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1
MO DAU

Ngay nay, nhu ciu vé cy duoc liéu ngay cang ting, phuong phap nhan
giong truyén thong thuong phu thudc vao méi truong, dé bi anh huong cia
nhiéu tac dong sinh hoc va phi sinh hoc bét loi, ciing nhu ham lugng hop
chat thir cap thap khi thu hoach khong dap tmg du nhu cau vé ca sb luong va
chét lugng. Trong béi canh nay, viéc phat trién cac c& thé da boi nhan tao sé
la mot cach tiép can tiém ning nham ting stc séng va ham lugng hop chat
thir cap.

Sam Ngoc Linh la mot loai saim dac hitu cua Viét Nam, tén khoa hoc
la Panax vietnamensis Ha et Grushv. Nhém chat c6 tac dung quyét dinh dén
tac dung dugc ly cua loai sim nay la cac saponin ma dai dién chinh [a MR,
G-Rb; va G-Rg:. Hon nira, loai sim nay c6 ham lugng saponin khung
dammaran cao nhit va luong saponin triterpen nhiéu nhit so véi cac loai
khac cua chi Panax trén thé gigi. Tuy nhién, cay sim Ngoc Linh c6 thoi gian
nudi trong kéo dai tir 6 dén 7 nam. Hon nita, cAy sdm Ngoc Linh ludng boi
sinh trudng rat cham trong lwong thap nén khong dap ung dugc nhu cau.

Hién nay, mét trong nhitng chién lugc nhan gidng dé cai thién cac dic
tinh co gia tri ctia thyc vat 1a gay dot bién da boi nhan tao. Gan day, c6 nhiéu
nghién clru tao thé dot bién da boi trén ddi tuong cay dugc li€u cho théy cay
duoc liéu ¢6 toan bd bd nhidm sic thé nhan d6i, ham luong ¢6 duogc tinh cao
hon mong muén. Do d6, sy nhan d6i nhiém sic thé nhan tao & cay dugc ligu
c6 thé dem lai nhing két qua kinh té dang ké. Bang ky thuat tao dot bién st
dung k§y thuat xir Iy gay dot bién da boi bang tac nhan héa hoc 1 colchicine,
oryzalin. Pay 1a mot huéng nghién ctiru méi trén doi tugng ciy sam Ngoc
Linh tai Viét Nam, c6 y nghia trong viéc tao nén tang cho nghién ciu dot
bién va dot bién thé da boi trén nhiéu déi tuong cay duoc liéu quy vén dang
con kha han ché. Bén canh d6, nghién ciru nay ciing dit co sé nén mong cho
nghién ctu sinh Iy thuc vat 1am co sé cho cac nghién ciru sau hon vé chon



gidng, lai tao giéng o cap do té bao va nhan giéng vo tinh cdy da boi sam
Ngoc Linh tai Viét Nam.

Chinh vi vay, dé tai “Nghién ciru da bdi hda in vitro cdy sam Ngoc
Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.)” duoc tién hanh véi muc dich
tao cac thé da boi ciing nhu thu dugc sb lwong 16n cay con da boi Vi nhirng
dic tinh mong mudn nhu: Stc sdng cao, sinh trudng va phét trién tét, tir d6
g6p phan cai thién va lam phong phi thém ngudn cy giéng duoc lidu quy
tai Viét Nam.

Muc tiéu nghién cieu cia luan an: Xac dinh dugc ngudn vat lidu
t6i uu cam tmg phdi soma thong qua ky thuat nudi cdy mé té bao thuc vat.
Xac dinh duoc tac nhan da boi va ti 1€ da boi hi€u qua. Tao dugc cay da bdi
sam Ngoc Linh bang tac nhan bang tac nhan hoa hoc.

Cac noi dung nghién ciru chinh ciia ludn an: Cam tng phdi soma
tr cac nguén vat liéu khac nhau cta cdy da bdi sdm Ngoc Linh. Xéc dinh
duoc tac nhan da bdi, tao dugce cay da bdi sam Ngoc Linh.

Nhirng déng gop méi ctia ludn an: (1) Nghién ciru da danh gia
dugc kha ning phat sinh phéi cia sim Ngoc Linh tir cac ngudn mau cy khac
nhau, dic biét 1a kha ning phat sinh phoi thir cap tir nhidu dang phdi so cp
ban dau. (2) Pa xay dung thanh cdng quy trinh tao cay sam Ngoc Linh ti boi
thong qua phat sinh phdi vo tinh dudi tac dong caa colchicine.

Céu tric cia luan an: Luan &n bao gom 5 phan chinh: Phan Mg
dau, Chuong 1: Téng quan, Chuong 2: Vat lidu, ngi dung va phuwong phdp
nghién ciu; Chuong 3: Két qud va thao lugn va phan Két lugn va kién ngh.

CHUONG 1. TONG QUAN
Sam Ngoc Linh (Panax viethamensis) 1a mot loai sam dac hiru cta
Viét Nam, tén khoa hoc Panax viethamensis Ha et Grushv., ho Nhan Sam
(Araliaceae). S&m Ngoc Linh c6 ham lugng saponin khung dammaran cao



nhét (khoang 12-15%) va luong saponin triterpen nhiéu nhét so véi cac loai
khéc cua chi Panax trén thé gidi. Véi nhitng dac diém trén, sim Ngoc Linh
khong chi la loai sdm quy cua Viét Nam ma con 1a mét trong nhiing loai sém
quy trén thé gisi. Tuy nhién, do viéc khai thac qua mirc nén loai ciy nay da
duogc dua vao trong sach do Viét Nam dang c6 nguy co tuyét ching. Do do,
can thiét ing dung nhitng k§ thuat mai trong san xuat. Trong do, nudi cay
mo 1a mot ki thuat tién tién co thé ung dung nhan gidng in vitro sam Ngoc
Linh, dugc cho 1a phuong phap hiéu qua nhat dé bao ton va phat trién ngudn
gen quy hiém nay.

Hon 20 niam qua, cdy sam Ngoc Linh da dugc nghién cau trén nhiéu
linh vuc khéc nhau. Céc nghién ctru vé nhan gidng vo tinh, k§ thuat nudi cay
I6p mong té bao va cac nghién ctiu vé phét sinh phdi soma sdm Ngoc Linh
cling da duoc thuc hién. Ngoai ra, mot s6 linh vuc nghién ciru khéc trén sam
Ngoc Linh nhu: Nghién ctu kha ning ndy mam cua hat nhan tao tir phoi vo
tinh sam Ngoc Linh. Panh gia sy 6n dinh di truyén cdy sam Ngoc Linh bang
chi thi RAPD; Chuyén gen tao ré to va khao sat sinh truéng cua ré to sim
Ngoc Linh; Nghién ctru tich luy va san xuat hop chat thir cap.

Cam g da boi hoa 1a mot phuong phap tao gidng cay tréng co thé
tao ra cac kiéu gen méi véi cac dic tinh hinh thai, sinh Iy va sinh hoa dugc
cai thién thdng qua viéc tac dong dén hé gen, kiéu hinh, sinh 1y va co quan
chuyén hoa cia cdy. Tang kich thudc té bao thyc vat, mé rong co quan, ting
sinh khéi va san xuat chit chuyén héa th cap 1a nhitng két qua dién hinh cua
phuong phap cam tmg da boi nhan tao. Di véi nhitng loai cay duoc liéu, sir
dung phuong phéap da boi hda cd thé thay doi cac thanh phan hién c6 trong
cau hinh héa hoc ciia chiing bang cach thay doi su diéu hoa tong hop cac chat
sinh hoa, thém mat s6 thanh phan mai vao ciu trdc héa hoc caa ching.



Tuy nhién, cac bao cao nghién ctu vé sy da boi trén sim Ngoc Linh
van chua dugc ghi nhan. Vi vay, nghién ctru da boi hoa trén sam Ngoc Linh
ma& ra mot hudng nghién ciu méi trén dbi tugng nay.

CHUONG 2. VAT LIEU, NOI DUNG VA
PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vat ligu

Ngudn vt liéu sir dung 12 mau 14, cubng 14 va ré cua cay sim Ngoc
Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) in vitro ba thang tudi (thé ludng
boi 2n = 24). Cac mau phdi & cac dang hinh cau, hinh tim va c6 14 mam dong
nhét duogc tach tir cum phdi. Thi nghiém dugc tai Vién Nghién ctu khoa hoc
Tay Nguyén.
2.2. N¢i dung va phuong phap nghién ciru
2.2.1. Ngi dung 1: Téi wu hod nguén vat ligu phét sinh phoi soma tir cay
sdm Nggc Linh in vitro

Nghién ciru anh huéng cua cac ngudn mau cdy khac: manh 14, cudng
1, r& cua cdy in vitro va mau ciy phéi & cac dang hinh cau, hinh tim, c6 14
mam Ién sy phét sinh phdi vo tinh sdm Ngoc Linh.
Thi nghigm 1: Khao sat anh huong cua 2,4-D va TDZ 1én sy phéat sinh phoi
tir manh 14, cudng 14 va ré sam Ngoc Linh

Mau 14, cubng 14, r& duoc nudi cy trong méi trudng MS chira ¢b dinh
0,5 mg/L NAA + 30 g/L sucrose, bd sung 2,4-D, TDZ dbi chiing 1a moi
truong MS khéng b sung 2,4-D va TDZ.
Thi nghigm 2: Khao st anh hudng cua 2,4-D va TDZ [én sy phét sinh phoi
thir cap tir ph6i hinh cau, hinh tim, phdi cd 14 mam.

Phdi hinh cau, hinh tim va c6 14 mam tir cum phéi dugc tach riéng
ting phdi roi va nudi cdy trong méi trudng MS + 0,5 mg/L NAA + 30 g/L
sucrose, ¢6 bo sung riéng ¢ 2,4-D, TDZ, dbi ching 12 méi trudng MS khdng
bé sung 2,4-D va TDZ.



Thi nghi¢m 3: Khao séat anh huong két hop cua 2,4-D va TDZ 1én su phét
sinh phéi tir nguén mau cé su tai sinh phdi cao nhét trén méi truong bd sung
2,4-D, TDZ riéng I¢ cua sém Ngoc Linh.

Mau cho s Iugng hinh thanh phéi cao tir thi nghiém 1, 2 dugc nudi
cdy trong MS + 0,5 mg/L NAA + 30 g/L sucrose, bd sung 2,4-D két hop voi
TDZ.

2.2.2. Nji dung 2: Xir Iy nguon vt liéu t6i wu ciia sam Ngoc Linh véi cdc
tac nhdn da bgi colchicine va oryzalin

Phdi sdm Ngoc Linh dang hinh cau, dong déu dugc xu ly trong moi
truong MS long cd bé sung colchicine (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 va 0,7%), thay
ddi theo thoi gian (24, 36, 48 va 72 gid). Sau do, cac phdi da xir Iy dugc
chuyén sang méi truong phat sinh phoi di khao sat & cac thi nghiém trudc
dé theo ddi cac bién di. Cac phdi khong xur Iy voi colchicine dugc sir dung
lam d6i chtng.

Thi nghiégm 5: Khdo sat anh huong cua oryzalin 1€n sy phét sinh phoi thi
cap cua sam Ngoc Linh

Phdi sdm Ngoc Linh dang hinh cau, dong déu dugc xt ly trong moi
truong MS long ¢ bd sung oryzalin (0; 0,01; 0,02; 0,03; 0,05 va 0,07%),
thay doi theo thoi gian (24, 36, 48 va 72 gid). Sau do, cac phoi da xir Iy dugc
chuyén sang méi truong phat sinh phoi di khao sat & cac thi nghiém trudc
dé theo ddi céac bién di.

2.2.3. Ngi dung 3: Khdo sét s sinh trwéng ciia cac thé cé biéu hién bién
di va xdc dinh dé boi
Thi nghigm 6: Khao sét su sinh trudng va xac dinh mic d6 da boi cua cay
sam Ngoc Linh tir c4c phéi thir cip phét sinh tir phoi da xir ly tac nhan gay
dot bién da boi bang colchicine.

Céc phoi thir cp bién di kiéu hinh cua cay sam Ngoc Linh (Panax
vietnamensis Ha et Grushv.) in vitro 8 tuan tudi sau khi xir ly colchicine &



giai doan trén dugc tach ra va nudi cy trén méi trudng MS bo sung 8 g/L
agar, 30 g/L duong sucrose. Sau 12 tuan, cay duoc theo ddi sy sinh truong,
phét trién cua cay theo thoi gian.
Thi nghiém 7: Khao sat sy sinh truéng cua cay tir boi trong diéu kién nudi
cdy in vitro

Sau khi xac dinh mirc 46 da boi cua cay con bang cach dém sé luong
nhiém sic thé, cac cay duoc xac dinh la thé tir boi duoc tiép tuc nudi cay
trong 32 tuan va ghi nhan cac dic diém sinh trudng. cac cay con ludng boi
duoc sir dung lam ddi chimng.
2.2.4. Ngi dung 4: Xdc dinh dg én dinh cia cay tir béi théng qua cdc buwéc
tai sinh
Thi nghiém 8: Nghién cuiru su tai sinh phoi tir cac bo phan cua cay tir boi sdm
Ngoc Linh trén moéi truong sinh trudng thich hop

Ngudn vat liéu st dung trong thi nghiém nay 1 14, cudng, than ré

ctia cdy sm Ngoc Linh c6 dot bién ta boi 32 tuan tudi dugc nudi cay tai sinh
phoi trén méi trudng tai sinh phoi téi wu cua ting ngudn vat lidu. Panh gia
d6 6n dinh cua cay ti boi thong qua cac phuong phap nhuém NST, soi khi
khong, quan sat hinh thai cdy va cic co quan ctia cdy tu boi, giai phau va
quan sat cau trdc giai phau.
Thi nghigm 9: Khao sat sy hinh thanh phoi thir cap tir phdi c6 ngudn gdc tir
ciy ttr bdi qua 3 1an ciy chuyén trén méi truong sinh truong thich hop

Phoi tai sinh c6 ngudn gdc tir cc ngudn vat lidu & thi nghiém 8 duoc
tién hanh nhan sinh khdi. Cac phéi dugc cdy chuyén 3 lan sau 30 ngay sinh
truong, sau d6 cac phoi s& duoc trai 1én méi trudng MS dé hinh thanh cay
hoan chinh. Cac cly nay s& duoc tién hanh danh gi4 cac bién di vé kiéu hinh,
mat do khi khong, chiéu dai, chiéu rong khi khong va dém NST dé xac dinh
ti 1& cay ti boi on dinh.

2.2.5. Xdc dinh cdc dét bién théng qua cdc phwong phdp



Phuong phap giai phau va quan sat giai phau hinh thai thuc vat,
phuong phap nhuém NST, phuong phap quan sat khi khong
2.2.6. Phwong phdp xir Iy thong ké

Thi nghiém b tri hoan toan ngau nhién vai 3 1an lap lai. S6 liéu duoc
xtt ly bang phan mém Microsoft Excel 2019, so sénh ANOVA 1 yéu té véi
phép thir Duncan (p<0,05) (Duncan 1955) trén phan mém SPSS 16.0.

CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Ndi dung 1: T6i wu hoa ngudn vit ligu phat sinh phoi soma tir cay
sdm Ngoc Linh in vitro

3.1.1. Anh hwong cua 2,4-D va TDZ |én sy phat sinh hinh thai tir manh
14, cuéng l& va ré sam Ngec Linh

8 o (P .
Ry |
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01mg/LTRZ 0, z i
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Hinh 3.1. Anh huong ciia 2,4-D va TDZ Ién sy phat sinh phoi vo tinh tir mau
manh 14 sém Ngoc Linh sau 6 tuan nudi cay (thudc 1 cm).
S6 phoi trung binh khong ti I¢ thuan véi nong do xir ly, s6 phéi cao

nhét 1a méi truong bo sung 0,5 mg/L 2,4-D tuong tmg 1a 51 phoi nhung sau
do6 giam xudng 35,67 phoi khi ting ndng d6 0,7 mg/L 2,4-D (Hinh 3.1). Moi
truong bd sung TDZ, sb phoi trung binh cé sy khac nhau gitra cac nghiém
thirc, cao nhat trén méi truong bd sung 0,3 mg/L TDZ twong tng 48,33 phdi
(Hinh 3.1).



0,3 mg/LTDZ 0,5 mg/LTDZ

Hinh 3.4. Anh huong ciia nong do 2,4-D va TDZ toi wu Ién sy phét sinh phoi
tir mau re (A,‘D, G), cy(‘)ng 14 (B, E, H) va manh I& (C, F, I) ctia sdm Ngoc
Linh sau 6 tuan nudi cay (thudéc 1 mm).

S6 phéi trung binh trén mau cao nhét ghi nhan & mau manh 14 (51,00
phéi) trén méi truong bd sung 0,5 mg/L 2,4-D, trén mau cudng la (25,33
phdi) va mau ré (17,67 phoi) (Hinh 3.4).
3.1.2. Anh hwéng ciia 2,4-D va TDZ 1én su phét sinh phoi thir cdp tir cac
deng phéi ciza sdm Ngec Linh

Phat sinh phdi thtr cap 1a qua trinh phéi dugc hinh thanh tir phdi, mang
lai nhimg wu diém hon so v&i phat sinh phoi so cap nhu mic do dong déu
cao va khong phu thudc vao ngudén mau ban dau. Trong nghién ctu nay,
ching t6i tién hanh khao sét sy hinh thanh phéi thir cap tir ca 3 dang phoi,
hinh cau, hinh tim va phoi c6 14 mam.
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Hinh 3.8. Anh huong ciia ndng d6 2,4-D va TDZ t6i wu 1én sy phét sinh phoi
thir cap tir cac dang phdi hinh cau (A, D), phoi hinh tim (B, E) va phdi c6 la
mam (C, F) sam Ngoc Linh sau 6 tuan nudi cay (thuoc 1 mm).

Vay, sau 6 tuan nudi cdy, két qua cho thay, s6 phéi trung binh trén mau
cao nhit dugc ghi nhan & mau phéi hinh ciu trén méi trudng bd sung 0,3
mg/L TDZ (68,33 phoi). D6i véi méi truong bo sung 2,4-D, nong d6 0,5
mg/L cho sb phéi hinh thanh trén mau phéi hinh cau, phéi hinh tim va phoi
c6 14 mam déu t6i wu hon cac ndng do khac 65,67 phéi, twong wng (Hinh
3.8).
3.1.3. Anh hwéng ciia vigc bé sung két hep ciia 2,4-D va TDZ |én sw phat
sinh phéi the cdp tir mdu phoi hinh cau ciza sam Ngec Linh

Mau phéi hinh cau dugc tiép tuc khao sat sy phat sinh phoi dudi anh
huong cia sy két hop 2,4-D va TDZ. Két qua cho thay su két hop 2,4-D va
TDZ & nong d thich hop cho kha ning phat sinh phdi thir cap cao. S6 lugng
phdi hinh thanh cao nhit (73,33 phdi/mau) trén méi trudng ¢ bd sung 0,7
mg/L 2,4-D va 0,1 mg/L TDZ (Bang 3.3, Hinh 3.12) va cao hon so v&i bd
sung riéng lé 0,3 mg/L TDZ (67,00 phdi/mau). Trong luong tuoi cum phoi
cao nhat ¢ ndng d6 0,7 mg/L 2,4-D va 0,1 mg/L TDZ (2,73 g) (Bang 3.3).
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Bdng 3.3. Anh huong két hop cua 2,4-D va TDZ Ién sy phat sinh SSE tir
mau phdi hinh cau in vitro sau 6 tuan nudi cay.

Nongdo ~ Nong  Tilgcam  Tilg cam S6 phoi lug‘é“tﬁm .
2,4-D d0 TDZ ungmdseo  Ung phdi trung binh ; o M0 ta
(mgll)  (mg/L) %) %) (Phoi/méu) C““(lggh‘”

0 0 350" 39,67° 4.67° 0,32° .

0 03 10000°  100,00° 67,00° 2,35¢ nh:jéhnz ;:grg;]ﬁi
02 03 100,00° 100,00° 51,33¢ 2,05¢ bao gdm phoi
05 03 100,007 100,00° 55,677 2,62% hinh cAu, hinh
07 0,3 100,007 100,00? 69,00° 2,57 tim, phoi ¢ la
07 0,1 100,00 100,00 73,33 2,73 mam; phoi c6
07 05 100,00° 100,00° 69,33° 2,62 mau trang sang
0,7 0,7 100,00° 100,00° 59,67 2,65 va mau xan

*Céc chit cdi khdc nhau (a, b, ...) trong cimg mgt ¢t thé hién sie khac biéz ¢é ¥ nghia thong
ké tai p < 0,05 (Phép thir Duncan).

Hinh 3.12. Anh hudng két hop cua 2,4-D v

=F

—|G

a TDZ Ién su phét sinh ph6i tha

cap tir phoi hinh cau cua sam Ngoc Linh (thuéc 1 mm). A: d6i ching. B - D:
mdi truong bo sung 0,2; 0,5 va 0,7 mg/L 2,4-D ket hop véi 0,3 mg/L TDZ.
E - G: mo6i truong bo sung 0,1; 0,5 va 0,7 mg/L TDZ két hop vai 0,7 mg/L

2,4-D, tuong ung.

3.2. Ngi dung 2: Xir ly tao da bai trén sam Ngec Linh bing colchicine va

oryzalin

3.2.1. Anh hwéng ciia colchicine 18n si phét sinh phdi thiz cap

Két qua ghi nhan tai (Bang 3.2).

Céc phoi so cap hinh ciu sam Ngoc Linh duogc xir Iy véi colchicine.
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Bdng 3.4. Anh hudng cua colchicine dén sy cam tng SSE bién di sau 4 tuan
nudi cay.

Thoi o . S pheéi thir cAp
. X Til¢ Ti 1€ phoi P
NT  Colchicine (%) £ *" shng bt thuong (Phéi/mau)
(gi.’& ) (%) (%) Binh thuong  Bién di
1 0,0 0 100,00%" 0,00 27,22 0,00
2 0,1 92,56 4,867 23,89 1,22
3 0,2 89,00 11,16' 21,200 2,67¢
4 03 24 86,11 12,509 21,00t 3,00¢f0
5 05 88,45 23,5010h 17,89% 2,82
6 0,7 82,114 20,32¢foh 14,00¢feh 3,56«
7 0,1 90,33 11,319M 12,221 1,56"
8 0,2 83,44t 17,20 13,17¢foh 2,67¢
9 0,3 36 80,11%f 20,23¢fh 12,34¢fen 3,11%f
10 05 75,22¢ 19,36¢feh 15,89¢% 3,78t
11 0,7 72,331 23,60¢0f 10,459 3,200
12 0,1 70,330h 16,55 16,00°%" 3,00¢fe
13 0,2 57,78k 29,40¢% 10,459 4,22
14 03 48 62,451 21,65%f 12,44¢foh 3,44cd
15 05 52,004 29,52¢t 13,5680 5,442
16 0,7 43,22 33,88 8,11’ 5,112
17 0,1 65,00" 18,93¢feh 16,89¢% 3,89t
18 0,2 50,454 21,99¢%f0 9,89" 2,78
19 03 72 30,44™ 31,27 8,11’ 3,56
20 05 32,33" 42,08 7,44il 4,89%
21 0,7 22,11" 46,49° 5,22 5,56

*Cac ky tir khdc nhau (a, b, ...) trong cing mét cét thé hién suw khéc biés cé y nghia thong ké
¢ p < 0,05 (Phép thi Duncan).

Hinh 3.15. Sy phét sinh phdi thi cap bién di tir phoi hinh cau cua sam Ngoc
Linh dudi tac déng cua cac ndong do colchincine (0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0.7%)
trong 24 gid xu ly (frong g tir trai sang phdi). A va B: phdi thir cp hinh
thanh sau 4 tuan nudi cdy. C va D: Phoi thir cp hinh thanh sau 2 thang nudi
cay.
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Xir ly 24 gio, ty 16 séng cua mau giam tir 100% con 82,11%. Ngu’oc
lai, ti I¢ hinh thanh phoi dot bién 1a 4,86% tai ndng do colchicine 0,1% va
tang lén 20,32% tai nong do colchicine 0,7% (Bang 3.4, Hinh 3.15).

Hinh 3.17. Sy phét sinh phdi thi cap bién di tir phdi hinh cau cua sam Ngoc
Linh dudi tac dong cua cac ndong do colchincine (0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7%)
trong 48 gio xtr ly (fuong g tir trai sang phai). B: phoi thir cdp hinh thanh
sau 4 tuan nudi cdy. C va D: Phdi thir cap hinh thanh sau 8 tuan nudi cdy.

Xur ly 1én 48 gio, ty 1é mau sdng giam chi con 43,22% tai nong do
colchicine 0,7% (Bang 3.4, Hinh 3.18A, B). s6 phoi thir cip trung binh ciing
giam rat dang ké so véi cac moc thoi gian xir Iy ngan hon. Tai méc thoi gian
nay, s6 phoi thir cip c6 biéu hién bién di ting kha cao va dat cao nhit tai
nghiém thuc xur ly 0,5% colchicine (5,44 phoi/mau cdy) tuong tng ty 18 1a
29,52 % (Bang 3.4, Hinh 3.17).
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Hinh 3.18. Sy phét sinh phdi thir cap bét thudng tir phoi hinh cau ciia sam
Ngoc Linh duéi tac dong cua cac nong do colchincine (0,1; 0,2; 0,3; 0,5;
0,7%) trong 72 gio Xu ly (twong ung tur trai sang phai). A va B: phoi thur cap
hinh thanh sau 1 thang nu6i cay. C va D: Phoi thir cap hinh thanh sau 2 thang
nuoi cay.

Tai mdc thoi gian 72 gio, ty 16 séng caa cadc miu giam va chi con
22,11% tai nghiém thirc xu ly colchicine 0,7% (Bang 3.4). Tuy nhién, sé phoi
bién di va ty 1¢ phdi bién di caa mau c6 su gia tang rat rd rét. Ty Ié phdi bién
di cao nhat 12 46,49% tai colchicine 0,7%, s phéi bién di tuong ng 5,56
phdi/mau (Hinh 3.18).

3.2.2. Anh hwong cia oryzalin 1&n s phét sinh phdi thi cdp

Ty lé séng thap nhit dwoc ghi nhan tai ndng do oryzalin cao nhét
0,07% tai c4c méc thoi gian 24 giod, 36 gio, 48 gio va 72 gio (46,7; 40,0; 33,3
va 13,3%, twong ung) (Bang 3.5).

Tai mdc thoi gian 24 gio, nong do oryzalin thip 0,01% s6 phéi thir cap
tuong ddi cao (17,7 ph6i/mau) nhung ty I¢ phoi thir cap dot bién thap nhat
(7,9%) va thap hon dang ké & ndng d6 0,07% (31,5%). Tai mbc 36 gio, ty &
phdi bién di ting khi ting ndng d6 oryzalin (15,7 - 31,6%). Nghiém thuc
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0,07% oryzalin trong 48 gio cho ty 1¢ phdi bién di cao (38,3%). Xu Iy voi
nong do 0,03 - 0,07% oryzalin trong 72 gio cho s6 phdi thar cap thap nhat
(7,7 - 8,0 phdi/mau) va cho ty 1¢ phoi bién di cao nhét (42,6 - 45,8%) (Bang
3.5, Hinh 3.20).

Hinh 3.20. Anh hudng caa oryzalin Ien su phét sinh phéi tht cap bién dj tir
phdi hinh cau ciia sam Ngoc Linh tai cac thoi gian xir 1y khac nhau (ddi
ching, 24 gio, 36 gio, 48 gio, 72 gio, twong ung tu trai sang phai). A va C:
phoi thir cap hinh thanh sau 4 tuan nudi cay. B va D: Phai thtr cap hinh thanh
sau 8 tuan nudi cay.
3.2.3 Sw sinh trwéng ciia cay tir cac phdi ther cdp phét sinh tir phéi dwec
xu ly colchicine

Céc phoi thir cap c6 biéu hién bién di (phét sinh tir cac phoi da xir ly
colchicine) dwgc chuyén sang moéi truong MS chira 8 g/L agar, 30 g/L
succrose. Sau 12 tuan nudi cdy, su sinh truéng, phat trién caa ciy duoc ghi
nhan va thé hién trong bang 3.6.
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3.2.4. Mgt sé ddc diém hinh thai va gidgi phdu cia cay con sau khi xi Iy da
bgi bang colchicine

Céc cay con bat ngudn tir cac phéi sau khi xir Iy da boi dugc quan sat va
ghi nhan sy thay doi vé thay d6i vé mat hinh thai (hinh 3.22; 3.23), cau tric
(Hinh 3.24), dic diém khi khi khau va ¢ém sé lugng NST (Hinh 3.25).

Jw "\‘&' ; ",.",1 \' L ZI

1219 C e
Hinh 3.22. Dic diém kiéu hinh caa mot sé cay con sau khi xtr Iy da boi

bang colchicine sau 12 tuan nudi cy (thudc 2 cm).

Hinh 3.23. Mot s6 dang 1a bién di ciia cAy con bat ngudn tir phoi duoc xir 1y
colchicine sau 12 tudn nudi cdy (thudc 1 cm)
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Hinh 3.24. Hinh théi giai phiu ctia cudng 14 va ré cay sim Ngoc Linh c6 kiéu
hinh bién di. MAu cudng 14 & ciy dbi chimng (A) va cay bién di kiéu hinh (B)
(thudc 1 mm). Mau ré & cdy ddi ching (C) va ciy bién di kiéu hinh (D)
(thude 0,2 mm).

Bdng 3.7. Khi khong ciia cAc dang bién di sau xir Iy colchicine, sau 12 tuan
sinh truong

e AA Lt ik Mat d6 lyc lap Chiéudai  Chiéu rong
Cay MaESiS’k'f/‘r'nﬁqh;)’”g (S6 luc lap/khi  khi khéng ki khang
, khong) (um) (um)
Péi chimng 125,7° 27,3 57,33 42,33
Bién di 119,7% 29,52 78,00° 55,332

*Cac ky tw khdc nhau (a, b, ...) trong cung mét cét thé hién sy khac bigr ¢6 y nghia thong ké
¢ p < 0,05 (phép thiz Duncan).

Chuing tdi tién hanh d4nh gia kha ning da boi ciia cac dang nay dua vao
céc chi tiéu v& hinh thai, kich thudc va d6 boi cua cdy bang cach xac dinh
céc chi tiéu vé& khi khong nhu: Mat d6 khi khong/em?, mat do luc lap khi
khong/cm?, chiéu dai khi khdng, chiéu rong khi khong (Bang 3.7, Hinh 3.25).
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Hinh 3.25. Pic diém khi khong ¢ 14 cdy sam Ngoc Linh bién di kiéu hinh
sau 12 tudn nudi ciy tir phoi thir cap. Hinh dang khi khong cay dbi chung (A,
B) va cdy bién di kiéu hinh (C, D) (thuéc 0,05 mm); Mat d6 khi khong cay
dbi chimg (E) va ciy da bdi (F) (thudc 0,1 mm).

Quan sat hinh thai caa nghién ciru ndy cho thady mat do khi khong cua
cac dang bién di c6 thap hon cay dbi ching. Ngoai ra, quan sét trén kinh hién
vi cho thiy c6 su khéc biét khé rd vé sb luong luc lap trong té bao khi khong
14 cay bién di va 14 cay ddi ching. S6 lwong luc lap trong té bao khi khong
14 cAy bién di cao hon so véi 14 cdy ddi chung (Hinh 3.25). Trong d6, sb
luong luc lap trong té bao khi khong caa cay tir boi gan gap doi so vai cay
nhi boi.

3.3. Ndi dung 3: Xac dinh mirc d9 da bdi ciia cay con sam Ngoc Linh bit
nguén tir phdi so' cAp dwoc xir ly véi colchicine

DPém s6 luong NST 1a phuong phap xac dinh mac do da boi dang tin
cay va rd rang nhat. Trong nghién ctu nay, s6 luong NST trong cac dau ré
ctia cay con ¢6 nguon gdc tir phoi thir cap duge dém dé xac dinh cac thé da
boi (Hinh 3.27). Két qua cho thay cac thé ta boi va thé hdn boi da hinh thanh
dudi tac dong cua colchicine; tuy nhién, ty 1é cam ung da boi cta cdy con
phu thudc dang ké vao ndng do va thoi gian xi ly (Bang 3.8).

O thoi gian xir ly trong 24 gio, cac thé t boi bat dau duoc ghi nhan &
ndng do xir Iy 0,2% colchicine hoidc cao hon. Pong thoi, cam &ng tir boi ting
dan khi ting ndng do xir ly. O ndng dé colchicine cao 0,5 - 0,7%, cac thé hdn
boi dugc ghi nhan véi ty ¢ thap (dudi 10%). G 36 gio xt ly, xt 1y 0,1 - 0,7%
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colchicine déu cho ty 1& tir boi 16n hon 10%, ti 1¢ t boi cao nhat dugc ghi
nhan tai ndng do 0,7% (22,22%). Bén canh do, ti 1& cay hon bdi ting dan khi
tang nong do xu ly, ti 1& cdy hdn boi cao nhat dugc ghi nhan.

Bdng 3.8. Anh huong cua nong do colchicine dén ti cam (g da boi ctia sam
Ngoc Linh ¢ céc thoi gian xir ly khac nhau khéc nhau.

Nghiém Colchicine (%) Thoi gian xir Iy Ti 1¢ cam (g da boi (%)
thie (gio) T boi Tap boi
1 0,0 0 0,007 0,009
2 01 0,00 0,009
3 0,2 11,11% 0,009
4 0,3 24 14,81% 0,009
5 05 18,52 3,70%
6 0,7 18,52 7,41
7 01 14,81% 7,41
8 0,2 18,52 11,12¢
9 0,3 36 18,52 14,81%
10 05 18,52 22,224
11 0,7 22,22% 25,92°
12 01 18,52 11,12¢
13 0,2 22,22 14,81%
14 0,3 48 22,22 22,22
15 05 25,922 25,92
16 0,7 18,52 29,63°
17 0,1 11,11¢% 22,224
18 0,2 7,41%f 25,92
19 0,3 72 3,70 40,740
20 05 3,70 48,142
21 0,7 3,70 55,55

*Céc Ky tu khdc nhau (a, b, ...) trong cing mét cét thé hién su khéc biéz 6 ¥ nghia thong ké
¢ p < 0,05 (Phép thiz Duncan).

Xir ly colchicine 0,2% - 0,5% trong 48 gid cho hiéu qua cam wng cay
tar boi toi wu (22,22% - 25,93%). O thoi diém 72 gio, ty & cay tir boi giam
manh khi ting ndng d6 colchicin tir 0,1% - 0,7% (tir 11,11% xubng 3,70%),
nguoc lai ty 1& cay hdn boi hinh thanh tang manh, cao nhat & nong d tir 0,5
% - 0,7% (48,15% va 55,56%).
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Hinh 3.27. Sb lugng NST & cac dau ré thuoc thé luong boi (2n = 24) (A) va tt boi
(2n = 48) (B) & sam Ngoc Linh sau 32 tuan nuéi ciy (Thudc 5 um).

Trong nghién ciru ndy, sdm Ngoc Linh tir bdi (2n = 48) dugc tao thanh
cong tir phoi thir cap phat sinh tir phéi dugc xir Iy bang colchicine véi ti 16
cam tng cao (25,92%). Bong thoi, céc thé tap boi ciing duoc ghi nhan trong
qua trinh xtr 1y da bdi véi mau phoi sim Ngoc Linh vai ty 1é cao (Bang 3.8).

Mt khac, su thay do6i dic diém cua khi khong duoc coi 1a mot trong
nhitng du hiéu thuong gap & thé da boi. Theo két qua xac dinh do boi phia
trén, c&c 14 cua cay tu boi va cay ludng bdi dugc thu nhan va quan sat dac
diém cua cac khi khong bang kinh hién vi quang hoc. Két qua cho thay khi
khdng & 14 cia cc thé tir bi ¢d hinh triig, nam rai rac va co kich thuéc 16n
hon d6i chang. Chiéu dai va chiéu rong cua khi khong & 14 tir boi (75,46 pm
va 52,63 pum) 16n hon dang ké so véi d6i chiang (57,10 pm va 42,03 um)
(Bang 3.9, Hinh 3.28A, B). Tuy nhién, mat do khi khong cua thé ta boi
(110,20 khi khong/mm?) thap hon ddi chirng (122,67 khi khong/mm?) (Bang
3.9). Ngoai ra, quan sat bang kinh hién vi cho thiy sy khéc biét dang ké vé
s6 lwong luc lap trong khi khdng cua 14 ta boi va ludng boi. S6 lwong luc lap
trong khi khéng cua l4 ti boi ¢6 mat do cao hon dbi chung (Hinh 3.28 C, D).
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Bding 3.9. Pac diém khi khong trén bicu bi 14 cua cdy sam Ngoc Linh ti boi
sau 3 thang nudi cay

Miu do Chiéudai  Chiéu rong khi Ti Ié khi khdng?
Cay kh('n']‘r:%"g "h'( kr':]‘)’"g "(h‘;;‘)g Chisu Chisy
H H dai rong

Ludng boi 12267% 57,10 42,03 1 1
Tér boj 110,20° 75,46° 52,63° 132 124

*Cac ky tu khdc nhau (a, b,...) trong cung mgt cot the hién sy khac biét c6 y nghia
thong ké ¢ p < 0,05 (Phép thz Duncan). ZT7 I¢ giira chiéu dai (hogc chiéu réng) khi

AU 127 2 4
Hinh 3.28. So sanh dic diém khi khong cua cac thé ludng boi va tir boi &
sam Ngoc Linh sau 12 tuan nudi cdy. Hinh dang va kich thugc caa khi khong
& thé ludng boi (A) va tir boi (B). Mat do luc lap trén té bao bao vé khi khéng
ctia thé ludng boi (C) va ta boi (D) (thudc 20 um).

3.4. Ndi dung 4: Khao sat si sinh trwéng, kha niing tai sinh va tinh 6n
dinh caa cay sam Ngoc Linh twr bgi

Céc cay tir boi c6 nhimng thay d6i dang ké vé mot sé dac diém hinh
thai so véi cay con ludng boi sau 32 tuan nudi cy, chiéu cao cay con cao
nhét (12,10 cm), cao hon dang ké so véi cdy con ludng boi (7,59 cm). L4 cay
con tir boi phét trién tt vé duong kinh cudng 14, chiéu dai cubng 14, chiéu
rong 14, chiéu dai 14. Ngoai ra, khdi lugng twoi than ré va khdi lugng tuoi ciy
con Ién hon dang ké (tuong tng 1a 40,00% va 54,01%) so véi cac thé ludng
boi (Hinh 3.29 va 3.30).
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Hinh 3.29. So sanh mét s6 dic diém hinh thai gitra thé ludng boi va thé tu
boi cua sam Ngoc Linh sau 32 tuan nudi ciy. A: cay con trong dng nghiém
ludng boi (tréi) va tir boi (phai) (thude 1 cm). B va C: thong ké mot sé dic
diém sinh truéng cua cay con ludng bdi va t boi (*p <0,05).

Hinh 3.30. Cay sam Ngoc Linh in vitro thé ludng boi (A) va thé tar boi (B -
D) sau 32 tuan nudi cay (thugc 1cm).

Céc mau cy cay tir boi cho két qua tai sinh tdt trén moi truong thich
hop. Mau manh 14, sé phdi trung binh trung binh (42 phdi/mau) khong khéac
biét so v6i manh 14 cy dbi chung ludng boi (41,7 phdi/mau). Twong tw, mau
ciy la cudng 14, ré ciing co sb phoi hinh thanh cao, twong tng la 35 phoi/
mau ddi véi mau cudng 14 va 25,3 phdi/ mau déi voi mau ré (Bang 3.10, Hinh
3.31).
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Bdang 3.10. Su téi sinh phoi tir cAc bo phan cua cay tir boi cia SAm Ngoc
Linh trén mo6i truong sinh truong thich hop

M Ty 1€ cam tng sé phoi Trong lugng tuoi (g)
phai(%) (phoi/mau) Lan 1 Lin2 Lin 3
bC 100 41,7 2,02° 2,09 2,14°
L& 100 42,0 2,99 2,82 2,728
Cudng 14 100 35,0% 2,04 2,21° 2,140
RE 100 25,3° 1,25° 1,25¢ 1,37¢

*Cac ky tw khdc nhau (a, b, ...) trong cing mét cét thé hién suw khac biér c6 y nghia thong ké
¢ p < 0,05 (phép tha Duncan).

Céc phéi dugc tién hanh nhan sinh khéi trén méi truong tdi wu cho
viéc tao phdi thir cap, sau 3 1an cdy chuyén, phoi van c6 sy hinh thanh tét.
Do @6, su hinh thanh phoi thir cap ctia phoi 6 ngudn goc tir phdi ctia ciy tir
bdi ¢6 su sinh truong kha manh va c¢é sy 6n dinh. Dong thoi, cac cay tir boi
phat trién tir cac phoi thir cap (phoi tai sinh & 1an cdy chuyén thir 3) trén moi
truong MS cho thay d6 on dinh vé kiéu hinh va do boi sau 32 tudn nudi ciy
(Hinh 3.32).

Hinh 3.31. Su tai sinh phdi ctia ciy sim Ngoc Linh tir bdi tir cac ngudn vat
liu khac nhau. A, B, C: Phoi phat sinh tr 14, cudng, 1. D, E, F, G: Sy tai
sinh phoi thu cap tur cac dang phoi cua cdy ta boi cua Ngoc Linh. H, |, Kt
Hinh thai giai phau sy phat sinh phéi tir cic mau cdy cudng 14, manh 14 va ré
cua cdy sam Ngoc Linh tr bdi.
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Hinh 3.32. Cay in vitro, s6 luong NST va khi khong cua éﬁa‘céy sam Ngoc
Linh thé luong boi (A, B, C) va thé tu boi (D, E, F) sau 32 tuan nudi cay.

KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN
Két luan 1: T6i vu hoa nguodn vat lidu phat sinh phdi soma tir cdy sam Ngoc
Linh in vitro
Ti wu hoa ngudn vat lidu cho sy phat sinh phdi soma va su phat sinh
phdi thir cap thanh cong. Trong ba ngudn vat liéu: manh 14, cudng 14 va ré,
su phét sinh phoi soma tét nhat 14 mau manh 14 trén moi trudng MS ¢6 0,5
mg/L NAA va bé sung 0,5 mg/L 2,4-D. Béi véi vat liéu tir phdi soma, hiéu
Qua phat sinh phdi cao hon cac ngudn vat liéu manh 14, cudng la va ré cua
cdy in vitro 3 thang tudi. Trong do, sb lugng phdi phat sinh cao nhét ghi nhan
& mau phdi hinh cau dugc nudi cdy trén moi truong MS ¢6 0,5 mg/L NAA
va bo sung két hop 0,7 mg/L 2,4-D véi 0,1 mg/L TDZ.
Két luan 2: Xt ly tao da boi trén sam Ngoc Linh bang colchicine va oryzalin
Phdi hinh cau cho sy phat sinh phdi bién di ¢ tat ca cac ndng do va
thoi gian thi nghiém. Thoi gian xir Iy mau cang lau két hop véi nong do cao
thi kha ning cho sb luong phdi bién di 1a cang l6n. S6 phdi bién di hinh
thanh cao nhat khi xu ly colchicine véi ndng d6 0,5% - 0,7% trong 48 gio.
Hon nita, xtr ly colchicine ndng d6 0,7% trong 72 gid tac dong sau sic nhat
dén phdi thir cap va cac phdi d6 hau nhu bat thuong.



24

Két luan 3: Xac dinh muc do da boi cua cay con sim Ngoc Linh bit nguén
tir phéi so cap duoc xir 1y vai colchicine.

Xir 1y colchicine, ting ndng d6 va thoi gian colchicine 1am giam ty
Ié séng ciia mau va sb lugng phoi thir cip nhung lam tang ty & hinh thanh
phdi thir cip dot bién, ndng do colchicine ¢ 0,3% dén 0,5% trong 48 gio cho
ty Ié tir boi cao (22,22 - 25,92%). Két qua ciing cho thay thé tir boi (2n = 48)
¢6 kich thude khi khong 1on hon, mat do khi khong thap hon, mat do luc lap
trong khi khong day hon, sinh truéng tot hon so véi thé ludng boi (2n = 24).
Két luan 4: Khao sat su sinh truong, kha nang tai sinh va tinh 6n dinh cua
cdy sdm Ngoc Linh ti boi.

Cay sdm Ngoc Linh tir boi cho cac chi s6 sinh truong cao hon déng
ké so véi cay tir boi. Cac bo phan cua cay tir boi dugc tiép tuc nudi cy dé
khao sat su tai sinh phdi trén moéi truong phat sinh phéi thich hgp thich hop.
Két qua cho thay cac mau cay c6 ngudn gdc tir cay ti boi tai sinh on dinh va
cdy sinh truong tir phdi van mang tinh chit dit trung cua cay tir boi théng
qua cac phuong phap kiém dinh.

KIEN NGHI

- Tiép tuc tién hanh xu 1y tao da boi voi cac ndng d6 va thoi gian xir
Iy colchicine va oryzalin khac nhau hoic véi chat chong phan bao khac dé
t6i wu hoa ti 16 cam tng cay da boi.

- Panh gia va kiém tra cac dic diém kiéu hinh va tinh 6n dinh di
truyén cua céc cay tap boi hinh thanh.
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