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BUOC PAU NGHIEN CUU SU TAO DICH TREO TE BAO CAY PINH LANG
POLYSCIAS FRUTICOSA L. HARMS

Pham Thi T Lién, V6 Thi Bach Mai
Trudng Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, PHQG — HCM
(Bai nhén ngay 04 thang 12 nam 2006, hoan chinh sita chita ngay 10 thang 08 ndm 2007)

TOM TAT: Pinh ling la mét lodi thuc vdt chira nhiéu saponin. Véi muc dich thu nhdn
mét luong lom saponin théng qua con dwdng cong nghé sinh hoc, bai bdo nay nham gidi thiéu
buoc dau nghién cieu s tao dich treo 1é bao cdy Pinh ldng Polyscias fruticosa L. Harms. Cac
mau cdy con Dinh lidng nuéi trong méi truong MS la vt liéu dé tao mé seo (trén moi truong
MSeco 2, 4-D ng/l) M6 seo 14 tudn tudi duoc chuyén sang méi truong MS Iéng c6 bo sung
2,4-D1 mg/l va 20% nudc dira, sau 8 tudn thu dwoe dich treo té bao. Su ting trudng cia
dich treo té bao t6t va tao dwoc vé khi trong méi truong nudi cdy c6 s hién dién cua 2, 4 - D
1mg/l két hop véi BA 2,0 mg/l, 20% nudc dira va saccharose 30g/1.

Tir khéa: Polyscias fruticosa L. Harms, saponin, dich treo té bao.

1. MO PAU

binh lang ¢0 hai hop chét chinh quan trong 1a polyacetylen va saponin, cac hop chit nay
¢ nhidu & ré va 14 (Vo DH, Yamamura S, Ohtani K,Kasai R, Yamasaki K, Nguyen TN,
Hoang MC,1998). Saponin triterpen ¢o tac dung tich cuc chdng oxy hoa, chéng stress (Nguyén
Thi Thu Huong, Nguyén Thj Anh Nhu, 2002).

Tuy nhlen luong saponin triterpen tur nhién trong cay Pinh lang kha han ché, khéng da dap
g nhu cau vé dugc liéu. De thu nhdn mot lugng 1én cac hop chét tir nhién ma khong phu
thudc vao ngudn thyc vt trong trong tu nhién, ngudi ta tién hanh nuéi ciy mé dé thu sinh
khéi, dic biét 12 nudi cay té bao (Ahn, C. H., W. M. Yoon va csv ,1996; Mathur, A., Y. N.
Shuklav va csv, 1994).

Chung tdi trinh bay céc két qua budce dAu nghién ciru sy tao dich treo té bao va thu nhan ré
tir dich treo te bao cdy Dinh lang Polyscias fruticosa L. Harms nhim tao mét luong 16n cic
dong té bao 6n dinh va ré tao thanh tir dich treo ding lam vét liéu dé 1i trich va thu’ nhan
saponin.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Vit liéu
Mb seo 14 tudn tudi co nguon gbc tir 14 non cua cdy Dinh lang Polyscias fruticosa L.

Harms in vitro dugc nudi trén mdi truong MS cé bd sung 2,4 — D 2mg/1 va 20% nudc dira (L&
Thién Thu, V& Thi Bach Mai, 2005).

2.2. Phwong phap

2.2.1. Tao mé seo tir ld ciia chdi trong in vitro

Str dung 14 non cua cdy in vitro, tao vét thwong thing géc véi 14 va dit cac 1a ndy trén moi
truong MS ¢6 bé sung 2,4 - D 2mg/1 va 20% nudc dura. Theo dai biéu hién cta miu ciy va su
gia ting trong luong tum sau 14 tuéin nuéi cay
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2.2.2. Tao dich treo té bio

Chuyén 2gam mé seo (phin mém, d& tach roi) 14 tudn tudi tir méi trudng MS ¢6 bo sung
2,4 -D 2mg/l va 20% nudc dira sang 50ml ¢6 chira 10ml méi trudng 16ng véi cac ndng do
auxin thay d6i nhur sau:

_ MSI: MS c6 bd sung 2, 4 — D Img/l va 20% nude dira

- MS2: MS ¢6 b sung 2, 4 — D 1,5mg/1 va 20% nudc dira

- MS3: MS c6 bd sung 2, 4 — D 2mg/1 va 20% nudce dira

- MS4: MS c6 bd sung IAA 1mg/l va 20% nudce dira

- MSS5: MS c6 bd sung IAA 1,5mg/l va 20% nudce dira

- MS6: MS c6 bd sung TAA 2mg/l va 20% nudce dira

Cac erlen dugc dat trén may lic véi van téc 80 vong/phit, nhiét do 26 + 2°C, 4nh sang
1000 + 200 lux. Céc miu duge ciy chuyén 114n/tudn. Quan sat sy ting trudng cua dich treo té
bao bing kinh hién vi qua 3 giai doan: phén chia, tach roi, tao nhém.

2.2.3.Khi niing tao ré ti dich treo té bao

Chuyén 2ml té bio lang cua dich treo t& bao tir moi tru(mg MS voi 2,4-D Img/l (méi
trudong tao duge dong t& bao 6n dinh) sang cac erlen 50ml c6 chira 8ml méi trudng ¢ b sung
auxin 1mg/1 va nong dg cytokinin thay déi nhu sau:

- MSRI1: MS c6 bd sung 2, 4 — D 1mg/], BA 0,5 mg/l va 20% nuéc dira
- MSR2: MS ¢6 bé sung 2, 4 — D Img/l, BA 1 mg/l va 20% nudc dira

- MSR3: MS ¢6 bd sung 2, 4 - D 1mg/l, BA 2 mg/l va 20% nudc dra.
Theo doi thay dbi vé mit té bao trong dich treo din dén sy tao ré.

2.2.4. Quan sdt hinh thai gidi i phitu: Quan sat sy bién dbdi md seo dén khi tao dich treo té
bao & cdc giai doail va su tao ré tir dich treo té bao.

3. KET QUA

3.1.Tao mo seo tir 14 cia chdi trong in vitro

Sau mét tuln cc vét cit thing goc véi 1a ¢ kha nang tao thanh m6 seo. MBb seo duogc tao
trén moi trudng co bo sung 2,4 — D 2mg/l. Té bao md seo xuét hién xung quanh vi trf vét
thuong cua la va tiép tuc gia tang kich thudc theo thoi gian. Sau 8 tudn nudi cdy md seo cd
trong lugng tuoi ting truong 6n dinh.

3.2.Tao dich treo té bao

M6 seo dugc tao thanh va én dinh sau 14 tudn tudi duge chuyén sang méi truong Iong co
nbéng d6 auxin giam mot nira (MS ¢ b6 sung 2, 4 — D 1mg/l va 20% nudc dira), ddy 1a moi
truong c6 kha nang phoéng thich cac té bao riéng 1& va cac dong t& bao én dinh c6 dic tinh gin
giong nhau. . )

Sw phong thich cac nhém té bao va cac té bao don tir mod s€0 khoang sau 3 tuan nudi cdy.
Dich treo té bao 6n dinh sau 4 -5 lin cAy chuyén. Dich treo t& bao co6 mau vang nhat, kich
thude cia_cac cim t& bao khéng déu nhau. Quan sat duéi kinh hién vi céc té bao hinh tron,
nguyén sinh chét ddm dic. -
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Bang 1. Sy tao d1ch treo té bao céy Dinh ling trong cac mdi trudng cb ndng do auxin thay ddi

theo thoi gian
Maéi truong Nhin xét vé tinh trang cia dich treo té bao
Sau 3 tuin Sau 5 tuiin Sau § tuéin
MS1 Céc té bao bat dau dugc | Co6 sy phidn chia t€ bao | Tao ddugc té bao cé kha.
phong thich (hinh 3) ndng sinh phdi (hinh 1, 4)

MS2 -nt- -nt- MGt s6 it t€ bao c6 kha ning
sinh phéi

MS3 -nt- Su phén chia té bao rit it | Khéng tao duoc té bao cé
kha niing sinh phéi

MS4 -nt- -nt- -nt-

MS5 -nt- -nt- - -nt-

MSe6 -nt- -nt- : -nt-

3.3.Kha niing tao ré tir dich treo té bao

Sau 8 tuan (duge nudi trén moi trurong MS long co bd sung 2,4 — D Img/l va 20% nuéc dira
thi céc té bao 6n dinh c6 vach mong, dang kinh, té bao chit ddm dic. Nhiing té biao nay dugc
chuyén sang cic méi trudmg tao ré& khac nhau, Mbi truong c6 kha nang tao duogc ré 1a moi
trurong MS c6 bd sung 2,4-D lmg/l, BA 2 mg/l'va 20% nudc dira. 3

Céc té bao nudi trong méi truong cé kha ning tao ré dugc theo doi dén khi ré ting trudng
(hinh 2).

Bang 2: Sy tao ré tir dich treo t& bio trong céc méi trudng cé ndng db auxin va cytokinin
khéc nhau theo thoi gian.

Mdi trudng Nhin xét vé s tao ré trong cic mdi trudng cia dich treo t¢ bao
Sau 2 tuin Sau 4 tudn i
MSR1 Khoéng co sy tao thanh phéi hinh cau | Dich treo té bao bt d ddu chét va héa ndu

trong moi trudng nudi cdy. .

MSR2 Phoi hinh cau duoc tao thanh nhung | Cic phdi hinh cau phat trién thanh phoi
rét it. hinh tim

MSR3 Phéi hinh cdu duoc tao thinh nhiéu | Cac phéi hinh cau phat trién thanh phoéi
' hon so v6i méi trudong MSR2 (hinh 5) | hinh tim, va ré bét ddu xuét hién (hinh 2)

3.4.Quan sat hinh théi gidi phiu

Quan sat qué trinh tao mo seo tir 14 va thiy c6 su bién dbi vé mit hlnh thai sau 2 tuén nhan
thay 6 sy phan phan hoa cia té bao nhu mé. Quan sat céc dong té bao c6 kha néng sinh phodi
thiy céc té bao nay ¢6 qua trinh phat trién giéng nhur qua trinh phat trién ciia phoi hop tir. Gom
cac glal doan phat trién phdi hinh cau, phéi hinh tim, va phat sinh co quan. Cic co quan nay
dugc giai phau nhuém hai mau va quan sat dudi kinh hién vi cho thdy chung c¢6 céu tric cia
1é.

4.THAO LUAN

Trong thi nghiém chung t6i sir dung 14 non ciia ciy Pinh ling in vitro dé tao vét thuong va
trén mai truong cd su hién dién cua auxin manh la 2, 4 — D 2mg/l c6 bd sung 20% nudce dira dé
tao md seo. Mo seo 1a dam € bao khong phan hoéa, cd déc tinh phén chia manh, mé seo duge
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tao ra do nhitng xdo tron trong qud trinh tao co quan, nhét 13 su tao ré, thin non hay nhiing
manh than non cia cdy truéng thanh dé cho mé sgo trong diéu kién nudi cay in vitro, dudi tac
dung cira mdt auxin manh.

Mo seo duoc tao thanh phu thudc vao viéc sir dung auxin riéng 1¢& hay két hop véi
cytokinin, ban chét va néng d6 cia auxin (Bui Trang Viét, 2000). Mac khac auxin, dic biét 13
2, 4 — D dugc sir dung thuong xuyén trong sy cam (ng tao mb seo & nhiéu loai thuc vat. Ngoai
ra auxin can thiét dé tao mo seo c6 kha ning sinh phdi & nhidu loai thuc vat (Amirrato, 1983;
Kysely va Jacobsen, 1990; Lazzer va csv, 1987).

Su tang trudng cia dich treo té bao tuy thudc chu yéu vao cc qua trinh: sy phan chia té
bao, sy tao nhoém té bao, su tach roi té bao gué trinh nay tuy thudc chi yéu vao sy hién dién
clia auxin & ndng d6 thich hop trong nudi cay, vao ngudn gbc clia md seo, qué trinh nudi cdy
md seo va cac thanh phﬁn khéc trong méi trudng. Ham lugng auxin cao thuong lam ting su
tach roi cia té bao, nhét 1a khi c6 su két hop cytokinin hay nuéc dira (Torres, 1989; Bui Trang
Viét, 2000).

Phéi thé hé 13 phoi dugc thu nhén tir t& bao thé hé (t& bao 2n), theo con dudng sinh phoi
thé hé, cac té bao thé hé dong vai trd sinh phéi hop tir va su phét trién ciing nhu phéi hop tir.
Hai giai doan cta sy thu nhén phdi thé hé la: (Edwin,1996; Bui Trang Viét, 2000)

- Tao céc té bao ¢6 kha nang sinh phdi véi sy hién dién cla auxin riéng 1& hay két hop véi
cytokinin. ' ;

- Tién hoa phoi thé hé, giam hay loai bé auxin trong méi truong nudi cly, co thé thu duogc
sy phat sinh co quan & giai doan nay.

. Trong giai doan dau cua thi nghiém chung t6i sir dung 2, 4 — D 2mg/1 dé cam mg tao md
seo, nhung trong qua trinh tién hoa phéi thé hé thi ham luong 2, 4 — D dugc gidm di mt nira.
Vi véy trong méi trudng ndy thu dugc nhitng dong té bao co6 kha ning sinh phdi (hinh 4), tir
nhirng té bao nay s& tao duoc ré trén mdi truong MS c6 bd sung 2, 4 — D 1mg/l, BA 2 mg/l va
20% nudce dira.

5 KET LUAN

Mb seo 14 tudn tudi cia cdy Dinh ling Polyscias fruticosa L. Harms nudi trén moi truong
MS c6 bd sung 2, 4 —D 2mg/1 va 20% nudc dtra 1a vét liéu tét nhat dé str dung lam vét ligu tao
dich treo t& bao. Mbi trudong long MS co b6 sung 2, 4 — D 1mg/l va 20% nude dira 12 moi
trudng thu nhan cic dong t& bao cdy Dinh lang Polyscias fruticosa L. Harms 6 kha ning sinh
phdi. D6 1a céc € bao vach méng, dang kinh, nhan to, té bao chat dam dic.

Moi truong long MS co bd sung 2, 4 — D lmg/l, BA 2 mg/l va 20% nudc dira 12 mo1
“trudng ma cac dong té bao ¢6 kha nang sinh phdi ciia cdy Pinh lang Polyscias fruticosa L.
Harms tao duoc ré. Tir s6 luong 16n € nay c6 thé thu nhan saponin bang cac phuong phap li
trich.
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THE STUDY OF THE FORMATION OF CELL SUSPENSION OF POLYSCIAS
FRUTICOSA L. HARMS. ‘

Pham Thi To Lien, Vo Thi Bach Mai
University of Narural Sciences, VNU-HCM

ABSTRACT: The aim of the paper is to present some initial results in the study of cell
suspension culture and relevant root formation of Polyscias fruticosa L. Harms, of which the
saponin content is high. '

In the Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 2,4-D 2mg/l, the samples
of Polyscias fruticosa L. Harms are materials to make callus. The 14 week old callus from
young leaves are transferred to MS medium supplemented with 20% coconut water and 2,4-D
Img/l , cell suspension is obtained after 8§ weeks. Cell suspension well develops and the root
Jormation occurs in MS medium with sucrose 30g/l, coconut water 20%, 2,4 - D Img/l and
BA 2,0mg/l. The saponin extraction is carried out from obtained roots.

By using this method, a large number of saponin is obtained and could meet the
demand of pharmaceutical industry.
Key words: Polyscias fruticosa L. Harms, saponin, cell suspension.
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PHU LUC

Hinh 1. Dich treo t& bao trén MS  Hinh 2. Dich treo té bao trén MS c6  Hinh 7. Lat cét ngang cua

c6 2,4-D 1mg/l 2,4 - D Img/l vd BA 2mg/l ré tir dich treo 1,biéu bi; 2,
nhu mé; 3,n6i bi; 4. libe; 5,
moc

Hinh 3.Té bao dang phén chia Hinh 4.Té bao ¢6 thé sinh phéi

Hinh 5. Phdi hinh cau Hinh 6. Phéi hinh tim
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