
trong khi sam Ngoc Linh cho dai 268 bp. (A) 1a thang chuan kich thuée 1 kbp.

M& ta chi tiét giai phap hiru ich
Sau day, giai phap hiru ich duge mo ta chi tiét véi cac phuong an thuc hién cu

thé, tuy nhién, cac phuong 4n nay chi nhim muc dich mé ta chi tiét giai phap hiru ich

chtr khdong nham muc dich han ché€ pham vi yéu cau bdo ho ctia giai phap hiru ich.

Giai phap hitu ich d& xuit quy trinh kiém dinh sdm Ngoc Linh (Panax

vietnamensis Ha et Grushv) dya trén k§ thuat PCR vé6i cac cip mdi dic hidu cho loai
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va cac cap mdi dic hidu ding dé kiém dinh sdm Ngoc Linh st dung trong quy trinh
theo giai phéap hiru ich.

Theo khia canh thtr nhat, giai phap hitu ich dé xuit quy trinh kiém dinh sam
Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv), trong d6 quy trinh nay bao gém cic
budc a) chiét ADN téng sb tir mau thuc vat; b) tién hanh PCR d nhan doan gen déc

hiéu; va c) xac dinh loai sdim Ngoc Linh.

Trong budc chiét ADN tdng sb tir miu thuc vat, ADN duoc chiét bing cac quy
trinh chiét da biét, vi du, quy trinh CTAB (cetyltrimethylammonium bromit), trong d6
mau duge nghién trong nito 1éng thanh bot min. Tiép d6 bd sung dung dich dém
CTAB trong khoang 2 tiéng dé pha v té bao, sau khi ly tdm, loai bd phan cin, bd
sung phan dich vao isopropanol lanh (-20°C) dé két tia ADN, tiép dén hoa tan két tia
ADN bﬁng dém TE va bd sung enzym ARnaza dé loai b ARN. Sau khi loai ARN, bd
sung dung dich 3M NaAc va etanol dé thu phan két thia ADN. Phan ADN tbng sd nay
duoc rira va hoa véi nude khir ion hodc dung dich dém TE dé thu dugc ADN téng sb
tir mAu thuc vét can phén tich.

Theo giai phap hitu ich, miu thuc vat duoc st dung dé xac dinh loai 13 miu thuc
vat bat ky dung dé xac dinh xem liéu d6 ¢6 phai 1a mau tir sim Ngoc Linh hay khong.
Theo mdt phuong an wu tién, trong do6 mau thuc vat 13 mau duoc chon tir nhém bao
g6m, nhung khong chi gigi han 6, mau 14, than, cd, r&, than, chdi, mam va hat, hoac
hdn hop ctia cac thanh phan nay.

Trong budc tién hanh PCR dé nhan doan gen dic hiéu, tién hanh phan tmg PCR
v6i thanh phan phéan tmg bao gém 3 pl ADN tdng s, 10mM tris-HCI pH 8,8, 50mM
KCl, 0,1% Triton x-10, 200 pM dNTP, 0.5 pl Taq polymeraza, 1pM modi xudi, 1 pM
mdi nguge va nude khir ion vira da thé tich 25 pl, trong do:

- mdi xudi 1a doan nucleotit ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.1:

CTCCGCTTAGCCTTATCCCC SEQID NO.1

- mdi ngugc 1a doan nucleotit c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.2:

CCGTATGAAGGTCACGATCG SEQ ID NO.2
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Cap moi bao gdbm mdi xudi va mdi nguoce ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 va
SEQ ID NO.2 dé nhan doan gen lyc lap cua loai sdim Ngoc Linh (Panax vietnamensis
Ha ef Grushv) ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.3 ¢6 kich thuéc 268 bp.

Theo do, trong bude x4c dinh loai sim Ngoc Linh, cidn ¢t vao kich thudc doan
ADN duoc nhan 1én béng cac doan mdi dic hiéu dugc dién di trén gel agaroza, dua ra
két luan vé mAu c6 phai tir loai sim Ngoc Linh hay khong. Theo do, tién hanh tron san
phém PCR thu dugc & trén véi 6X dém Dye va tién hanh dién di trén gel agaroza 2%
trong 50 phut. Tiép d6 nhudém bing ethidium bromit trong 20 phut. Két qua dién di
trén gel dugc so voi thang chudn 1kb. Kiém tra phan doan c6 kich thudc 268 bp dé

dua ra ket ludn vé mau xét nghiém.

Theo khia canh thtr hai, giai phap hitu ich dé cap dén cip mdi ding dé kiém dinh
sadm Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv) dung trong quy trinh theo giai
phép hitu ich, trong d6 cap mdi nay c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.1 va SEQ ID
NO.2.

Mbdi xudi: CTCCGCTTAGCCTTATCCCC SEQID NO.1
Moi nguge: CCGTATGAAGGTCACGATCG SEQ ID NO.2

Theo d6, cip mdi ndy s& nhan doan nhan gen luc lap dic hiéu cia loai sim Ngoc
Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv) c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.3 c6 kich
thude 268 bp.

Vi du thye hién gidi phap hiru ich
Vi du 2: Kiém dinh méu sam

bé kiém dinh mau, tién hanh 1ay 7 mau sdm can ki€m dinh v€ nguon goc loai da

duoc kiém dinh vé ham lugng saponin, méi mau 200 mg.

Mobi miu duge cho vao dng eppendorf loai 2ml va nghién tiép bing nito 1dng
thanh bdt min, sau dé bd sung 1,2 ml dung dich dém CTAB di dugc l[am néng & nhiét
d6 65°C, tron déu trong 5 gidy, sau d6 i néng & nhiét 46 65°C trong 1,5 gid. Trong qué
trinh 0 ¢6 dao tron dé pha v té bao. Sau d6 miu duge ly tAm tAm 10 phit vé6i te do
13500 vong/pht, thu phan dich. Hat 800ul dich nay bb sung éng eppendorf loai 1,5ml
chtra 800 pl dung dich phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) va dao trn nhe
trong 20 phut & nhiét d6 phong 23°C. Tiép d6 ly tdm 10 phut véi téc do 13500
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vong/phut dé phén tach thanh 2 16p (pha) dung dich. Sau d6 hut phan dich ndi phia
trén cho vao 6ng chira 800p1 isopropanol lanh (-20°C) va tron nhe nhang biang cach
dao ngugc dng trong 10 phut & nhiét d6 phong 23°C dé két tia ADN. Sau khi ly tdm
10 phut véi toe d6 13500 vong/phut thu va hoa tan két tia ADN bang 250ul TE &
nhiét d6 phong. Sau khi bd sung 2,5ul enzym RNaza va tron déu & 37°C trong thoi
gian 30 phut, bd sung tiép 25pl dung dich 3M NaAc va 600ul ethanol lanh (-20°C),
tron va 1 lanh & -20°C trong 20 phut dé két tia ADN.

Tiép dén ly tam 10 phit véi téc d6 13500 vong/phit thu ADN téng sd, rira sach
ADN 1-2 14n bing 70% (v/v) ethanol lanh. Sau khi lam khé ADN bing may hut chan
khéng 10-15 phut, hoa tan ADN bing 251 dung dich TE va bao quan & -20°C dé lam

mau kiém dinh.

Tiép do, tién hanh PCR véi thanh phan nhu sau:

Thanh phén Thé tich (ul)
Dung dich dém (10X) 2,5
dNTP (2mM) 2,0
Moi xudi: SEQ ID NO.2 (10pmol) 1.0
Mobi nguge: SEQ ID NO.7 (10pmol) 1,0
Taq (500U) 0,5
ADN mau (20ng/ul) 3,0
Nude cit vira da 25,0

Sau khi thyc hién phan tmg PCR theo chu trinh nhiét bao gém bién tinh 95°C
trong 5 phit, sau d6 chay 35 chu ky bao gdm bién tinh 94°C trong 30 gidy, gin moi
55°C trong 30 gidy va tong hop 72°C trong 30 gidy va cubi ciing gitr 72°C trong 5 phuit
thu dugc san pham phan tmg PCR.

Hoa tan agaroza vao dung dich TBE 0,5X dé tao néng d6 2%, sau d6 tién hanh
dun s6i déu trong 10 vi séng va dé ha nhiét do (khoang 50°C) roi db vao khay. Céc
mau ADN sau khi d4 nhan bing phan tng PCR duoc trén véi 6X dém Dye va chay
dién di trén agaroza gel ndng do 2% trong 50 phut, sau d6 nhudm véi ethidium bromit
(20 phut) va soi duéi 4nh sang UV dé quan sét va chup hinh.

Két qua dién di trén Hinh 2 cho thiy, chi c6 mdt miu cho bing kich thudc 268 pb

tuong tmg v&i mau sdm Ngoc Linh, cidc mau con lai mdt miu cé kich thude 232 bp,
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mdt mau c6 kich thude 250 bp, ba mau cé hai bang kich thude 214 bp va 286 bp, mdt
mau khong cho két qua. Pé kiém chung, cdc mau dugc dua giai trinh tu va so véi dit
lidu trén ngan hang gen, két qua cho thidy mau (1) 1a thuc vét khéac loai sim, (2)-(4) 1a
sam Lai Chau, (5) sam Han Qudc, (6) Tam that hoang. Két qua nay cho thdy, hoan
toan c6 kha ning kiém dinh dugc sim Ngoc Linh khi st dung doan moéi theo giai phép

htru ich

Hiéu qua dat dwgce cia gidi phap hiru ich

Quy trinh kiém dinh sdm Ngoc Linh trén co sé sinh hoc phén tir cho phép xéac
dinh duoc chinh xac loai sdm Ngoc Linh mét cach nhanh chéng va chinh x4c. Bing
cac k¥ thuat PCR chuin, quy trinh theo giai phap hitu ich cho phép x4c dinh nhanh
loai, dé tir d6 gitip chéng nan sim Ngoc Linh gia.

Bing k¥ thudt sinh hoc phan tir, quy trinh cho phép phén biét dugc sim Ngoc
Linh v6i céc loai sdm gid sdm Ngoc Linh nhu sdm Lai Chau, sdm Vii Diép hoic Tam
that hoang, dé tir d6 gitip quéan 1y, kiém soat duoc nan hang gia sim Ngoc Linh, gitip
béo vé duoc ving nguyén liéu, phat trién ving nguyén liéu theo hudng bén vimng.

Céac doan mdi theo giai phap hiru ich dic hidu véi loai, cho phép d& dang phan
biét dugc sdm Ngoc Linh trén co s dién di gel agaroza véi do phan giai cao. Cac
doan mbi c6 thé d& dang tong hop va duoc sir dung béi cac phong sinh hoc phén

tir giup cho viéc kiém dinh d& dang va tin cay.
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh kiém dinh sdm Ngoc Linh (Panax vietmamensis Ha et Grushv), trong d6
quy trinh nay bao gdm cac budc:

a) chiét ADN tong s6 tir mau thuc vat bang cach nghién méu trong nito 16ng, tiép dén
chiét bang dung dich dém CTAB (cetyltrimethylammonium bromit), loai bd ARN
bang RNAza thu dugc ADN téng s6 tir mau thire vat cin phén tich;

b) tién hanh PCR dé nhan doan gen dic hiéu véi thanh phan phan tng bao gdm 3 pl
ADN tong sb, 10mM tris-HCI pH 8,8, 50mM KCl, 0,1% Triton x-10, 200 pM dNTP,
0,5 pl Taq polymeraza, 1pM mdi xudi, 1 M mdi nguoc va nude khir jon vira du thé
tich 25pl, trong d6 mdi xudi va mdi nguge ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.1 va SEQ
IDNO.2; va

¢) xac dinh loai sim Ngoc Linh bing cach tron san phim PCR thu duoc & budc b) véi
6X dém Dye va tién hanh dién di trén gel agaroza 2% trong 50 phit, sau d6 nhudém
béng ethidium bromit trong 20 phut, két qué dién di dugc so voi thang chuén 1kb,
kiém tra phan doan c6 kich thudc 268 bp dé dua ra két luin vé loai sim Ngoc Linh.

2. Quy trinh theo diém 1, trong do mau thuc vét 12 mau duge chon tir nhém bao gE‘)m
14, than, cu, ré, than, chdi, mam va hat, hodc hon hop cia céc thanh ph?m nay.

3. Cap mdi ding dé kiém dinh sdm Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv)
ding trong quy trinh theo diém 1, trong d6 cip mdi nay cé trinh ty dugc néu trong
SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2 va dé nhan doan gen luc lap dic hi¢u cua loai sdm
Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv) c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.3.
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DANH MUC TRINH TU

<110> Trung tam Uom tao va H3 trg doanh nghié&p khoa hoc va céng nghé

<120> Quy trinh kiém dinh sam Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv va

cdp mbéi dung d& kiém dinh sam Ngoc Linh
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<170>

<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao
<220>

<223> PDoan mdi

<220>

<222>

<223>

<400> 1
CTCCGCTTAGCCTTATCCCC

<210> 2

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> DPoan mdi

<220>

<222>

<223>

<400> 2
CCGTATGAAGGTCACGATCG

<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Panax vietnamensis Ha et Grushv
<220>

<223> Gen luc lap

<220>

<222>

<223>

<400> 3

CTCCGCTTAG CCTTATCCCC CTCTAGGGGT ATTTTAGTGA TAGGTTCTAT AGGAACTGGA
CGATCCTATT TGGTCAAATA CCTAGCGACA AACTCCTATG TTCCTTTCAT TACGGTATTT
CTGAACAAGT TCCTGGATAA CAAGCCTAAA GGTTTTCTTA TTGATGATAT CGATATTGAT
GCTAGTGACG ATATTGATGC TAGTGACGAT ATTGATGCTA GTGACGATAT TGATGCTAGT
GACGATATCG ATCGTGACCT TCATACGG
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