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TÓM TẮT
Lan kim tuyến Anoectochilus formosanus Hayata là loại cây có giá trị dược liệu và kinh tế cao. Việc
nghiên cứu ứng dụng các hợp chất hữu cơ vào quá trình nuôi cấy in vitro nhằm tạo nguồn dược
liệu an toàn là rất cần thiết. Nghiên cứu này khảo sát ảnh hưởng của oligo alginate ở các kích thước
(20471 Da và 5666 Da) và nồng độ (1, 5, 10, 50, 75 mg/L) đối với sự tái sinh chồi lan kim tuyến A.
formosanus. Đối với sự tăng trưởng chồi lan kim tuyến, các phân đoạn oligo alginate được khảo sát
ở các nồng độ 0,5; 1; 5; 10; 50mg/L. Chồi lan kim tuyến tái sinh được đánh giá hàm lượng flavonoid
và phenolic tổng. Ở giai đoạn tái sinh chồi, môi trường MS bổ sung 50 mg/L oligo alginate 20471
Da cho kết quả tốt nhất (tỷ lệ tái sinh chồi là 80%, khối lượng tươi đạt 0,626 g/mẫu, khối lượng khô
đạt 0,028 g/mẫu, đồng thời cải thiện hình thái chồi sau 4 tuần nuôi cấy). Ở nghiệm thức này, hàm
lượng flavonoid tổng và phenolic tổng cũng cao vượt trội so với mẫu đối chứng (lần lượt là 82,07
mg quercetin/ khối lượng khô và 23,49 mg acid gallic/ khối lượng khô). Ở giai đoạn tăng trưởng
chồi, môi trường MS 1/2 bổ sung 0,5 mg/L oligo alginate 20471 Da giúp tăng tỷ lệ ra rễ, chiều dài
rễ, chiều cao cây, khối lượng tươi, khối lượng khô và hình thái cây sau 5 tuần nuôi cấy. Như vậy,
oligo alginate đã giúp kích thích mẫu lan kim tuyến tăng trưởng tốt đồng thời tăng tích lũy hợp
chất thứ cấp.
Từ khoá: Hayata, elicitor, hợp chất thứ cấp, flavonoid, oligo alginate,
phenolic, vi nhân giống.

MỞĐẦU
Chi lan kim tuyến Anoectochilus có hơn 30 loài
và được tìm thấy ở Việt Nam, Trung Quốc, Nhật
Bản,…1. Hiện nay, hai loài lan kim tuyến Anoec-
tochilus roxburghii (Wall.) Lindl. vàAnoectochilus for-
mosanusHayata được nghiên cứu và sử dụng nhiều để
làm thuốc. Trong đó, Anoectochilus formosanus (A.
formosanus) có giá trị thương mại và dược liệu cao
nhất, có các công dụng như kháng viêm, kháng khối
u, kháng khuẩn, kháng tiểu đường,… 2. Dịch chiết
lan kim tuyến chứa lượng lớn các hợp chất có hoạt
tính sinh học như polysaccharide, flavonoid, các acid
hữu cơ, steroid, triterpene và kinsenoside3,4. Trong
tự nhiên, loài thực vật này ưa thích những nơi có độ
ẩm cao, mát mẻ và ít ánh sáng trực tiếp. Vì thế, cây
thường được tìm thấy ở những con suối, dưới rừng
tre ở độ cao 500 - 1000 m so với mặt nước biển. Với
nhiều công dụng có ích cho con người, lan kim tuyến
bị khai thác quá mức trong tự nhiên và có nguy cơ
tuyệt chủng. Do đó, các loài lan kim tuyến đã được
nghiên cứu vi nhân giống nhằm bảo tồn nguồn gene
quý. Tuy nhiên, các nghiên cứu tập trung nhiều trong
việc sử dụng các chất điều hòa sinh trưởng hóa học để
nhân nhanh sinh khối. Việc nghiên cứu và sử dụng

các chất hữu cơ thay thế nhằm tạo nguồn dược liệu
sạch vẫn còn khá hạn chế.
Ở thực vật, quá trình sinh tổng hợp hợp chất sơ cấp và
thứ cấp phụ thuộc vào nhiều yếu tố bao gồm nguồn
gene, loài cây, thời kỳ sinh trưởng, bộ phận thực vật và
các tác động từ môi trường (tác nhân vật lý, hóa học
và sinh học). Một số tác nhân cụ thể có thể kể đến
như ánh sáng, nhiệt độ, stress hạn, stress mặn hay các
elicitor như alginate, chitosan, pectin,…5. Trong quá
trình vi nhân giống, việc bổ sung các elicitor vào môi
trường nuôi cấy là phương pháp hiệu quả và đơn giản.
Elicitor được xemnhư là chất kích thích hệ thống thực
vật sản sinh các hợp chất phục vụ cho quá trình sinh
trưởng và miễn dịch của thực vật thông qua các con
đường phức tạp mà vẫn chưa được hiểu rõ6–8.
Alginate là một loại polysaccharide được tách chiết
chủ yếu từ rong nâu và được cấu thành từ 2 đơn
phân là β – D – Mannuroic acid (M) và α – L – Gu-
luronic acid (G) bằng liên kết 1-4 glycoside. Oligo al-
ginate (OA) là sản phẩm từ quá trình cắt mạch algi-
nate. Phương pháp cắt mạch bao gồm vật lý (tia bức
xạ γ , vi sóng,…), hóa học ( xử lý với HCl, H2O2,..)
và sinh học (enzyme alginate lyase,…)9. Tùy thuộc
vào phương pháp thực hiện và nguồn alginate, OA sẽ
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có mức độ polymer hóa, khối lượng phân tử và tỷ lệ
M/G khác nhau. OA hay alginate được nhận thấy là
có thể tăng khả năng quang hợp, đồng hóa carbon và
nitơ, tổng hợp auxin và gibberellin đối với cây trưởng
thành và tăng khả năng nảy mầm đối với hạt10. Tuy
nhiên, các nghiên cứu hiện nay đều cho thấy rằng OA
cóbiểu hiện tốt hơn so với alginate nhờ vào kích thước
nhỏ hơn và dễ dung nạp hơn11,12. Alginate ở nồng độ
cao đã được ghi nhận là có thể ức chế sự sinh trưởng ở
cây cỏ ngọt13 và sự ra rễ ở hạt đậu xanh 14. Bên cạnh
đó, OA được ghi nhận là giúp kích thích sinh trưởng
ở một số cây như dừa cạn15, xà lách16, đại mạch17

và tăng hợp chất thứ cấp ở cây dừa cạn18, cà chua19.
OA có kích thước và bản chất khác nhau sẽ có những
tác động khác nhau trên thực vật, nhiều nghiên cứu
đã được thực hiện nhằm tìm hiểu về cơ chế tác động
nhưng vẫn chưa được hiểu rõ ràng. Mặt khác, việc
ứng dụng OA vào quá trình vi nhân giống các loài
thực vật vẫn còn chưa phổ biến, đặc biệt là chưa có
nghiên cứu nào trên loài A. formosanus. Nghiên cứu
này được thực hiện nhằm đánh giá ảnh hưởng của
OA trong quá trình vi nhân giống lan kim tuyến A.
formosanus nhằm tạo nguồn dược liệu sạch, an toàn
cho người sử dụng.

PHƯƠNG PHÁP THÍ NGHIỆM

Nguồnmẫu và hóa chất

Mẫu lan kim tuyến A. formosanus là mẫu cấy in vitro
từ Viện Sinh học Nhiệt đới.
Alginate được cắt bằng tia bức xạ γ , thu lấy 2 phân
đoạn 20471 Da (OA (I)) và 5666 Da (OA (II)) tại
phòng thí nghiệm Công nghệ sinh học Vật liệu và
Nano thuộc Trung tâm Công nghệ sinh học Thành
phố Hồ Chí Minh.

Môi trường dinh dưỡng và điều kiện nuôi
cấy

Môi trường nuôi cấy làmôi trường khoángMurashige
& Skoog (1962) bổ sung 100 mg/L inositol, 30 g/L su-
crose, 7 g/L agar. pH môi trường được điều chỉnh đạt
5,8± 0,02. Môi trường được cho vào các lọ thủy tinh
250mL với 40mLmôi trường và hấp vô trùng ở nhiệt
độ 121oC trong thời gian 20 phút.
Mẫu được nuôi cấy trong điều kiện chiếu sáng 16/ 24
giờ cường độ sáng 2000 lux ± 200 lux, nhiệt độ 25 ±
2oC. Trong thí nghiệm tái sinh và sinh trưởng chồi,
mẫu được nuôi cấy trong điều kiện tối 4 tuần và chiếu
sáng 1 tuần.

PHƯƠNG PHÁP

Ảnhhưởng củaoligo alginate lên sự tái sinh
và sinh trưởng chồi lan kim tuyến
Thân cây lan kim tuyến in vitro được cắt thành các đốt
thân có chiều dài 1 cm và loại bỏ lá. Mẫu được cấy vào
môi trường MS bổ sung OA 20471 và 5666 Da ở các
nồng độ 1, 5, 10, 50, 75 mg/L. Ngoài ra, mẫu cũng
được cấy lên môi trường bổ sung 0,1 mg/L NAA kết
hợp với 1,5 mg/L BA để so sánh với hiệu quả của OA.
Các mẫu được khảo sát khả năng tái sinh chồi in vitro
sau 5 tuần nuôi cấy. Đối chứng là các mẫu được nuôi
cấy trên môi trường không bổ sung OA và chất điều
hoà sinh trưởng thực vật (CĐHSTTV).
Chỉ tiêu theo dõi sau 5 tuần gồm: tỷ lệ tái sinh chồi,
số chồi, chiều cao chồi, hình thái chồi, khối lượng tươi
và khối lượng khô của mẫu, hàm lượng flavonoid và
phenolic tổng. Hàm lượng flavonoid tổng được xác
định theo phương pháp sử dụng AlCl3 20. Hàm lượng
phenolic tổng được xác định theo phương pháp của
Farkas và Kiraly21.

Ảnh hưởng của oligo alginate lên sự tăng
trưởng của lan kim tuyến
Chồi ngọn lan kim tuyến in vitro được lựa chọn đồng
đều, chiều cao 3 cm. Mẫu được cấy vào môi trường
MS 1/2 (môi trường MS với hàm lượng khoáng đa
lượng giảmđimột nửa) bổ sungOA20471Da và 5666
Da ở các nồng độ 1, 5, 10, 50mg/L và 0,5 g/L than hoạt
tính. Ngoài ra, mẫu cũng được cấy lên môi trường bổ
sung 1 mg/L IBA và 0,5 g/L than hoạt tính để so sánh
với hiệu quả của OA. Đối chứng là cácmẫu được nuôi
cấy trênmôi trường không bổ sungOAvàCĐHSTTV.
Chỉ tiêu theo dõi sau 5 tuần là tỷ lệ tạo rễ, số rễ, chiều
dài rễ, chiều cao cây, hình thái mẫu, khối lượng tươi
và khối lượng khô của cây.

Bố trí thí nghiệm và thống kê số liệu
Thí nghiệm được bố trí theo kiểu hoàn toàn ngẫu
nhiên, với mỗi nghiệm thức được lặp lại 3 lần. Mỗi
lần lặp lại 5 mẫu, do đó mỗi nghiệm thức có tổng
cộng 15mẫu. Kết quả được trình bày dưới dạng giá trị
trung bình± độ lệch chuẩn (SD). Sự sai khác giữa các
nghiệm thức được phân tích bằng phương pháp phân
tích phương sai một yếu tố (ANOVA), theo phép thử
Duncan ở mức ý nghĩa α = 0,05, phần mềm sử dụng
là SPSS (phiên bản 20.0).

KẾT QUẢ
Ảnhhưởng củaoligo alginate lên sự tái sinh
và sinh trưởng chồi
Sau 10 – 12 ngày nuôi cấy, các mẫu nốt đơn thân ở
các nghiệm thức đều bắt đầu tái sinh chồi. Kết quả
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tái sinh và sinh trưởng chồi sau 5 tuần nuôi cấy được
trình bày ở Bảng 1.
Kết quả cho thấy, tỷ lệ tái sinh chồi ở đa số các nghiệm
thức bổ sung OA và CĐHSTTV đều cao hơn so với
đối chứng. Tuy nhiên, các nghiệm thức bổ sung OA
không làm tăng tỷ lệ tái sinh chồi so với nghiệm thức
bổ sung CĐHSTTV. Tỷ lệ tái sinh chồi có xu hướng
tăng khi tăng nồng độ OA từ 1 đến 50 mg/L, sau đó
giảm xuống ở nghiệm thức bổ sung OA nồng độ cao
(75 mg/L). Các nghiệm thức đa số đều tạo một chồi
duy nhất mà ít phát sinh chồi bên. Nghiệm thức bổ
sung 75 mg/L OA 20471 và 75 mg/L OA 5666 Da cho
số chồi cao nhất, lần lượt là 1,28 chồi/ mẫu và 1,33
chồi/ mẫu. Các nghiệm thức còn lại có số chồi không
khác biệt về mặt thống kê so với đối chứng và nghiệm
thức bổ sung CĐHSTTV. Chiều cao chồi được ghi
nhận cao nhất ở nghiệm thức có 5 mg/L OA 5666
Da với 1,04 cm, cao hơn so với mẫu ở nghiệm thức
đối chứng (0,79 cm). Về khối lượng tươi, mẫu trên
các môi trường bổ sung OA 5666 Da ở tất cả nồng
độ (1 - 75 mg/L) đều có khối lượng tươi cao hơn so
với đối chứng và nghiệm thức có CĐHSTTV. Trong
khi đó, khối lượng tươi của mẫu trên môi trường bổ
sung OA 20471 Da ở nồng độ cao hơn (10 - 75 mg/L)
mới có kết quả tốt hơn so với nghiệm thức đối chứng
và CĐHSTTV (Hình 1). Ở chỉ tiêu khối lượng khô
(Hình 1), số liệu ghi nhận cao nhất ở 50 – 75 mg/L
OA 20471 Da và 75 mg/L OA 5666 Da.
Về mặt hình thái, nghiệm thức bổ sung 50 mg/L OA
20471 Da và 5 mg/L OA 5666 Da có hình thái chồi
tương đối tốt (Hình 2). Chồi cómàu trắng đục, to, dài
hơn so với các nghiệm thức khác. Tuy nhiên, nghiệm
thức bổ sung 50 mg/L OA 20471 Da có tỷ lệ tái sinh
chồi cao hơn so với 5 mg/L OA 5666 Da, lần lượt là
80,00% và 67,00%. Ở nghiệm thức này, chỉ tiêu khối
lượng tươi và khối lượng khô cũng cao hơn nghiệm
thức đối chứng và nghiệm thức bổ sung CĐHSTTV.
Như vậy, bổ sung 50mg/L OA 20471 Da giúp chồi lan
kim tuyến tái sinh và sinh trưởng tốt, đồng thời tích
luỹ hàm lượng chất khô cao.

Hàm lượng flavonoid tổng (Total flavonoid
– TF) và hàm lượng phenolic tổng (Total
Phenolic – TP) trong các mẫu chồi tái sinh
Mẫu từ nghiệm thức đối chứng, nghiệm thức bổ sung
CĐHSTTV và 50 mg/L OA 20471 Da được xác định
hàm lượng flavonoid và phenolic tổng. Hàm lượng
flavonoid tổng cao nhất được ghi nhận ở nghiệm thức
50mg/LOA20471Da, xấp xỉ 1,26 lần so với đối chứng
và 1,11 lần so với nghiệm thức bổ sung CĐHSTTV.
Hàm lượng phenolic tổng của nghiệm thức bổ sung
OA cao hơn 1,17 lần so với đối chứng, tuy nhiên thấp
hơn so với môi trường bổ sung CĐHSTTV (Hình 3).

Ảnh hưởng của oligo alginate lên sự tăng
trưởng của chồi lan kim tuyến
Trên các nghiệm thức bổ sung OA, phần lớn các chỉ
tiêu thuđược đều tốt hơnđối chứng và IBA. Sau 3 tuần
nuôi cấy, mẫu cấy ở nghiệm thức bổ sung 0,5 mg/L
OA 20471 Da bắt đầu hình thành rễ. Ở các nghiệm
thức còn lại, rễ xuất hiện chậm hơn. Tỷ lệ ra rễ đạt
100% ở các nghiệm thức bổ sung 0,5; 10; 50 mg/L OA
20471 Da và 1, 50 mg/L OA 5666 Da (Bảng 2). Tuy
nhiên, bổ sung 1 mg/L IBA hoặc OA không làm tăng
số rễ/ mẫu so với đối chứng. Bên cạnh đó, bổ sung
0,5 mg/L OA 20471 Da giúp đạt chiều dài rễ và chiều
cao cây tốt nhất (lần lượt là 0,28 cm và 3,72 cm). Chỉ
tiêu khối lượng khô ghi nhận cao nhất ở các nghiệm
thức bổ sung 0,5mg/LOA20471Da và 1; 50mg/LOA
5666 Da (Hình 5). Về hình thái, mẫu được nuôi cấy
trên môi trường có bổ sung 0,5 mg/L OA 20471 Da
cho kết quả tốt nhất với cây to, khỏe, lá xòe rộng và
rễ dày hơn các nghiệm thức khác (Hình 4). Ở nghiệm
thức đối chứng và bổ sung IBA, cây có thânmảnh hơn
và phát triển chậm hơn. Nhìn chung, môi trường bổ
sung 0,5 mg/L OA 20471 Da cho kết quả tốt nhất ở
thí nghiệm này. Các chỉ tiêu tăng trưởng đạt kết quả
tốt (tỷ lệ ra rễ cao 100%, số rễ 1,89 rễ/ mẫu, chiều dài
rễ 0,28 cm, chiều cao cây 3,72 cm và khối lượng khô
131,67 mg).

BÀN LUẬN
Cơ chế tác động của OA vẫn chưa được hiểu rõ ràng.
Hiện nay, OA được xem như là một elicitor có khả
năng bám lên các thụ thể trên màng tế bào để kích
thích tế bào đáp ứng. Khi đó, OA tăng cường biểu
hiện các gene sinh tổng hợp các CĐHSTTV nội sinh
như indole-3-acetic acid (IAA) và gibberellin, giúp
thực vật kéo dài chồi, tạo rễ, tăng khả năng nảy
mầm,..17,22. Bên cạnh đó, tỷ lệ tái sinh chồi cũng
phụ thuộc vào hàm lượng auxin và cytokinin 23. Vì
thế, trong nghiên cứu này, hàm lượng auxinmới được
tổng hợp có thể đã kết hợp với cytokinin nội sinh tạo
nên tỷ lệ phù hợp đã giúp tăng tỷ lệ tái sinh chồi ở
các nghiệm thức bổ sung OA. Tuy nhiên, ở nồng độ
OA cao, có thể lượng auxin và gibberellin được tổng
hợp nhiều hơn và làm ức chế sự tạo chồi. OA có trọng
lượng phân tử nhỏ được cho là dễ đi qua thành tế bào
thực vật và bám lên thụ thể. Tuy nhiên, nếu trọng
lượng phân tử quá nhỏ sẽ không kích thích tế bào đáp
ứnghiệu quả. Trong khi đó, alginate hoặcOAcó trọng
lượng phân tử lớn sẽ khó thẩm thấu qua thành tế bào
và tạo đáp ứng không hiệu quả17. Các OA với trọng
lượng phân tử thấp có kích thước khoảng 0,2 x 2 µm,
kích thước này khá tương đồng với kích thước một
số loài vi khuẩn, do đó, OA có khả năng gây đáp ứng
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Bảng 1: Ảnh hưởng của OA và CĐHSTTV đến sự tái sinh chồi sau 5 tuần nuôi cấy.

Nồng độ (mg/L) Tỷ lệ tái sinh chồi (%) Số chồi (chồi/ mẫu) Chiều cao chồi (cm) Hình thái

Đối chứng 61,33± 9,81de 1,00± 0,00c 0,79± 0,03c ++

0,1 NAA + 1,5 BA 77,67± 9,24abc 1,15± 0,13bc 0,94± 0,05b ++

OA 20471 1 72,33± 9,24bcd 1,00± 0,00c 0,30± 0,06g +

5 83,00± 0,00ab 1,07± 0,12c 0,77± 0,03cd +

10 88,67± 9,81a 1,00± 0,00c 0,69± 0,07de ++

50 80,00± 0,00abc 1,08± 0,14c 0,86± 0,04bc +++

75 61,33± 9,81de 1,28± 0,05ab 0,82± 0,06c ++

OA 5666 Da 1 88,67± 9,81a 1,00± 0,00c 0,47± 0,04 f +

5 67,00± 0,00cd 1,08± 0,14c 1,04± 0,10a ++

10 77,67± 9,24abc 1,07± 0,12c 0,83± 0,06c ++

50 77,67± 9,24abc 1,15± 0,13bc 0,64± 0,02e ++

75 50,00± 0,00e 1,33± 0,00a 0,69± 0,01de ++

Ghi chú: Cùng một cột, các số liệu khác nhau về mặt thống kê đi kèm với các chữ cái khác nhau.
+++: chồi to, dài, thân chồi trắng ngà.
++: chồi trung bình, thân chồi trắng ngà.
+: chồi nhỏ, thân chồi mảnh, màu trắng ngà
[Nguồn: Nhóm tác giả]

Hình 1: Khối lượng tươi và khối lượng khô củamẫu cấy trên cácmôi trường đối chứng (ĐC), bổ sung NAA kết hợp
với BA, OA (I): OA 20471 Da và OA (II): OA 5666 Da ở các nồng độ khác nhau (các chữ cái a,b,c,… theo sau số liệu
khác nhau cho sự khác biệt có ý nghĩa với p < 0,05 trong phép thử Duncan). [Nguồn: Nhóm tác giả]

Da
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Hình 2: Các mẫu chồi tái sinh trên các môi trường nuôi cấy khác nhau sau 5 tuần. Chú thích: A: đối chứng, B: NAA
kết hợp BA, C – G: 1, 5, 10, 50, 75 mg/L OA 20471 Da, H – L: 1, 5, 10, 50, 75 mg/L OA 5666 Da (thang đo 1 cm).
[Nguồn: Nhóm tác giả]

Hình 3: Biểu đồ thể hiện hàm lượng flavonoid (mg quercetin/ g khối lượng khô) và phenolic tổng (mg acid gallic/
g khối lượng khô) của các mẫu trên các môi trường tái sinh chồi khác nhau sau 5 tuần nuôi cấy. [Nguồn: Nhóm
tác giả]

hiệu quả hơn với alginate hay cácOAcóphân tử lượng
khá lớn24. Phần lớn các nghiên cứu đều cho thấy OA
ở khối lượng phân tử 14,4 kDa 25–27 có biểu hiện tốt
giúp tăng sinh khối ởmột số loài thực vật. Bhanupriya
Kanthaliya (2023) đã báo cáo 200 mg/L alginate làm
tăng sinh khối của mẫu cấy (số chồi, khối lượng tươi,
khối lượng khô), hàm lượng protein, carbohydrate,
chlorophyll ở chồi Pueraria tuberosa21. OA cũng làm
tăng sinh khối chồi ở một số cây khác như cây cỏ
ngọt28, cây xà lách25,…. OA hay các loại polysaccha-
ride khác được cho là giúp duy trì áp suất thẩm thấu
của tế bào và kích thích tế bào phân chia 21. Ngoài ra,
tỷ lệM/G cũng làmột yếu tố ảnh hưởng đến khả năng
kích thích sinh trưởng của OA. Theo thí nghiệm của
Jieru Yang và các cộng sự (2020), OA với trọng lượng
phân tử 573,8 Da và tỷ lệ M/G 4,98 có khả năng kích

thích sinh trưởng chồi và OA với trọng lượng phân tử
2370,5 với tỷ lệM/G4,46 lại có khả năng kích thích tạo
rễ ở cây đại mạch17. Theo nhiều nghiên cứu, polyM
có khả năng kích thước sinh trưởng bằng cách kích
thích sản sinh các hợp chất cần cho quang hợp, giúp
tăng cường độ quang hợp21,29, trong khi đó, polyG lại
kích thích miễn dịch cũng như ức chế vi sinh vật gây
hại11,12,17. Một yếu tố nữa cũng ảnh hưởng đến khả
năng kích thích sinh trưởng ở thực vật là phương pháp
cắtmạch alginate, alginate được cắt bằng enzyme algi-
nate lyase cho OA có hiệu quả kích thích sinh trưởng
tốt hơn nhiều so với việc cắt bằng phương pháp hóa
học hoặc vật lý9,17. Nguyên nhân có thể là do sản
phẩm OA được tạo thành trong quá trình thủy phân
bằng enzyme đã hình thành các liên kết đôi giữa C4
và C5, qua đó tăng khả năng loại bỏ gốc oxy hóa tự do
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Bảng 2: Ảnh hưởng của OA và CĐHSTTV lên sự tăng trưởng của lan kim tuyến sau 5 tuần nuôi cấy.

Nghiệm thức (mg/L) Tỷ lệ ra rễ (%) Số rễ (rễ/ mẫu) Chiều dài rễ
(cm)

Chiều cao cây
(cm)

Hình
thái

Đối chứng 66,67± 0,00cd 1,67± 0,29ab 0,16± 0,01cd 3,24± 0,08d +

IBA 1 55,56± 19,25d 1,33± 0,29bc 0,19± 0,03bcd 3,19± 0,07d ++

OA 20471 0,5 100,00± 0,00a 1,89± 0,38a 0,28± 0,03a 3,72± 0,10ab +++

1 77,78± 19,24bc 1,11± 0,19d 0,19± 0,10bcd 3,29± 0,17abc ++

5 66,67± 0,00cd 1,17± 0,29d 0,18± 0,03bcd 3,63± 0,18d ++

10 100,00± 0,00a 1,67± 0,00ab 0,23± 0,01ab 3,38± 0,16cd ++

50 100,00± 0,00a 1,33± 0,00bc 0,25± 0,01ab 3,32± 0,15d ++

OA 5666 0,5 66,67± 0,00cd 1,00± 0,00d 0,24± 0,01ab 3,39± 0,05cd +

1 100,00± 0,00a 1,00± 0,00d 0,21± 0,01abcd 3,76± 0,08a ++

5 66,67± 0,00cd 1,33± 0,29bc 0,15± 0,00d 3,38± 0,15cd ++

10 88,89± 19,25ab 1,11± 0,19d 0,22± 0,04abc 3,47± 0,26bcd ++

50 100,00± 0,00a 1,89± 0,19a 0,23± 0,03ab 3,62± 0,21abc +++

Ghi chú: Cùng một cột, các số liệu khác nhau về mặt thống kê đi kèm với các chữ cái khác nhau.
+++: rễ to, thân cây to, lá xòe rộng.
++: rễ to, thân cây trung bình, lá xòe rộng.
+: rễ nhỏ, thân cây nhỏ, lá nhỏ.
[Nguồn: Nhóm tác giả]

Hình 4: Mẫu lan kim tuyến sau 5 tuần nuôi cấy trên môi trường bổ sung 1 mg/L IBA và OA 20471 Da, OA 5666 Da
ở các nồng độ khác nhau. Chú thích: A: đối chứng, B: IBA, C – G: 1, 5, 10, 50, 75 mg/L OA 20471 Da, H – L: 1, 5,10,
50, 75 mg/L OA 5666 Da (thang đo 1 cm). [Nguồn: Nhóm tác giả]

Da

Da
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Hình 5: Khối lượng tươi và khối lượng khô của cây lan kim tuyến sau 5 tuần nuôi cấy (các chữ cái a,b,c,… theo sau
số liệu khác nhau cho sự khác biệt có ý nghĩa với p <0,05 trong phép thử Duncan). [Nguồn: Nhóm tác giả]

được sinh ra trong quá trình thực vật phát triển 11,17.
OA có khả năng kích thích thực vật ra rễ nhờ vào việc
tăng biểu hiện các gene sinh tổng hợp auxin và giảm
khả năng IAA bị oxy hóa 22. Vì vậy, trong nghiên cứu
này, chiều dài rễ ởmột số nghiệm thức có bổ sungOA
cao hơn so với đối chứng. Ngoài ra, kết quả cũng cho
thấyOA có trọng lượng phân tử lớn ở nồng độ thấp đã
kích thích chồi lan kim tuyến tạo rễ tốt hơn so với OA
có trọng lượng phân tử nhỏ ở nồng độ cao. Điều này
tương đồng với kết quả thí nghiệm của Jieru Yang và
các cộng sự (2020). OA có trọng lượng phân tử 2370,5
Da đã kích thích tạo rễ tốt hơn so với OA có trọng
lượng phân tử thấp 573,8 Da17. Nhìn chung, OA làm
tăng trọng lượng khô của mẫu cấy so với đối chứng.
OA giúp thực vật tăng trưởng nhờ vào việc tăng khả
năng quang hợp, cải thiện quá trình đồng hóa carbon
và nitơ, tăng khả năng phân chia tế bào, hàm lượng
auxin và các hợp chất thứ cấp có hoạt tính sinh học 30.
Theo nghiên cứu của Trần Đức Trọng và các cộng sự
(2020), OA có trọng lượng phân tử 14,4 kDa làm tăng
sinh khối, chiều dài rễ và chiều cao cây ở cây xà lách25.
Khả năng trên của OA cũng được ghi nhận ở một số
loài thực vật khác như cây dừa cạn31, cây cỏ ngọt28,
cây Pueraria tuberosa21,…Ở cây đại mạch (Hordeum
vulgare L), OA làm tăng sự phân chia tế bào ở vùng
mô phân sinh của rễ, dẫn đến sự tăng số lượng tế bào
ở vùng mô phân sinh, đồng thời kích thích sự kéo dài
tế bào ở vùng kéo dài của rễ17.

Phenolic và flavonoid là những hợp chất có hoạt
tính sinh học được sinh ra qua con đường phenyl-
propanoid21. Những hợp chất này không tác động
trực tiếp đến quá trình sinh trưởng và phát triển ở
thực vật, mà đóng vai trò trong việc giúp thực vật
kháng lại các yếu tố bất lợi từ môi trường21. Các
nghiệm thức bổ sung CĐHSTTV và OA 20471 Da
50 mg/L đều làm tăng hàm lượng flavonoid tổng và
phenolic tổng. Oligo alginate, các elicitor khác hay
các điều kiện bất lợi từ môi trường như nhiệt độ,
ánh sáng,… đều có khả năng kích thích thực vật sản
sinh các chất chuyển hóa bao gồm cả chất sơ cấp như
carbohydrate, protein và chất thứ cấp như pheno-
lic, flavonoid,…hoặc các enzyme chống oxy hóa theo
nhiều cơ chế khác nhau32. OA ở trọng lượng phân
tử thấp được thực vật nhận dạng như là một mầm
bệnh và điều này đã khiến thực vật sản xuất hợp chất
thứ cấp như một phần trong hệ thống phòng thủ8.
Ngoài ra, theo nhiều nghiên cứu, OA có khả năng
tăng hoạt tính enzyme phenylalanine ammonia-lyase
(PAL),một enzyme tham gia vào con đường sinh tổng
hợp flavonoid5,19. Nhìn chung, OA khi bổ sung vào
môi trường nuôi cấy có khả năng kích thích sản xuất
flavonoid và phenolic tổng ở cây lan kim tuyến. Trên
một số loài cây khác, OA cũng được ghi nhận là tăng
tích lũy một số loại hợp chất thứ cấp ở thực vật như
vinblastine và vincristine ở cây dừa cạn31, polyphenol
ở lá cây cà chua 19,….
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KẾT LUẬN
Nghiên cứu cho thấy oligo alginate có hiệu quả tích
cực khi bổ sung vào môi trường nuôi cấy loài lan
kim tuyến A.formosanus với nồng độ và khối lượng
phân tử thích hợp. Cụ thể, môi trường MS bổ sung
50 mg/L oligo alginate 20471 Da giúp tăng tỷ lệ tái
sinh chồi, khối lượng tươi, khối lượng khô và hình
thái chồi so với đối chứng sau 5 tuần nuôi cấy. Hàm
lượng flavonoid và phenolic tổng của nghiệm thứcOA
20471 Da 50mg/L cao hơn so với đối chứng. Chồi lan
kim tuyến sinh trưởng tốt nhất trên môi trường MS
1/2 bổ sung 0,5 mg/L oligo alginate 20471 Da. Kết
quả cho thấy khối lượng phân tử và nồng độ oligo al-
ginate khác nhau có những biểu hiện khác nhau. Vì
vậy, các nghiên cứu tiếp theo cần được tiến hành để
có thể ứng dụng oligo alginate trong nuôi cấy mô tế
bào thực vật.

DANHMỤC TỪ VIẾT TẮT
OA: oligo alginate
CĐHSTTV: chất điều hoà sinh trưởng thực vật
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ABSTRACT
Anoectochilus formosanus Hayata, a species of jewel orchid, possesses significant medicinal and
economic value. Investigating the application of organic compounds in in vitro cultivation to gen-
erate a safe source ofmedicinalmaterials is crucial. This study examined the effects of oligo alginate
with different molecular weights (20471 Da and 5666 Da) and concentrations (1, 5, 10, 50, 75mg/L)
on the regeneration of A. formosanus shoots and the concentration (0.5, 1, 5, 10, 50 mg/L) on plant
growth. The total flavonoid and phenolic contents of regenerated shoots were evaluated. At the
shoot regeneration stage, the MS medium supplemented with 50 mg/L oligo alginate (20471 Da)
gave the best results (80% shoot regeneration rate, fresh weight of 0.626 g/explant, dry weight
of 0.028 g/explant, and improved shoot morphology after 4 weeks of culture). In this treatment,
the total flavonoid and phenolic contents were also significantly higher compared to the control
(82.07 mg quercetin/dry weight and 23.49 mg gallic acid/dry weight, respectively). At the shoot
growth stage, the half-strength MS medium supplemented with 0.5 mg/L of oligo alginate 20471
Da enhanced various growth parameters, including rooting rate, root length, plant height, fresh
weight, dry weight, and overall plant morphology after five weeks of culture. Thus, oligo alginate
stimulated the growth of Anoectochilus formosanus and promoted the accumulation of secondary
compounds.
Key words: Hayata, elicitor, secondary metabolite, flavonoid, oligo
alginate, phenolic, micropropagation
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