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Somatic embryogenesis from root explant of Vu Diep Ginseng  
(Panax bipinnati�dus Seem.)

Le Hung Linh, Dinh Xuan Tu
Abstract
Vu Diep ginseng (Panax bipinnati�dum Seem.) is an important medicinal herb in Vietnam. Because of its high 
medicinal values, there has been a large scale and unrestricted exploitation of the plant directly from the wild in 
order to meet its ever increasing demand by pharmaceutical industries. �is paper presented results of induction 
of somatic embryogenesis of Vu Diep ginseng through the callus using transverse thin cell layer (tTCL) culture 
technique. Callus was induced from tTCL root explants on mediums supplemented with 0.5-1.0 mg/l 2,4-D and 
1.0mg/l NAA. Highest response percentage (100.0%) of callus was cultured on medium MS+1mg/L 2,4-D or 
MS+1mg/L 2,4-D+1mg/L NAA. �e types of media used for induction of SEs from di�erent derived callus had a 
statistically signi�cant impact on the frequency of embryogenesis a�er 2-4 months of culture. Highest frequency of 
somatic embryogenesis (40.0%) and mean number of somatic embryos (SEs) per explant (21.3) were obtained on 
medium MS MS+1 mg/L 2,4-D+1 mg/L NAA+0.5 mg/L TDZ. High frequency of SE germination (80.3%) occurred 
on SH medium with 1 mg/l gibberellic acid. Highest percentage of seedling to plantlet conversion was observed in 
the medium supplemented with 1 mg/l BA and 0.5 mg/l NAA.
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1 Viện Di truyền Nông nghiệp

NGHIÊN CỨU QUÁ TRÌNH TẠO PHÔI VÔ TÍNH TỪ MÔ SẸO TRONG NUÔI CẤY 
IN VITRO SÂM LAI CHÂU (Panax vietnamensis var. fuscidiscus)

Lê Hùng Lĩnh1, Đinh Xuân Tú1

TÓM TẮT
Trong nghiên cứu này, quy trình cảm ứng tạo phôi vô tính gián tiếp thông qua mô sẹo và tái sinh cây sâm Lai 

Châu (Panax vietnamensis var. fuscidiscus), một loài dược liệu quý đang bị tuyệt chủng đã được công bố thành công 
lần đầu tiên tại Việt Nam. Mô sẹo được tạo thành trên môi trường dinh dưỡng MS (Murashige and Skoog) có bổ 
sung 0,5 mg/L 2,4-D. Công thức môi trường cho tỷ lệ tạo thành phôi vô tính và số phôi trung bình trên một mẫu 
cấy cao nhất (tương ứng là 100% và 18,6) là SH (Schenk & Hidebrandt) + 0,5 mg/L NAA (Naphthalene acetic acid) + 
0,5 mg/L Dropp. Phôi thứ cấp xuất hiện từ phôi ban đầu và được nhân lên trên môi trường SH + 1.0mg/L NAA + 
0,5 mg/L BA. Tiếp theo, công thức môi trường cho cây con phát triển tốt với chồi và rễ củ và tỷ lệ phôi chồi chuyển 
thành cây con hoàn chỉnh cao nhất là SH + 1 mg/L BA + 0,3 mg/L NAA. Cây con 6 tuần tuổi từ công thức SH + 1,5 
mg/L NAA hoặc SH + 0,5 mg/L BA + 1,5 mg/L NAA đã được chuyển thành công sang môi trường đất trong điều 
kiện nhà kính. Đây được xem là những dẫn liệu quan trọng để tiếp tục các nghiên cứu tiếp theo nhằm phục tráng và 
bảo tồn giống sâm Lai Châu tại Việt Nam. 

Từ khóa: Sâm Lai Châu, mô sẹo, phôi soma, in vitro 

I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Sâm Lai Châu (Panax vietnamensis var. fuscidiscus 

K. Komatsu, S. Zhu & S.Q. Cai), là một thứ sâm mới 
được biết đến ở Việt Nam, thuộc loài sâm Ngọc Linh 
(Panax vietnamensis Ha & Grushv.). Đây là loại sâm 
mọc tự nhiên ở độ cao 1400-1900 m, được phát 
hiện tại địa phận huyện Mường Tè, Sìn Hồ và Tam 
Đường, tỉnh Lai Châu (Phan Kế Long và ctv., 2014). 
Trước đó, sâm Lai Châu cũng đã được tìm thấy ở 

vùng Jinping, phía Nam tỉnh Vân Nam, Trung Quốc 
(Zhu et al., 2003). Vai trò của hàng trăm các hoạt 
chất sinh học (trong đó có saponin) chứa trong sâm 
đã được biết đến và ứng dụng trong rất nhiều lĩnh 
vực (Christensen, 2008). Sâm Ngọc Linh được cho 
là loài sâm tốt nhất thế giới với 52 loại saponin. �eo 
nghiên cứu của Phan Kế Long và cộng sự (2014), sâm 
Lai Châu có thể chứa các chất saponin tương tự như 
sâm Ngọc Linh. Chính vì vậy, sâm Lai Châu đã bị các 
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thương lái săn lùng thu mua xuất khẩu sang Trung 
Quốc từ lâu. Tình trạng khai thác quá mức trong tự 
nhiên, cộng với môi trường sống bị tác động nghiêm 
trọng do nạn phá rừng dẫn đến loài này bị đe dọa 
tuyệt chủng ở mức độ trầm trọng, cần được ưu tiên 
bảo tồn ở mức cao nhất.

Tuy nhiên, phương pháp nhân giống truyền 
thống bằng hạt gặp nhiều khó khăn do sâm Lai 
Châu là cây lâu năm, thời gian để cây mọc từ hạt 
đến lúc ra hoa đậu quả phải mất 4 - 5 năm, số lượng 
hạt thu được trên một cây không ổn định, trung 
bình 20 - 40 hạt, thời gian ngủ nghỉ của hạt kéo 
dài 6 - 18 tháng, tỷ lệ hạt nảy mầm ngoài tự nhiên 
thấp. Nuôi cấy mô in vitro tạo phôi vô tính là một 
công cụ hữu hiệu cho việc nhân nhanh cây dược 
liệu. Phương pháp này cho phép sản xuất số lượng 
cây giống lớn trong thời gian ngắn với chất lượng 
đồng đều và sạch bệnh. Kỹ thuật nhân phôi vô tính 
đã được sự dụng thành công ở một số loài sâm Mỹ 
(P. quinquefolius), Sâm Hàn Quốc (P. ginseng), Sâm 
Ngọc Linh (P. vietnamensis Ha et Grushv), Tam thất 
bắc (P. notoginseng) (Zhang et al., 2014; You et al., 
2012). Phôi vô tính hay còn gọi là phôi soma có thể 
được tạo ra trực tiếp từ phôi hữu tính, lá mầm, trụ 
dưới lá mầm, cây con hoặc được tạo ra gián tiếp 
thông qua mô sẹo. Hiện nay, ở Việt Nam chưa có 
công trình nào công bố về nghiên cứu tạo phôi vô 
tính ở cây sâm Lai Châu phục vụ công tác bảo tồn 
loài sâm này. Vì vậy bài báo này trình bày kết quả 
nghiên cứu quá trình tạo phôi vô tính thông qua mô 
sẹo của cây sâm Lai Châu.

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Vật liệu nghiên cứu
Củ sâm Lai Châu (P. vietnamensis var. fuscidiscus) 

được thu thập từ tự nhiên tại bản U Ma, xã �u Lũm 
huyện Mường Tè, tỉnh Lai Châu.

2.2. Phương pháp nghiên cứu 
Cảm ứng tạo mô sẹo: Để cảm ứng tạo mô sẹo từ 

lát cắt mỏng tế bào mô củ, sử dụng môi trường MS 
có bổ sung 0,5 mg/L 2,4-D, 30 g/L đường sucrose, 
và 7 g/L agar. �í nghiệm tạo mô sẹo ban đầu được 
nuôi cấy trong 5 tuần.

Tạo mô sẹo có khả năng sinh phôi: Để tạo mô 
sẹo có khả năng phát sinh phôi, tiến hành nuôi cấy 
mô sẹo ban đầu trên môi trường MS có bổ sung 0,05 

mg/L 2,4-D và 70 g/L đường sucrose trong thời gian 
7-10 ngày ở điều kiện tối, sau đó chuyển sang điều 
kiện chiếu sáng 4 tuần.

Cảm ứng tạo phôi vô tính: Mô sẹo có khả năng 
phát sinh phôi được cấy chuyển sang môi trường 
SH có hàm lượng đường sucrose giảm (30 g/L) và 
bổ sung đồng thời chất điều hòa sinh trưởng 2,4-D 
(0,5 mg/L) và Dropp (xuất xứ Nga) với dải nồng độ 
khác nhau (0,1; 0,3; 0,5; 1,0 mg/L). Đánh giá khả 
năng hình thành phôi soma sau 2 - 3 tháng nuôi cấy 
không chuyển.

Sự phát triển của phôi chồi và cây con tái sinh: 
Phôi chồi được cấy chuyển trên môi trường SH có 
bổ sung đồng thời chất điều hòa sinh trưởng NAA 
(0,3 mg/L) và BA (0,5; 1,0; 1,5 mg/L). Đánh giá khả 
năng phát triển của cây con và tỷ lệ phôi chồi chuyển 
thành cây con hoàn chỉnh.

Điều kiện nuôi cấy: Môi trường nuôi cấy được 
hấp khử trùng 20 phút ở 121oC, 1atm. Nhiệt độ 
phòng nuôi cấy 25 - 27oC. �ời gian chiếu sáng 12 
- 14 giờ/ngày.

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Cảm ứng tạo mô sẹo từ lát cắt mỏng tế bào 
mô củ

Trong nuôi cấy in vitro thực vật, sự hình thành 
mô sẹo là một quá trình sinh học phức tạp, dưới tác 
động của các chất điều hòa sinh trưởng auxin hoặc 
cytokinin, các tế bào tại vị trí mô bị tổn thương phân 
chia hỗn độn không ngừng tạo thành khối tế bào 
phản biệt hóa. Quá trình này không chỉ phụ thuộc 
vào thành phần và nồng độ chất kích thích mà còn 
phụ thuộc nhiều vào kiểu gen và trạng thái tế bào ở 
vị trí lấy mẫu. Tế bào nào càng trẻ hóa thì càng dễ 
bị tác động, kích thích, quá trình tạo mô sẹo diễn 
ra nhanh và hiệu quả cao hơn so vói tế bào già hóa. 
Trong nghiên cứu tạo mô sẹo ban đầu, lát cắt mỏng 
tế bào mô đỉnh sinh trưởng được nuôi cấy trên môi 
trường MS có bổ sung 0,5 mg/L 2,4-D. Quá trình tạo 
mô sẹo diễn ra tương đối nhanh, sau 3 tuần nuôi cấy 
các miếng mẫu cấy bắt đầu phồng lên tạo thành khối 
tế bào xốp, có màu vàng nhạt. Khối tế bào này lớn rất 
nhanh, ở viền xuất hiện lớp tế bào mềm màu trắng 
ở tuần nuôi cấy thứ năm (Hình 1). Điều này chứng 
tỏ chất 2,4-D ở nồng độ 0,5 mg/L thích hợp cho tạo 
thành mô sẹo từ tế bào mô đỉnh sinh trưởng ở cây 
sâm Lai Châu.
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Hình 1. Mô sẹo sâm Lai Châu trên môi trường 
MS + 0,5 mg/L 2,4-D

3.2. Tạo mô sẹo có khả năng sinh phôi
Trong nghiên cứu này, mô sẹo ban đầu được 

nuôi cấy trên môi trường MS có hàm lượng đường 
cao (70g/L) và giảm nồng độ 2,4-D mười lần nhằm 
tạo mô sẹo có khả năng sinh phôi. Mô sẹo có khả 
năng sinh phôi thu được sau 7 - 10 ngày nuôi cấy ở 
trong tối và 4 tuần ở điều kiện chiếu sáng 12 - 14 giờ/
ngày. Mô sẹo có khả năng sinh phôi là khối mô gồm 
nhiều tế bào nhỏ, có cùng đường kính, có hoạt động 
biến dưỡng rất mạnh mẽ và cường độ tổng hợp axit 
ribonucleic cao (Hình 2).

Hình 2. Mô sẹo có khả năng sinh phôi

3.3. Cảm ứng tạo phôi vô tính
Ảnh hưởng của sự kết hợp chất điều hòa sinh 

trưởng Dropp với 2,4-D (0,5 mg/L) hoặc NAA (0,5 
mg/L) đến quá trình cảm ứng tạo phôi vô tính được 
tiến hành đánh giá. Kết quả cho thấy sự khác biệt 
giữa hai nguồn auxin sử dụng thể hiện rõ rệt sau 8-12 
tuần nuôi cấy. Sử dụng riêng rẽ 2,4-D (0,5mg/L) hoặc 
kết hợp với Dropp đều không cho kết quả tạo thành 
phôi vô tính mà chỉ thấy sự phát triển mạnh của mô 
sẹo, đặc biệt trên môi trường MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 
0,3 mg/L Dropp. Kết quả này trái ngược với một số 
nghiên cứu ở các loài khác thuộc chi sâm Panax. You 
et al. (2012) và Zhang et al. (2014) đã chỉ ra rằng, 
chất 2,4-D ở nồng độ 0,5 mg/L rất thích hợp trong 
cảm ứng tạo phôi ở cây sâm Panax notoginseng và 
sâm Hàn Quốc (You et al., 2012; Zhang et al., 2014). 
Điều này cho thấy sự khác biệt về loài cũng là một 
nguyên nhân dẫn đến khả năng cảm ứng tạo phôi vô 
tính khác nhau.

Mặt khác, khi sử dụng kết hợp auxin NAA (0,5 
mg/L) với Dropp (0,1-1,0 mg/L) trong môi trường 
nuôi cấy cho thấy phôi cầu được hình thành trên bề 
mặt của mô sẹo ở tất cả các công thức nghiên cứu 
(Hình 3a). Tuy nhiên, tỷ lệ phôi vô tính được tạo 
thành phụ thuộc vào nồng độ của Dropp (Bảng 1). 

Bảng 1. Ảnh hưởng của 2,4-D, NAA và Dropp 
đến sự tạo thành phôi vô tính 

Phân tích kết trình bày ở bảng 1 cho thấy môi 
trường SH có bổ sung 0,5 mg/L NAA và 0,5 mg/L 
Dropp cho tỷ lệ tạo thành phôi vô tính đạt 100% và 
trung bình số lượng phôi đếm được trên một mẫu 
mô sẹo là 18,6. Khi nồng độ của Dropp trong môi 
trường lớn hơn (hoặc nhỏ hơn) 0,5 mg/L thì tỷ lệ tạo 
thành phôi cũng như số lượng phôi hình thành trên 
mô sẹo đều giảm. Phần lớn các phôi cầu ban đầu tạo 
thành phôi thứ cấp, và trải qua giai đoạn phát triển 
phôi thủy lôi và phôi mang lá mầm (phôi chồi) trên 
môi trường SH có bổ sung 1,0mg/L NAA và 0,5mg/L 
BA sau 6 tuần nuôi cấy (Hình 3b, 3c).

Hình 3. Quá trình tạo thành phôi vô tính 
từ mô sẹo có khả năng sinh phôi

3.4. Sự phát triển của phôi tạo thành cây con 
hoàn chỉnh

Trên môi trường cảm ứng, phôi soma phát triển 
rất chậm hoặc ngừng sinh trưởng, hoặc bắt đầu quá 
trình hình thành phôi thứ cấp. Tất cả điều đó dẫn tới 
kích thước phôi nhỏ, phôi trưởng thành không thể 

Cytokinin

Auxin

Dropp, 
mg/L 

Tỷ lệ phôi 
vô tính 

được tạo 
thành, %

TB số 
phôi vô 
tính/mô 

sẹo

2,4-D, 
mg/L 0,5

0,1 0 0
0,3 0 0
0,5 0 0
1,0 0 0

NAA, 
mg/L 0,5

0,1 57,1 7,5
0,3 77,8 12,9
0,5 100 18,6
1,0 42,9 10,7
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Phân tích kết quả ở bảng 2 cho thấy môi trường 
nuôi cấy có bổ sung 1,0 mg/L BA và 0,3 mg/L NAA 
cho cây con phát triển tốt với chồi và rễ củ (Hình 
4c, 4d), tỷ lệ phôi chồi chuyển thành cây con đạt cao 
nhất 92,5%. Hai công thức nghiên cứu còn lại (CT1 
và CT3) cho cây phát triển yếu hơn, tỷ lệ phôi chồi 
chuyển thành cây con thấp, đặc biệt ở môi trường 
CT1, chủ yếu là sự phát triển của phôi thứ cấp. Đây 
có thể là nguyên nhân làm chậm sự phát triển của 
cây con. Các nghiên cứu trước đó cũng chỉ ra rằng, 
ở nồng độ thích hợp BA có tác dụng tạo củ in vitro 
ở một số loài khác (Cousins and Adelberg, 2008) và 
BA có thể được chuyển hóa dễ dàng hơn các chất 
điều hòa sinh trưởng được tổng hợp bởi mô thực 
vật và có khả năng kích thích sản xuất hooc môn tự 
nhiên zeatin trong mô.

.

Hình 4. Sự phát triển của phôi chồi thành cây con

Để nhận được cây con khỏe chuẩn bị cho việc 
thích ứng với môi trường đất, tiến hành cấy chuyển 
cây con với chồi và rễ củ (Hình 4) sang môi trường 
SH1/2 có bổ sung riêng rẽ hoặc kết hợp 1,5 mg/L 
NAA với 0,5 mg/L BA.

Quy trình tạo phôi vô tính gián tiếp thông qua 
mô sẹo ở cây sâm Lai Châu được trình bày ở hình 
5 và lần đầu tiên được nghiên cứu thành công tại 
Việt Nam. 

Hình 5. Quy trình nhân giống vô tính in vitro 
cây sâm Lai Châu

IV. KẾT LUẬN
Mô sẹo được tạo ra trên môi trường MS có bổ 

sung 0,5 mg/L 2,4-D. Mô sẹo được cảm ứng phát 
sinh phôi trên môi trường MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 
0,3 mg/L Dropp với tỷ lệ cao. Phôi soma phát triển 
bình thường tạo thành cây con hoàn chỉnh trên môi 
trường SH có bổ sung đồng thời 0,5 mg/L NAA và 
1,5 mg/L BA. 
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BA (0,5; 1,0; 1,5 mg/L) (Hình 4). Sự phát triển của 
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Bảng 2. Ảnh hưởng của NAA va BA đến sự phát triển của phôi chồi
Công thức 
nghiên cứu

NAA, 
mg/L

BA,
mg/L

Tỷ lệ phôi chồi chuyển 
thành cây con, % Đặc điểm của cây con

CT1
0,3

0,5 67,5 Cây con phát triển chậm, có nhiều phôi thứ 
cấp hình thành từ gốc

CT2 1,0 92,5 Cây con phát triển tốt với chồi và rễ củ
CT3 1,5 90,0 Cây con cao, yếu, rễ củ kém phát triển 

a

c

b

d
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Study on somatic embryogenesis from in vitro callus of Lai Chau ginseng 
(Panax vietnamensis var. fuscidiscus) 

Le Hung Linh, Dinh Xuan Tu
Abstract
A protocol for induction of indirect somatic embryogenesis via callus and subsequent plant regeneration for the 
medicinally important and endangered plant Panax vietnamensis var. fuscidiscus has been developed for the �rst 
time in Vietnam. Calli were formed on MS medium supplemented with 0.5 mg/L 2,4-D. �e highest rate of somatic 
embryogenesis (100%) and average number of somatic embryos (SEs) per explant (18.6 %) were obtained on MS 
medium supplemented with 0.5 mg/L NAA and 0.5 mg/L Dropp. Secondary somatic embryos (SSEs) appeared on 
the primary Ses were multiplied in SH medium with 1.0 mg/L NAA and 0.5 mg/L BA. Highest percentage of seedling 
to plantlet conversion was observed in the medium supplemented with 1.0 mg/L BA and 0.3 mg/L NAA. Healthy 
plantlets were characterized by well developed rhizome with roots and shoot showing vigorous growth. �e plantlets 
were successfully acclimated under shaded greenhouse conditions a�er 6 months of transfer to medium SH + 1.5 
mg/L NAA or SH + 0.5mg/L BA + 1.5 mg/L NAA.
Key words: Laichau ginseng, Panax vietnamensis var. fuscidiscus, callus, somatic embryo, in vitro
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PHÂN LẬP VÀ NHẬN DIỆN VI KHUẨN PHÂN GIẢI LÂN  
TỪ ĐẤT TRỒNG SÂM NGỌC LINH Ở QUẢNG NAM

Trần Bảo Trâm1, Nguyễn �ị Hiền1,  
Nguyễn �ị �anh Mai1, Phạm Hương Sơn2, Phạm �ế Hải3

TÓM TẮT
Từ mẫu đất vùng rễ cây sâm Ngọc linh trồng dưới tán rừng tự nhiên ở Quảng Nam đã phân lập được 07 chủng 

vi khuẩn có khả năng phân giải photphat khó tan với chỉ số hòa tan (SI) trên môi trường NBRIP sử dụng cơ chất 
Ca3(PO4)2 đạt từ 2,43 - 4,02 và được định danh: P1 thuộc loài Acinetobacter soli - độ tương đồng 99,72%; P6 và 
P29 thuộc loài Kluyvera cryocrescens - độ tương đồng lần lượt là 99,93% và 99,63%; P19 và P36 thuộc loài Seratia 
marcescens subsp. Marcescens - độ tương đồng lần lượt là 99,86% và 99,85%; P31 thuộc loài Enterobacter asburiae - 
độ tương đồng 99,25%; P35 thuộc loài Raoultella planticola - độ tương đồng 99,85%. Sau 8 ngày nuôi cấy trong môi 
trường lỏng NBRIP, hàm lượng photphat hòa tan đạt mức 57,81 - 118,40 mg/l tùy theo từng chủng, pH môi trường 
giảm từ 6,8 xuống 3,5.

Từ khóa: Đất, phân lập, photphat, sâm Ngọc linh, vi khuẩn 
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