~

~
-

NAIA IHL 31

X'T HNIS

AHL O0H X

LVA O

€¢0¢

BO GIAO DUC VIEN HAN LAM KHOA HQC
VA PAO TAO VA CONG NGHE VIET NAM

HOC VIEN KHOA HOC VA CONG NGHE

b 8.0 0.0 ¢ ¢

Lé Thi Diém

NGHIEN CcUU
PA BOI HOA IN VITRO CAY SAM NGOC LINH
(Panax vietnamensis Ha et Grushv.)

LUAN AN TIEN SI SINH LY HOC THUC VAT

Ha Néi - 2023




BQ GIAO DUC VIEN HAN LAM KHOA HOC
VA DAO TAO VA CONG NGHE VIET NAM

HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

LE THI DIEM

NGHIEN CUU
PA BOI HOA IN VITRO CAY SAM NGQC LINH
(Panax vietnamensis Ha et Grushv.)

LUAN AN TIEN Si SINH LY HQC THUC VAT
M3 s6: 9 42 01 12

Xic nhin cia Hoc vién *

Thay hwéng din 1 Théy hwéng din 2

Khoa hos v S BHC U/ |

GS.TS. Dwong Tan Nhyt TS. Trin Qué

Ha Noi - 2023




I
LOT CAM DOAN
T6i xin cam doan day 1a cong trinh nghién ciru cta t6i. Cac két qua duoc trinh
bay trong luan an 1a khach quan, trung thie va chua ting dugc cong bd trong bat ky
cong trinh nao khac. Néu c6 gi sai sot toi xin chiu hoan toan trach nhiém.

Ha Néi, ngay 22 thang 11 nam 2023

Tac gia luan an

L& Thi Diém
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LOI CAM ON

Trong suot qua trinh hoc tdp, nghién cuu va thuc hién ludgn dn tién si, t6i da
nhdn dwoc rat nhiéu sw quan tam, givip do rat tdn tinh tir Quy Thay C6, cdc anh chi,
gia dinh va ban be.

Pau tién, toi xin biét on sau sdc nhdt dén Thay GS.TS. Dwong Tan Nhut (Vién
Nghién citu Khoa hoc Tay Nguyén). Thay da tan tinh hwéng dan, dinh huéng, hét
long sika chita nhitng sai sét trong bai bdo va cdc chuyén dé ciing nhu lugn dn. Thay
dd tao moi diéu kién thudn loi nhdt dé téi cé thé hoan thanh tot dé tai nghién ciru ciia
minh.

Toi xin giri l6i cam on dén Thay TS. Tran Qué da gidi dap nhitng thac mac va
cho nhitng gop ¥ thiét thire givip t6i hoan thanh ludn én nay.

Toi xin gui loi cam on dén Ban lanh dao Hoc vién Khoa hoc va Cong ngheé,
Vien Han lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da tao diéu kién thudn loi trong toan
thoi gian t01 thuc hién ludn dn.

Loi cadm on chan thanh xin dwoc giki dén Ban lanh dao Vién Nghién ciru Khoa
hoc Tay Nguyén da tao moi diéu kién thudn loi dé t6i thuc hién dé tai ludn dn.

Toi xin gui loi cam on dén cac can bé phong Sinh hoc Phan tir va chon tao
giong cdy trong, Vién Nghién ciu Khoa hoc Tdy Nguyén ciing cdc nghién ciru sinh

va cac ban sinh vién da hét long giup do, dong vién toi hoan thanh lugn an.

Cuoi cung, ludn &n nay sé khdng diegc hoan thanh néu khong co sw cam théng
cua gia dinh, nguoi than va ban bé da luon sat canh dong vién va cham soc gia dinh
trong thoi gian t6i ving nha theo dudi con dwong khoa hoc.

Ha N¢i, ngay 22 thang 11 nam 2023

Tac gia luan an
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Lé Thi Diém
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MO PAU

Ngay nay, nhu cau vé cay duoc liéu ngay cang ting dé phuc vu nhiéu linh vyc
bao gom strc khoe va sic dep. Cac phuong phap nhan giéng truyén thdng thudng phu
thudc vao moi truong tu nhién, dé bi anh hudng béi cac tac dong sinh hoc va phi sinh
hoc bét loi, ciing nhu ham lwong hop chét thir cip (HCTC) thu hoach thap. Trong béi
canh nay, viéc phét trién da boi nhan tao sé& 1a mot cach tiép can tiém nang nham ting
strc séng cé thé va ham lwong HCTC. CAc thé hé con lai da boi thdng qua biéu hién
gen da 1am sang t6 nguyén nhan cua su chuyén dong chuyén hoa dan dén tich liy
vuot troi cac HCTC [1].

Panax viethnamensis Ha et Grushv. la loai sim dac hiru caa Viét Nam, vai tén
thuong goi 1a sam Ngoc Linh. Cho dén nay, hau hét cac nghién ctiiu cho thay nhiéu
cong dung hitu ich caa sdm Ngoc Linh trong hé trg giam cac hiéu ung gay stress,
chéng tram cam, khang tac nhan oxy hda... Trong d6, nhém chat saponin vaoi ham
lugng cao va mang tinh dic trung c6 gia tri quyét dinh cia loai sim nay 1a MRz, G-
Rb: va G-Rg: [2]. Hon nita, nhdm saponin c6 cau trac khung dammaran chiém ti 1é
cao (12 - 15%), nhom saponin hién dién nhiéu nhat 1a nhom triterpen [3]. Vi vay, sam
Ngoc Linh di dugc cong nhan 14 loai sim quy nhat cua Viét Nam can dugc ch trong
nghién ctru va phat trién.

Tuy nhién, ca sdm Ngoc Linh mudn dat du chit luong thudong yéu cau thoi
gian sinh truong kéo dai trén 6 nam. Hon nita, cdy ludng boi sinh trudng rat cham
trong tu nhién va c6 khdi luong thap, do vay san luong thu duoc khong dap Gmg du
nhu cau ngay cang ting ddi véi loai duoc liéu quy nay.

Chién lugc nhan gidng quan trong dé nang cao cac dic tinh c6 gia tri cia cay
trong hién nay 1a giy dot bién da boi nhan tao. Gan day, nhiéu nghién ctu tao thé dot
bién da boi trén d6i tugng cay duoc lidu cho thay cay c6 toan bo bo nhidm sic thé
(NST) nhén d6i ¢6 ham luong duoc chat cao [1]. Vi vay, sy nhan d6i NST nhén tao
& cay duoc liéu c6 thé dem lai nhitng két qua kinh té dang ké. K¥ thuét tao dot bién
theo huéng thye nghiém ma cu thé 13 sir dung k¥ thuat xtr Iy gdy dot bién da boi bang
c4c tac nhan hoa hoc (colchicine, oryzalin) 14 mot huéng nghién ctru méi trén déi
tugng sam Ngoc Linh tai Viét Nam. V&1 k¥ thudt nay da mang lai ¥ nghia quan trong,

tao nén tang cho nghién ciu cac ddi twong cay duoc liéu quy dang con kha han ché



vé dot bién va dot bién thé da boi, dit co s nén moéng cho nghién ctu sau hon vé
chon, lai tao giéng va nhan gidng ciy da boi sam Ngoc Linh tai Viét Nam.

Chinh vi vay, dé tai “Nghién ctru da bdi hoa in vitro cdy sam Ngec Linh
(Panax vietnamensis Ha et Grushv.)” duogc tién hanh véi muc dich tao céc cay da
boi véi nhitng dic tinh mong mudn nhu sic séng cao, sinh trudng va phat trién tét,
gop phan 1am phong pht ngudn cay gidng chat lwong cao cho thi trudng gidng cay
duoc lidu quy tai Viét Nam.

Muc tiéu caa dé tai

- Xéc dinh nguon vat liéu téi wu trong cam &ng phoi soma sam Ngoc Linh dudi
tac dong cua cac chat diéu hoa sinh truong thuc vat (PGRs) thong qua k¥ thuat nudi
cay md té bao thuc vat.

- X4c dinh duoc tac nhan da boi trong tng véi ndng do chat tao da boi thich
hop dé tao cay da boi hiéu qua.

- Tao duoc cdy da boi bang tdc nhan hoa hoc tir nguon vat liéu phdi soma c6
ngudn gdc tir cdy in vitro. Budc dau danh gia su sinh trueang va phat trién cua cac cay

da boi trong diéu kién in vitro.
Y nghia khoa hoc ciia dé tai

Két qua nghién ctru cua dé tai s& cung cap khéi quat cac kién thic vé déi tuong
trong nghién ctru da boi. Cac tac nhan thudng duoc tng dung dé xu Iy va céc yéu td
lién quan dén hiéu qua gay dot bién da boi. Bong thai, chon ngudn vat liéu pha hop
va Cac phuong phap xac dinh do boi htu hi¢u. Qua do, tir nghién ctru nay s€ lam co
s& dé xudt qui trinh xtr 1y da boi trén cay sim Ngoc Linh néi riéng va trén cay duoc

liéu néi chung.
Y nghia thue tién cia dé tai

Xac dinh ngudn vat liéu tot nhat va phuong phép 4p dung dé xtr 1y gay dot bién
da boi. Chon loc cac thé da boi, tai sinh thé da boi va dé xuat qui trinh xtr 1y va thu
nhan cac thé da boi hiéu qua trén cdy sam Ngoc Linh bang phwong phap in vitro. Hon
nira, nguon cay sam Ngoc Linh da boi thu duoc tir nghién ciru nay s& 1am co so dé
nghién ctru va dé xuit qui trinh nhan giéng cay sam Ngoc Linh da boi; qua d6 gop

phan hién thyc hoa viéc trong va phat trién loai sim quy nay v6i nhitng dic tinh vuot



tréi & quy md 16n; gop phan luu giit ngudn gen quy va khai thac thém ngudn gen co
vu thé sau khi xr Iy da bdi, lam da dang va thay thé ngudn gidng tir nhién dang dan
can kiét do khai thac qua murc.

Péi twong va pham vi nghién ciru cia deé tai

Déi twong nghién crru

Nghién ctru qua trinh da bdi trén cay sdm Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha
et Grushv.) trong diéu kién in vitro.
Pham vi nghién ceiru

Nghién cau tac dong cia PGRs dén kha nang phat sinh phdi soma (SE) va phoi
thir cap (SSE) tir nhiéu vat liéu khac nhau ciia cay sam Ngoc Linh in vitro thdng qua
k¥ thuat nudi cay md té bao thuc vat.

Nghién ctiru anh huong cia cac tac nhan da boi 1én kha nang cam (ng céc thé
dot bién cua phoi thtr cdp sam Ngoc Linh, budc dau tao duoc cay dot bién da boi thé
tr boi, dong thoi dénh gia cac dic diém sinh truong va phat trién theo thoi gian cua
cay ta boi.

Cac thi nghiém in vitro duoc bd tri tai Phong Sinh hoc phan tr va Chon tao
giong cay trong, Vién Nghién ciru Khoa hoc Tay Nguyén, VAST.

Nhirng déng gép méi caa luan an

Nghién ctru di danh gia dugce kha ning phét sinh phoi thir cap (SSE) tir cac
dang phoi soma (SE) cia sam Ngoc Linh.

Luan 4n da budc dau thanh cong trong viéc xay dung mot quy trinh co ban tao
cay tir boi thdng qua qué trinh tao cac phodi dot bién bang cac tac nhan gay dot bién
da boi. Pong thoi, nghién ctru da bude dau danh gia duoc mot s dic diém sinh truong

cua cay sdm Ngoc Linh thé ti boi.



CHUONG 1.
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. So lwoc vé cay sam Ngeoc Linh

1.1.1. Lich s& phan logi

Nam 1968, sam Ngoc Linh dugc phat hién tai vang ndi Ngoc Linh. Nam 1985,
tai Vién thuc vat Kamarov (Lién X0), tén khoa hoc cia sam Ngoc Linh dugc cong
bd do Ha Thi Dung va Grushvistky dit tén [3].

1.1.2. Phan logi

Gioi: Thuc vat (Plantae)

Nganh: Thyc vat hat kin (Magnoliophyta)
Bo: Hoa tan (Apiales)

Ho: Nhan Sam (Araliaceae)

Chi: Panax

Loai: Panax viethamensis Ha et Grushv.

Tén khac: sam Ngoc Linh, sdm Viét Nam, sam Khu 5
1.1.3. Pdc diém hinh thai

Cay sam Ngoc Linh thuéc nhdm than thao, c6 than ré, chiéu cao khoang 40 -
60 cm. Than ré khong phan nhanh, phan nhiéu dét, mang nhiéu ré nhanh. O cubi than
ré cu thuong kém phat trién, c6 mau vang nhat, nhiéu ré con. Ngoai tu nhién, sam
Ngoc Linh c6 ré cu rat phat trién va co nhiéu kiéu hinh thai khac nhau, pho bién nhat
1a 3 kiéu chinh: con quay, cua ca rét, va bé cu.

Qua c6 hat dang hinh than, sé it ¢ hinh cau det chira 02 hat. Qua mong, chin
mau do6 va & dinh qua mau den. Trong lugng cua qua khoang 275 mg. Hat véi bé mat
15i 18m c6 mau tring hozc vang nhat, chiéu dai khoang 6 - 8 mm, rong 5 - 6 mm [3].

Hoa ¢6 05 canh, 05 nhi mau tring, duong kinh khoang 3 - 4 mm, mau vang
luc nhat, c6 05 14 dai tao thanh hinh chudng, dai khoang 1 - 1,5 mm. Bao phin c6
dang hinh xoan. Bau nhuy c6 hai 14 noan nhung théng thuong chi mot 14 nodn phéat

trién.



La kép c6 dang chan vit, phién 14 mau xanh luc véi nhiéu 16ng dai khoang 1 -
2 mm. Gan 14 dang hinh 16ng chim, gan phu c¢é dang hinh mang. Mdi 14 kép gom niam
14 chét hinh trang, cAc mép 14 c6 dang hinh ring cua, dau 14 ¢ dang nhon, déi khi co

miii nhon va gbc 14 ném [3].
1.1.4. Sinh thai va phan bé

1.1.4.1. Ddc diém sinh thai

Sam Ngoc Linh thich hop véi diéu kién am d6 cao va c6 bong ram, thudng
sinh truéng chi yéu ¢ do cao tir 1000 - 2000 m so véi mit nudce bién, cdy thudng moc
dudi tan rirng. S&m Ngoc Linh sinh trudong noi 4m uét, nhiét d6 15-18°C va lugng
mua trung binh 3000 mm/nam.

Hang nim, céc 14 s& rung theo mia, tir dau mam than ré chi moc mot than
mang l4, do vay tudi caa sam c6 thé can cir vao than ré dé tinh.

Mua hé la mua sinh truéng manh cuaa S&m Ngoc Linh, tir thang 5 - 10 1a mua
ra hoa va két qua. Qua chin rung xubng mat dat va hat nay mam vao mua xuin nim

tiép theo.

1.1.4.2. Ddc diém phan bo

Cay sam Ngoc Linh duoc chinh thirc cong bd nam 1985. Bén nay, ching phan
bd chu yéu & vang nai Ngoc Linh (d6 cao trung binh khoang 2,598 m) thudc tinh
Quang Nam va Kon Tum, Viét Nam. Tuy nhién, su phan b6 tu nhién cua loai sam

nay da c6 nhiéu thay doi do viéc khai thac qua mirc hién nay.
1.1.5. Thanh phan héa hgc

1.1.5.1. Hop chdt saponin

Saponin 1a mot nhém glycosid, nhdm chat nay xuat hién phé bién trong nhiéu
loai thuc vat, va c6 nhiéu trong sam Ngoc Linh. Trong d6, saponin dammaran duoc
xem 1& hoat chat quyét dinh cho céc tac dung sinh hoc ciia sim Ngoc Linh. Céc dang
saponin chinh trong sam Ngoc Linh bao gdm GRb1, GRd, GRg1, MR2. Phan than r&
va ré cu dudi mat dat c6 52 hop chat saponin, trong d6 ¢6 26 saponin c6 cau tric mai.
Hon nita, phan trén mit dat cia sim Ngoc linh ciing giau saponin, trong d6 19 saponin
dammaran da dugc thu nhan vai 11 saponin da biét va 8 saponin cé cau trac méi [3],

[4].



1.1.5.2. Hop chdt polyacetylen

Cac nghién cau cho thay trong sam Ngoc Linh ¢6 7 hop chit thugc nhoém chat
polyacetylen va 5 hop chat dugce xac dinh ciu trc véi panaxynol va heptadeca-
1,8(E)-dien-4,6-diyn-3,10-diol [3].

1.1.5.3. Céc thanh phan khac

Acid amin: 18 acid amin (tryptophan, lysine, histidine, arginine, aspartic acid,
threonine, serine, glutamic acid, proline, glycine, alanine, cystine, valine, methionine,
isoleucine, leucine, tyrosine, phenylanine) & phan duéi mat dat caa sam Ngoc Linh,
bao gom 8 acid amin thiét yéu, trong do, lysine, tryptophan va arginine duoc cho la

c6 tac dung chdng 130 hoa cao [3].

Ngoai ra, & sam Ngoc Linh da c6 20 nguyén t6 da vi luong duoc xac dinh.
Trong d6 sy hién dién da dang céc nguyén t6 nhu Na, K, Mg, Mn, Fe, Zn, Cu, Co, Se

c6 vai tro khac nhau va nhiéu tac dung sinh hoc nhat dinh [3].

Sam Ngoc Linh c6 vung phan bé kha hep nén sé luong ca thé giam nhanh, va
la mot trong 250 loai quy hiém dang dan bién mat do hoat dong khai thac qua murc.
Do d6, sam Ngoc Linh d& duoc giéi han khai thac ngoai ty nhién va dé bao vé loai
sim nay da co nhiéu chinh sach di dugc nghién ciu va ap dung trong d6 da dua vao
sach do Viét Nam. Hién nay, nham muc tiéu bao ton va phat trién cay dugc lidu quy,
da c6 nhiéu nhitng nghién ciru dé phét trién va bao ton gidng sam Ngoc Linh, chu yéu
tai Quang Nam, Kon Tum va Da Lat. Vi vay, nhiéu k¥ thuat méi da duoc tng dung
trong nghién ctu, san xuit, gop phan ting san lwong va gia tri, déng thoi xay dung

gia tri thuong hiéu va thuong mai hda sdm Ngoc Linh.
1.1.6. Nhang nghién ciru trén sdm Ngec Linh

Trong hon 20 nam qua, ¢ Viét Nam cdy sam Ngoc Linh da dugc quan tam
nghién ctru trén nhiéu linh vuc. Nam 2010, nghién ctu caa Nhut va cong su théng
qua cac ngudn mau mo seo, ré va chdi nudi cdy in vitro da xac dinh ham luong
saponin co trong sinh khéi. Pong thoi nghién ciu nay cling cho thay cac PGRs anh
huong 1én qua trinh tich liy hop chat thi cap [5]. Pén nam 2012, tac dong caa methyl
jasmonate dén lugng saponin tich liy trong md seo sim Ngoc Linh in vitro da duoc

khao sat [6]. Nam 2013, nghién ctu cia Ngb Thanh Tai va cong su da chiing minh



anh huong cua anh sang LED Ién sy hinh thanh cay tir SE [7]. Mot s6 nghién ciu
khac ciing d3 dugc thuc hién dé khao sat sy anh hudng cua PGRS dén su tich liy hoat
chat ciia sam Ngoc Linh. Nam 2012, nghién citu ciia Duong Tan Nhut va cong su da
xac dinh ham luong saponin va du lugng cia mot PGRs tich liy trong md seo, choi
va r& sim Ngoc Linh nudi cdy in vitro [5]. Ngoai ra Hoang Xuan Chién va cong su
nam 2011 ciing da thuc hién nghién ctru mot sé yéu té anh huong 18n qué trinh tao ca
sam Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) in vitro, dong thoi nghién ctu

nay nhdm tac gia ciing da xac dinh ham lugng saponin trong cay [8].

Céc nghién ctu vé vi nhan giéng da duoc tién hanh trong nhiéu nim qua nham
hién thuc hoa hiéu qua nhan giéng sam Ngoc Linh [9 - 10]. Nghién ctu phét sinh
hinh thai bang cach sir dung hé thdng I6p mong té bao [11 - 13] va cac nghién cau vé
phét sinh SE cua sam Ngoc Linh [14 - 17] ciing da dugc thuc hién. Viéc nubi cay
nhan nhanh ré thir cap cay sam Ngoc Linh ciing di dugc bao céo trong nhiéu nghién
cau [18 - 22].

Ngoai ra, nhitng nghién ctru tao hat nhan tao tir mau SE va kha nang nay mam
cta hat nhan tao ciing da duoc thyc hién [23 - 25]; danh gié sy on dinh di truyén bang
chi thi RAPD [26]; chuyén gen tao ré to va khao sat sinh truéng cia ré to [27 - 30];
nghién cau tich luy va san xuit HCTC & sam Ngoc Linh [31 - 33]. Tuy nhién, cac
bao c4o nghién ctru vé su da boi trén sam Ngoc Linh van chua dugc ghi nhan. Vi vay,
da boi hoa trén sim Ngoc Linh mé ra mot huéng nghién ciru méi trén ddi twong sam

nay.
1.2. Nubi cay in vitro

1.2.1. Gigi thigu

Nubi cdy md thyc vat 1a phuong phap nuéi cay in vitro ¢ diéu kién vo tring
(sach virus, vi khuan va nam). Nudi cdy mé thuc vat, hay nudi cay in vitro, thuong
dugc dung dé nghién ctiu céc cau trac, sinh ly, sinh hoa, di truyén thuc vat, tao dong
té bao va nhan gidng nhanh chéng (vi nhan gidng) céac loai cay trong cé gia tri kinh
té va duoc hoc [34].



1.2.2. Co sé sinh hgc

Nén tang cua nudi cdy md thuc vat 1a kha ning tai sinh duoc biéu hién bai cac
mo va té bao thyc vat séng. Khi dwoc tach ra tir cdy me va nudi ciy in vitro, véi cac
kich thich hda hoc va méi truong thich hop, céc té bao biét hda s& duoc phan biét hoa
dé tiép tuc phan chia va hudng theo cac con duong phat trién khac nhau dé tao cac té
bao, md, co quan va cdy hoan chinh [35]. Khai niém vé moi té bao séng binh thudng
6 kha ning tai sinh thanh mot co thé hoan chinh duoc goi 1a tinh toan ning cua té

bao, day dugc coi 1a co s¢ quan trong trong nudi cay mo va té bao thuc vat [35 - 36].
1.2.3. Y&u cdu cdn ban trong nudi cdy mo thgec vt

Chon lya md ciy va tim méi truong thich hop 13 hai yéu cau quan trong dé
nudi cdy md thanh cong. Co 1ap mo cay c6 tac dung gian doan cac tuong tac trong
cay nguyén ven, trong khi mdi truong thich hop gidp mé cay thé hién ning luc noi
sinh. Do d6, thanh phan h6a hoc ciia méi trudng nudi cay va cac diéu kien vat ly (khi

quyén, kiéu binh nuéi cay, anh sang, nhiét do...) can duogc kiém soat [34].
1.2.4. Anh hwéng cia logi mdu cdy trong nudi cdy in vitro

Céc con duong tai sinh caa mau ciy la khac nhau. Theo Iy thuyét vé tinh toan
nang cua té bao, té bao c6 kha ning phat trién thanh cay hoan chinh, tuy nhién khong
phai bat ky té bao nao ciing déu co thé biéu hién tinh toan ning. Cac mau ciy co té
bdo da biét hoa cao nhu 14, than, ré hoic mo hoa. Phoi chua truang thanh, mo phan
sinh thuc vat va té bao md phan sinh trong hé thong bé mach thi chua biét hda. Cac
mau cay cang c6 nhiéu té bao chua biét hoa thi cang c6 kha ning tai sinh tao thanh

cay hoan chinh [34].

Cac mau cay c6 cac md phan sinh c6 to chirc, vi du nhu choi bén, chdi hoa
chua truong thanh, hoic khic cat than mang choi bén, ¢6 xu hudng dugc kich thich
dé phat trién theo chwong trinh di c6 sin, giGp nhan nhanh tao sé lugng chdi 16n [35].
Dbi voi cac mau cay khong c6 md phan sinh nhu manh 14, manh cat canh hoa, hoic
céc doan 16ng than thi budc dau tién can thiét cho nudi cay thanh céng la kich thich
cho mot nhém nho té bao tiép tuc hoat dong phan bao. Céc té bao nay cd muc do biét
hoa thip nhu t& bao nhu md 14 va sy phan biét hda cd thé can thiét trude khi di vao
phan chia té bao [35].



1.3. Phéat sinh ph6i soma (SE)

1.3.1. Khai ni¢m

Phat sinh phdi soma 1a qua trinh bién d6i té bao sinh dudng vo tinh (t& bao
soma, té bao co thé, 2n), tac moi té bao khac hon giao ttr, thanh phdi theo mot qué
trinh twong tu véi sinh phéi hop tir. Khac véi sinh san vo phdi, mot kiéu sinh san vo
tinh trong ty nhién, phét sinh phdi soma xay ra trong diéu kién in vitro [34]. Pay la
mot phuong phap tai sinh thuc vat nhanh nhat. Viéc tng dung phuong phéap nay chi
véi thoi gian ngan c6 thé tao ra sé lwong 16n cay con gép phan nang cao chit luong

cay giéng, dong thoi cai thién ty I¢ séng cua cay con ¢ diéu kién vuon wom [37].

Trong sinh phoi soma, té bao dau tién (té bao soma gitr vai trd hop tir) phan
chia khdng can xtng, sau d6 phéi trai qua cac giai doan hinh cau, tim va ca dudi ¢
cay hai 14 mam, hay hinh cau, bao 1a mam va thuan & cay mot 14 mam, tuong tu sinh

phdi hop tir. Cay con tir phoi soma co dic tinh di truyén caa té bao soma cha-me [34].

Phat sinh phdi thi cap 13 qué trinh phdi duoc hinh thanh tir phoi soma so cap
duoc sir dung 1am mau cay, khac véi phoi so cip duoc hinh thanh tir mau ciy thuc
vat. Phat sinh phoi tha cip mang lai nhiéu wu diém hon so véi qua trinh phét sinh
phoi so cap, dic biét 1a ty 1é nhan 1én va mic d6 dong déu ting cao. Nudi cay phoi
thir cAp da dugc mo ta & it nhat 80 loai thuc vat hat tran va hat kin bang cach sir dung
c4c PGRs va cac loai carbohydrate khac nhau [38 - 39]. Gan day, sy hinh thanh phoi
th cip di duoc ghi nhan & mot sé cdy trdong nhu Cam chuéng [40], Rosa lai
“Samantha” [39] va Panax Gingseng [41] bang cach sir dung BA, 2,4-D va mot sé

loai carbohydrate khac nhau.

Phoi thir cap duoc hinh thanh truc tiép hoac/va gian tiép trén 14 mam, tru ha
diép (hypocotyl), tru thuong diép (epicotyl) hoic dau ré cia phoi so cap. Cac hé thong
tai sinh thuc vat hiéu qua thdng qua phdi thir cap da duoc ghi nhan & mot sb loai thuc
vat, vi du nhu ¢ Cyclamen persicum, Hepatica nobilis, Pseudotsuga menziesii, Akebia
trifoliata va Olea Europea. Phoi thtr cap c6 thé ting trudng va kéo dai kha ning tao
phdi ctia mot sb dong nhat dinh, nhan sé lugng phdi cé thé thu duoc (So véi phoi so
c4p) va phuc héi cac hinh thai bat thuong ma néu khong thi khéng thé tai tao cay binh

thuong. Con duong phét trién nay dic trung cho chi s6 nhan giéng cao, kha nang 1ap
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lai, doc 1ap voi ngudn mau va mie do ddng nhat cao. O nhiéu loai, kha nang tao phoi
trong méi truong nudi cay in vitro suy giam theo thoi gian do quéa trinh 130 hoa va
cdy chuyén nhiéu 1an, phdi thir cap 1a cach dé khoi phuc tiém ning phat sinh phéi cua
cac dong nang sut quan trong va thuong duoc sir dung voi loai cy 14 rong nhu mot

phuong phap quan ly lau dai [42].
1.3.2. Vit liéu nudi cdy trong phéat sinh phoi soma

Theo Iy thuyét, tir mot mau mé théng qua cac phuwong phap nudi cy cé thé tao
ra v so té bao ¢ kha nang phat sinh phoi. Nhiéu nghién ctru trén cac ddi tuong khac
nhau cho thay, tdc do nhan giéng tir phoi thuong cao hon mé phan sinh. Hon nira,
giita cac bo phan khac nhau cua cay ton tai mic do phan tng phat sinh phoi khac
nhau. Bén canh d6, cac mo c6 ngudn gbc tir phdi c6 kha ning phat sinh phdi soma

cao va giam dan doi vai cudng 14, 14 va ré [43].

Nhiéu phan co thé thuc vat dugc ding dé tao phdi soma, va md cay thuoc vé

mot trong hai nhém chinh [34]:
- Phéi hop tir chira té bao c6 sin ning luc sinh phéi.

- M6 it nhiéu di phan hoa chira té bao can duoc cam ung dé c6 kha nang sinh
phoi.

Cac md sinh dudng chira cac té bao di phan hoa, dang thuc hién chtic ning
trong co thé, nén can duoc lap trinh lai va dé vao trang thai sinh phoi. Thong thuong,
sur 1ap trinh can qua giai doan cam ¢ng tao md seo V4i tiém ning phan chia té bao

nhiéu 1an lién tiép [34].

Trong thuc té, khdng phai moi mé cdy déu thich hop dé nudi cay. Théng
thudng, viéc tao phdi thuong thanh cong khi md cay dugc o lap tir phdi hay tru dudi
la mam. O céc loai co, té bao hop tir, nu hoa va 14 con giit dic tinh mod phan sinh, khi
duoc tach ra khoi mo truong thanh (mé da phan hoa) dé cho té bao c6 kha ning sinh
phoi [34].

1.3.3. Con dwong phat sinh phéi soma

Nén tang trong phéat sinh phdi soma 1a tinh toan ning cua cac té bao [44]. Cac

té bao sinh dudng (té bao soma) trai qua cac diéu kién cam tmg dé hinh thanh nhiing
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té bao sinh phoi va xay ra mot loat nhirng bién doi vé sinh héa, hinh thai va dan dén
hinh thanh phdi soma [34].

- Phan biét hoa, twong tng véi xao tron hay dirng biéu hién thdng tin phat trién.

- Cam tng, dé gilp té bao dat nang luc sinh phdi, tac kha nang dap tng voi
tin hiéu cam Gng, nhu PGRs (thuong 12 2,4-D), hay diéu kién cam ang cia méi trudng
(nhu lanh, khé). Phdi hop tir khdng can tin hiéu cam ung, vi da dugce quy dinh vao
con duong phat trién phoi.

- Tai biét hda va quy dinh dé giup té bao tre thanh té bao sinh phoi.

Hai budc thu nhan phdi soma gom [34]:

(1) Tao té bao sinh phdi (tao md seo va/hay dich treo té bao), vai auxin riéng
1& hay két hop vai cytokinin.

(2) Tién hoa phoi soma (tir mé seo, dich treo té bao), khi chuyén mé cay sang

moi truong giam hay loai bo auxin.

C6 2 con duong phat sinh phdi soma: Phat sinh truc tiép va phat sinh gian tiép
[45]:

Phét sinh phoi truc tiep (direct somatic embryogenesis): Phéi hinh thanh truc
tiép trén bé mat cia mau cay ban dau ma khong qua giai doan trung gian cia md seo
[46].

Phét sinh phoi gian tiép (indirect somatic embryogenesis): Phéi hinh thanh
gian tiép thdng qua sy hinh thanh mé seo sinh phdi va thong thuong mé seo dugc

tang sinh trude khi dugc cam (ng hinh thanh phoi [45].
1.3.4. Pdc tinh hinh thai cia té bao sinh phoi

Céc té bao co kha nang phat sinh phdi soma ¢ nhan nam & vi tri trung tam, ¢6
nhitng vi 6ng ¢ gan nhan va nhiing soi nho actin [47]. Té bao md phan sinh cdp mot
cua thuc vat truong thanh ludn gitr tiém ning phéi, nghia 1a c6 thé 1ap trinh dé tao co
quan (chdi va ré) nhu té bao sinh phoi. Dudi cac diéu kién xac dinh, té bao tir md seo
hay dich treo té bao c6 thé cho so khai co quan hay phdi soma [34].

Té bao c6 kha ning sinh phéi (trong md seo hay dich treo té bao) c6 hinh thai
gidng té bao mé phan sinh cap mot (c6 kha ning sinh mé va co quan): kich thugc

nho, dang kinh, vach mong, té bao chat dam dic, nhan to va tiéu hach gidn no. Té bao
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mo phan sinh cip Mot trong co thé thuc vat truong thanh ludn gitr tiém niang phai,
nghia 13 c6 kha ning thuc hién chuong trinh tao co quan (chdi va ré) nhu té bao sinh
phdi. O cac diéu kién xac dinh, t& bao tir md seo hay dich huyén phu té bao c6 thé
cho so khéi co quan (c6 kha ndng sinh co quan) hay phoi soma (c6 kha nang sinh

phbi soma) [34].

Khi phéi sinh dudng c6 ngudn gdc tir mot té bao, su phan bao dau tién la sy
phan chia bat déi ximg theo hudng ngang va tao thanh hai té bao gom té bao gbc
(basal cell) va té bao dinh (apical cell). Chinh té bao nho nay s& phan chia dé tao
thanh nhiing co quan ctia phdi khong lién quan dén té bao goc. Su phan chia bat doi

xung nay dong vai tro quan trong cho con duong phat sinh phdi [48].

Gidng véi sinh phoi hop ti, sinh phdi soma tir té bao sinh phdi trong md seo

hay dich huyén phu té bao lan luot qua cac budc [34]:
(1) Phan chia lan thi nhét theo cach khong can xing

Phoi soma hinh thanh tir mét té bao ngoai vi (so sanh véi hop tir) ciia nhom té
bao c6 kha ning sinh phoi. Phan chia 1an thir nhat cua té bao sinh phéi xay ra theo
mat phang song song v&i mat ngoai cia nhom té bao, dé tao té bao ngon (¢ phia
ngoai), nguon géc caa phdi soma va té bao day (o phia trong, gan mai trudng ran),
ngudn gdc caa day treo. Nhing té bao con lai (cua nhém) hop véi day treo thanh dam
té bao kha to, so vai day treo ciia phdi hop tu.

(2) Xuat hién tién bi va phai hinh cau

Phan hoa vé cau trdc va phat sinh mé trong sinh phdi soma bat dau o phdi hinh
Cau Véi sy xuat hién cua tién bi (I16p bao boc phdi, khéng ké day treo). Tién bi tac
dong nhu lyc can d6i véi cac té bao bén trong, co vai trd diéu hoa phan chia va phan
hoa té bao trong phodi soma. O ca rt, tién bi bat thuong l1am nging phat trién phoi

soma.
(3) Phan hoa tién thuong tang

Ngay sau giai doan phdi hinh cau, phéi kéo dai déng thoi véi su kéo dai va
phan hoa té bao thanh tién thuong tang. Tién thuong tang gdm cac té bao Ion véi

khong bao, rat khac biét vai té bao md nén xung quanh.
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(4) Twong la mam

L4 mam xuat phat tir ving ngoai vi cua phéi, danh diu giai doan hinh tim &
phdi cay hai 14 mam. S6 14 mam c6 thé thay doi ¢ phdi soma, so véi phéi hop tir. L4
mam quan trong trong sinh co quan phdi, vi diéu hoa dong auxin dan téi khuynh do
sinh ly trong phdi. L4 mam ciing can cho ndy mam, nhu & hat trong tu nhién.

(5) Phan héa SAM va RAM

SAM bit dau ¢ giai doan phdi hinh cdu muon, va xuét hién ré & giai doan 14
mam. O ca rét, phdi soma s& khong tao duoc so khai 14 néu SAM chua té bao hoa
khong bao va c6 nhiéu khoang trong giira cac té bao. Tao RAM lién quan téi té bao
yén (té bao day treo & vi tri cao nhat), va can day treo hién dién, vi phdi khdng tao

duoc RAM néu thiéu day treo.
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Hinh 1.1. Su hinh thanh phdi cta cay Arabidopsis tir t& bao tring dén phoi &
giai doan hinh tim [49].
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1.3.5. Anh hwéng cia cac chdt diéu hoa sinh trwéng thuc vdt dén sw phat sinh

phoi soma

Nong d6 cua PGRs ¢ vai trod rat quan trong trong nudi cay tao phéi. Khi nong
d6 thap, mau cdy s& khdng thé cam ang sinh phdi, nguoc lai ndng d6 cao cé thé gay

doc cho mau [37].

1.3.5.1. Auxin

PGRs, dic biét 1a auxin, cd lién hé chit ch& dén sy chuyén ddi té bao sinh
dudng thanh phdi. Viéc sir dung cac auxin ngoai sinh gitip diéu hoa sy phét trién cua
phdi soma bang cach thay d6i ham lugng auxin noi sinh nhu IAA. Viéc dua cac loai
auxin khac nhau vao méi trudng nudi cy thuong duogc sir dung dé kich hoat qua trinh
phan biét hoa té bao & ca cdy hat tran va hat kin. Bén canh viéc thiic day su phan chia
té bao trong mau ciy, auxin lién quan truc tiép hoic gian tiép dén nhimg thay doi
trong biéu hién gen, tong hop protein, diéu chinh va tai t6 chirc chromatin can thiét
dé bat dau con duong phét sinh phdi. 2,4-D 14 auxin téng hop duoc nghién ctiu rong
rdi nhat va tng dung trong cac hé théng tao phéi thuc vat khac nhau. O dau nanh, so
Véi 2,4-D, phdi soma do NAA cam tng ¢6 hinh théi giéng phdi hop tir hon. 2,4-D,
nhét 12 & ndng d6 cao, gilp md seo phat trién nhanh, nhung thuong tao nhiéu phoi
soma thtr cap va phoi tao ciy con khong binh thudng. O cdy mot 14 mam, xi ly 2,4-
D & ndng do thap dan twong wng sé phdi it dan, nhung phoi c6 chat luong tét hon va

ty 1é nay mam cao hon.

Auxin ty do dat téi muc cao trude giai doan phéi hinh cau, va giam manh khi
phdi phat trién tinh hitu cuc va sinh co quan phoi. Auxin lién két (amid hay ester) cao

hon auxin tu do vai lan, va ciing giam theo cach tuong tu.

Trong giai doan tao t& bao sinh phdi, auxin cd vai trd cam ng ting sinh va
phan biét hda cua té bao, tir ¢6 lam mat tinh hitu cuc cta té bao. Trong giai doan tién
hoa phdi soma, khi md seo duoc chuyén sang méi truong c6 it hay khdng ¢ auxin,
tinh hitu cyc méi cua té bao xuat hién nhanh chéng ngay khi té bao soma vao con
duong sinh phdi (gidng té bao hop ti), gidp phdi qua c4c bién d6i hinh thai dic trung.
Mau dugc ciy chuyén sang moéi truong khéng bd sung auxin dé thiét lap tinh phan

cuc cua té bao, day 1a giai doan dau tién cia qué trinh phat trién phdi [34].
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1.3.5.2. Cytokinin
Auxin va cytokinin tham gia vao qua trinh diéu hoa qua trinh phan chia va biét
hoa té bao trong md thuc vat, dan dén sy hinh thanh phdi soma. Cytokinin dugc cho

la c6 lién quan nhiéu hon dén sy biét hda va phét trién hon nira cua phoi soma [42].

Ngoai auxin, viéc sir dung mot sé loai cytokinin nhu BAP, TDZ, kinetin va
zeatin cho két qua tot. Cytokinin ngoai sinh khong 1am thay d6i phan tng ciia mo cay
& nong do thap, nhung 1am giam ting trueéng va can ré phat trién khi ¢ nong do cao
[34].

Phoi sinh dudng & mot s6 loai thuc vat hinh thanh gian tiép tir nhiirng mau nuéi
cay trén méi truong co bo sung cytokinin [50]. Tuy nhién, vai trd cua cytokinin riéng
I trong giai doan cam ung phat sinh phdi rat it dugc dé cap, nhung & mot vai loai thi
can phéi hop giira auxin va cytokinin. Cytokinin thiic day qué trinh cam ang hinh
thanh ph6i soma tir nudi cdy md seo & Phaseolus [51], Trifolium [52], Arachis
hypogaea [53], Dendrobium cv. Chiengmai Pink [54]. Trong vai truong hop, su bd
sung cytokinin giup cho sy tai sinh ctia phoi sinh dudng nhu sy hién dién cia BA ¢

c4c mau cay cay hoa hong da giup cho phdi sinh dudng truong thanh [55].

1.3.5.3. Gibberellin, ethylene va ABA

Gibberellin (GA) va ethylene d6i khi anh hudng tai sinh phéi soma. GA kich
thich nay mam, qua d6 kich thich tao md seo tir hat lGa nay mam trén mai truong co
auxin, trong khi ethylene lién quan trong hién tugng @ nudc, 1a “bénh sinh 1y trong
nudi cdy in vitro, 1am cho mé trd nén trong sudt va mong nudc, thudng Xay ra trén
moi trudng long hay ntra-ran (it agar), nhat la trong binh nudi ciy qua kin hoi nudc
chua bao hoa [34].

ABA gitip truong thanh va nay mam cua phoi soma (ddu nanh, hudng
duong,...) va tai sinh cdy don boi tir hat phan laa. Trong vai trudng hop, su ding

flouridon, mot chat can sinh tong hop ABA, can sinh phoi soma [34].
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1.4. Sy da bgi hoa & thuc vat

1.4.1. Khai niém da bji

Da bdi, 1a trang thai c¢é nhiéu hon 2 bd NST, tir 1au di dwgc cong nhan 1a dong
luc chinh cua qué trinh tién hoa va hinh thanh thuc vat [56]. Da boi 14 hién tuong sé
t6 hop NST don boi trong nhan té bao tiang 1én gip boi. Néu goi mot to hop don boi
NST Ia n thi nhan té bao soma ludng boi 1a 2n, tam boi 1a 3n, t& boi 14 4n,... Cac thé
da boi tu nhién da duoc xac dinh trong mot loat cac don vi phan loai va cac uéc tinh
gan day cho thay hau hét thyc vat hat kin d3 trai qua cac su kién da boi trong lich sir
tién hda cua ching [57]. Cac loi thé tién hoa, thich nghi tiém ning ctia thé da boi bao

gom tang wu thé lai, du thira gen, d6 bén dot bién va tinh da dang kiéu hinh [58 - 59].
1.4.2. Phan logi cac dang da béi ciia thé da béi

Thé da bdi duoc phan 1am 2 loai chinh 14 da boi thé nguyén (euploidy) va da
boi thé léch (aneuploidy).

Pa béi theo thé nguyén: Bo NST cua dang nay chira mot s6 nguyén lan sé to
hop NST nhu 3n, 4n, 5n, 6n... Trong da boi thé nguyén, tiy theo con dudng phéat sinh
c6 thé theo hai kiéu: thé tu da boi (autopolyploidy), di da boi (allopolyploidy).

Pa béi thé léch béi: c6 bd NST thay d6i s6 luong cap NST. O bo NST 2n ¢6
1 (hodc 2) d6i NST nao d6 bi mat 1 (hoic 2) hay thém vao 1 (hoic 2) NST. Tuy thudc
vao dang thay d6i ma ta co cac tén goi khac nhau nhu thé mot (2n - 1), thé ba (2n +
1), thé khong (2n - 2), thé bén (2n + 2). Ngoai thé léch boi don (thay doi NST & mot
d61), con ton tai cac thé léch boi kép, d6 1a truong hop ¢ hai doi NST nao d6 déu cd

su thay d6i s6 lwong nhu thé mot kép (2n - 1 - 1), thé ba kép (2n + 1 - 1),...
1.4.3. Cam wng da béi nhan tgo

Sy cam g da boi nhan tao 1a cong cu hiru hiéu dé hd tro tim hiéu céc qué
trinh tién hoa, gép phan cai tién va nhan gidng cay trong. Céc thé da boi thuong so
hitu nhitng dic diém uu thé nhu 14 day va mau sim hon; hoa to, lau tan va canh hoa
day hon; strc séng manh hon; kha ning chdng chiu véi stress tir méi trudng, sau bénh
cao hon; ting san Xuat cac chat chuyén hoa va c6 thé phuc hoi kha niang sinh san &

cac con lai (Hinh 1.2) [58 - 61]. Hon nira, da boi 1a mét trong nhirng con duong quan
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trong dé hinh thanh cé4c loai méi, gia tang sy da dang sinh hoc, dic biét & thyc vat.
Mic du, nhiéu nghién ciru tap trung & da boi khac loai (allopolyploid), nhung da boi
cung loai (autopolyploid) ciing xay ra phé bién & thuc vat bat cao. Kha ning nhiéu
alen trén mot locus c6 thé din dén su twong tac alen hodc anh hudéng boi sb lwong
alen c6 thé c6 sy thay doi trong diéu hoa va biéu hién gen dan dén thay do6i vé kiéu
hinh va biéu hién gen. Nghién ctru co ché phan tir biéu hién gen va diéu hoa gen trén
cdy da boi ciing loai ngoai ty nhién ciing nhu da bdi nhan tao cho thiy ciy da boi
thuong ting kich thudc co quan, vuot qua su bat thy, gia ting ham luong cac hop
chit ty nhién ciing nhu céc san pham trao d6i chat, tang kha ning thich (g vai stress
sinh hoc va phi sinh hoc (khd, han, man...) va thich nghi tét hon véi cac mai truong
sinh thai [62]. Pa boi trong tu nhién va nhan tao di tac dong dén con dudng téng hop
céc hop chét so cAp va thir cp va tir d6 1am thay d6i su tich liy cac chat lién quan
dén con duong nay, tir d6 1am anh huéng dén cac biéu hién sinh Iy va sinh hda cua

nhiéu déi tuong thyc vat [61].

ki |
—Fwonies
Tong hop céc chat thir cap Téng hop cic chat so cap

Hinh 1.2. Hién tuong da boi trong tu nhién va nhan tao gitp ting cudng tong hop

chat chuyén hoa so cap va tht cap [61].

Sy thanh cong cua ky thuat da boi ngay nay la do su phaét trién dong thoi véi
nhiéu quy trinh nudi cay in vitro hiéu qua trén nhiéu d6i twong cay trong. Bai vi cac
hé thdng nudi cdy md thuc vat thuong kho khin véi nhiéu déi twong thuc vat, dic

biét la cay than gd va chi thanh cong véi mot s6 loai han ché. Do vay, viéc phat trién
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quy trinh thudng can duoc tién hanh ddi véi ting loai va dong thuc vat dé tdi vu hoa

cac quy trinh tai sinh c6 thé &p dung cho cam &ng tao da boi in vitro [63].

M6t s6 yéu td quan trong phai duoc xem xét dé thiét 1ap quy trinh da boi hoa
thanh cdng gom kiéu gen thuc vat va loai mau cay. Bén canh do, loai chat khang phan
bao duogc st dung, thoi gian xu 1y va nong d6 ciing dugc xem la cac yéu té chinh.
Viéc nghién cau anh hudng cua cac yéu té thuc vat va chat khang phan bao rat can
thiét dé thiét 1ap hé thong nhan gidng thong qua quy trinh da bdi hda va cai tién céc

gia tri kinh té cua cay trong [64].

1.4.3.1. Cdc tdc nhdn gdy dot bién da boi
Cam tng da boi phu thudc vao nhiéu yéu té nhu: loai chat khang phan bao,

nong do va thoi gian xur ly véi cia tac nhan da boi phi hop [63].

Té bao da boi c6 thé hinh thanh phu thudc vao nhiéu yéu té vat ly, hoa hoc

khac nhau. Dé gay dot bién da boi, nguoi ta thudong ding tac nhan giy dot bién sau:

Sir dung phuwong phdp séc nhiét: Nhiét do thay doi dot ngot 1am cho su phan

chia cua té bao bj réi loan.

Gay vét thwong co gidi nhu ly tim, khudy, ... : Mot tac nhan co gidi tac dong
vao té bao khi dang phan chia lam dat hosc khéng hinh thanh thoi vo sic dan dén
hinh thanh té bao da boi.

Dung tia phdng xg ion hdéa: Str dung tia ronghen, chum tia neutron va proton

gay rdi loan phan bao.

Dung cac chdt hda hoc gdy dét bién: Pay 1a phwong phap duoc cho 14 ¢6 hiéu
qua cao nhat va duoc sir dung nhiéu trong viéc tao ra da boi thé. Cac tac nhan hoa
hoc duoc str dung dé gdy da boi thé 1a colchicine, oryzalin, ethyl methyl sunfonate
(EMS), acenaphthen. Ngoai ra c6 thé phdi hop thém mot sb acid, kiém, mudi, glyxerin

dé c6 hiéu qua tét nhat.

1.4.3.2. Co ché hinh thanh thé da béi
Mot s6 réi loan dién ra trong qué trinh nguy@n phan hay giam phan cua té bao
lam cho qué trinh phan bao dién ra khong binh thuong va hinh thanh té bao da boi.

Nguyén nhan 1a do cac NST sau khi nhan d6i nhung khong phan ly vé hai cuc té bao
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do khdng hinh thanh thoi vo sac hoic c¢d su phan ly vé cuc té bao nhung khong dong
déu.. Sy rdi loan phan bao xay ra & té bao soma hoic & thoi ky phan chia thir nhat cua
hop tir [65].

Dang tu da boi duoc hinh thanh do qua trinh noi phan (endomitosis) xay ra
trong té bao séng khi bo NST nhén d6i nhung khéng kém theo phan bao, do d6 sb
luong NST duoc ting gip doi, tic 1a da boi hda va tir d6 dan téi hinh thanh cac mo

da boi hoic co thé da boi do sinh san sinh dudng [65].

Dang di da bdi dugc hinh thanh qua qua trinh tao cac giao tir va hop tir da boi,
nghia 13 sy tao thanh cac hop tir da boi tir cac giao tir cua cac co thé khéac nhau (tuc
la qua hién tuong lai). Ngoai ra, cac dang da boi ciing ¢ thé duoc hinh thanh tir sy

giao phdi giira nhitng cay khac loai, cay cd ho hang xa vé mat di truyén [65].
1.4.4. Ung dung da béi trong nhan gidng cdy dwec ligu

Cam tng da boi hoa 1a mot phuong phép tao giéng cay trong co thé tao ra cac
kiéu gen méi véi dic tinh hinh thai, dic diém sinh 1y va sinh hoa dugc cai thién théng
qua Vviéc tac dong dén hé gen, kiéu hinh, sinh 1y va co quan chuyén hda cia cay. Tang
kich thudc té bao thuc vat - mé rong co quan, tang sinh khoi va san xuét chat chuyén
hoa thir cap 1a nhitng két qua dién hinh ctua phuong phap cam tng da bdi nhan tao
[64].

Péi vai nhitng loai cay duoc liéu, 1a 10ai cay c6 chira cac phan tir chuyén biét
c6 cdng dung lam thudc chira bénh, str dung phuong phap da boi hda c6 thé 1am bién
d6i ty Ié cac thanh phan hién cé trong cau hinh hoa hoc cua chling bang cach thay doi
sur diéu hoa tong hop cac chat sinh hoa, thém maot s6 thanh phan méi vao ciu tric hoa
hoc cuia ching théng qua viéc biéu hién cac gen im ling trude day khong duoc biéu
hién hoac mat mot s céac thanh phan do @c ché chire nang ciia gen. Su cam tng da
boi ¢6 thé thay doi kiéu biéu hién (ting 1én, im ling va diéu hoa ting/giam) cua cac
gen duoc nhan ddi, anh hudng dén hé thdng chuyén héa - phién ma (transcriptome—
metabolome) va cudi cling din dén xuat hién cac thé cé kiéu hinh méi - bao gom ca
kiéu hinh mong mudn va khdng mong mudn trén cay dugc lidu. Do d6, hiéu qua cua

phuong phap cam tng da boi nhan tao phai duoc ting 1én dé tao ra mot luong 16n céc
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thé da boi cam ng véi ty 1é thap hon cua cac thé tap boi va sang loc kiéu hinh mong

mubn trong sb cac thé da boi cam wng c6 kiéu hinh khac nhau [64].

Viéc khai thac ngudn gen cac loai cay duoc liéu vin dang con & giai doan so
khai. O cay da boi, kich thudc hoa, 14, qua va hat déu ting. Hoat dong ciia enzyme va
viéc san xuat cac chat chuyén hoa thir cip cé hoat tinh sinh hoc ciing c6 thé duoc ting
cudng bang da boi hda. Su nhan I1én caa bd gen va sé lwong gen trong thé ty boi o
thé gitp ting ning suat chit chuyén hoa. Ciy da boi c6 thé c6 kiéu hinh khéc hoic
gidng véi cay bd me ludng boi; ching khdng bi han ché boi cac dic diém cua td tién
ludng boi va cé thé c6 mie do khac nhau vé tinh chéng chiu han han va cén tring,

san xuat sinh khéi, chat luong va nong do cua cac HCTC [66].
1.4.5. Uu diém ciia cdy da boi

Vé hinh thai: Cay da boi thuong c6 kich thudc than to, cao, la day; khi khong
I6n; hoa va qua to. Cudng do hd hap, ap suat tham thau cua té bao cao hon cay ludng
boi. Kha niang chong chiu cua cay da boi cao hon cay ludng boi (chong han, chong
bénh).

Sinh hoa: Ham lugng céc chat nhu duong, protein, lipid, vitamin... & cay da boi
cao hon so véi cay ludng bai.

Tinh bat duc: Cay da boi thé ciing ngudn hozc cay tam boi ¢6 tinh bat duc duc
cao hon do qua trinh phan bao dién ra khong binh thuong.

Tinh di truyén: Cay da boi c6 wu thé lai duy tri duoc lau hon va khi tu phéi it
thoai hoa hon cay luong boi. Cay da bdi it phan ly hon cay ludng boi.

Té bao hoc: Té bao da boi thuong 16n hon té bao ludng bdi. Trong té bao da
boi, kich thudc khi khéng 16n hon, mat d6 khi khong lai nho hon va luc lap ciing
nhiéu hon so véi thé ludng boi. S6 luong NST tiang gap boi va kich thudc hat phan
I6n hon & cay ludng boi (Bang 1.1) [91].

Vi céc té bao da boi ¢6 xu hudng so hitu kha ning ting truéng cao hon, cac
té bao nay c6 kha ning hd tro ting truéng co quan va can bang néi mdi trong md
trong truong hop khong xay ra nguyén phan. Pa bdi hoa lam tang kich thuéc té bao
va su san xuat sinh khéi ma khong 1am pha v& cau tric té bao va md. Ngoai ra con

cai thién tudi tho cua té bao nho tinh chdng chiu vai stress [67].
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Hau hét céac thé da bdi da dugc ghi nhan c6 biéu hién troi hon cac cay ludng
boi cling ho duoc goi 1a thé “giga” [68]. Tuy nhién, chat luong va ning suat cua cac
thé da boi khéng phai lic nao ciling cao hon so véi cdy ludng boi cung ho [59]. Hién
tugng “giga” dé cap dén su gia ting kich thuéc cua té bao (din dén kich thudc co
quan 16n hon) do két qua cua viéc nhan doi NST [1], [59], [69]. Mic du, kich thudc
té bao thuong 16n hon & cac thé da boi va su mé rong kich thudce té bao 1a tac dung
phd bién nhét cua qua trinh da boi héa & thuc vat. Tuy nhién, kich thudce trudng thanh
va sinh khéi cudi cuing c6 thé khéng phai lic nao ciing ting & thyc vat [70]. Ty 1é
gitra dién tich bé mat va thé tich nho hon ¢ té bao 16n hon cé thé 1am giam téc do
phét trién cua té bao da boi. Sy diéu hoa kich thudc va sb luong té bao 1a mot chién
lugc thich tng sinh théi ¢ thyc vat. Do d, viéc kich thudc té bao ting nhung s6 luong
té bao giam 1a nguyén nhan mot sb loai thuc vat khdng xay ra hién tugng thay doi
kich thudc co thé do da boi hda [71]. Doi khi céc cay ttr boi khéng nhitng khdng to

hon vé mit kich thugc ma con nhé hon cay ludng boi [72].

Chét khéng phén bdo
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Hinh 1.3. Su khac nhau vé hinh thai giira cay ¢ thé ludng boi (a) va ti boi (b) [64].

Cay da boi duoc cho 14 ¢6 sirc sdng cao va thich nghi rong, cé sic chéng chiu
cao vai diéu kién bat loi [73] va tang cudng san xuat cac hop chét thir cap (Hinh 1.3)
[64]. Déi voi cay da boi, o su gia ting ham lugng dwong va cac vitamin [74]. Trén
cay thudc 14 va dai mach nghién ctru gan day cho thay théng qua viéc xac dinh ham
lugng tro cua cdy da boi cho thay ham luong tro cao do té bao da boi co vach day
[75].
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Theo Gu va cong su (2005), ddi vai cay thé ta boi co hoa nd cham hon ciy
ludng boi trung binh tir 3 dén 4 ngay trén cuing mot canh ddng [68]. Hon nita, nghién
ctu cua Chen va cong su (2011) cho thiy trén cdy héng mén (Anthurium
andraeanum) tt boi ¢ kich thudc cua khi khong 16n hon nhung mat do khi khau thap

hon cay ludng boi [76].

Sau khi xir Iy chdi cay Ocimum basilicum véi colchicine, Omidbaigi va cong
su (2010) két luan rang hon 60% 14 day va xanh ¢dam hon d6i ching (PC) [77]. Dunn
va cong su (2007) cho rang kich thudc 14, d6 day 14 dic diém hinh théi tét nhat dé
phan biét thé da boi ¢ Buddleja L. Hon nita, kich thuéc hoa, hat phan, duong kinh
than, chiéu dai 16ng 1a nhitng dic diém dé phan biét sau khi phét trién & vuon wom
[78].

Nghién ctu trén Cannabis sativa cho thay cay con duoc xir 1y da boi véi 0,05%
colchicine c6 biéu hién 14 mam va try ha diép day hon, c6 khi khong 16n hon va mét
d6 khi khong giam so véi cay ludng boi [79]. Su thay d6i vé Kiéu hinh twong tu ciing
biéu hién & cay chudi Namwa luc boi (Musa spp.) [80], Lilium davidii var. unicolor

tu boi [81] va Robinia pseudoacacial tir boi [82].

Nghién ctu trén Populus cathayana Rehd cho thay cay tam boi ¢6 su ro ri chat
dién giai va ham luong malondialdehyde (MDA) twong di thip hon, ham luong nuée
tuong d6i va Proline tu do cao hon, ddng thoi hé thong quang hop va chong oxy héa
hiéu qua hon so vai cay ludng boi trong trong didu kién stress han. Két qua trén ching
t6 rang cay da boi co su chdng chiu tét hon trong diéu kién 4p luc han han tang dan
[83].

1.4.6. Cai tién giong cay trong
Thay doi di truyén

Sy nhéan déi toan bo bo gen ¢6 thé gay ra nhitng thay d6i vé mat di truyén nhu
thay d6i trong biéu hién gen va chirc niang gen anh huong dang ké dén sy phat trién
va chon giéng cay trong. Cac tac dong cu thé cua hién tuong da boi co thé rat khac
nhau gitra cac loai va cac yéu td lién quan dén cam tng da boi [84].
Thay déi vé hinh thai

Nhitng thay d6i vé hinh thai duoc ghi nhan thuong xuyén khi nhiém sac thé

dugc nhan doi sau khi xtr Iy da boi trén nhiéu ddi twong thuc vat. Trong do, su gia
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tang kich thudc khi khong thudng duogc sir dung dé xac dinh sy nhan déi cia nhiém
sic thé [85]. Bén canh do, cac dic diém nhu kich thude va do day cua 14 [78], kich
thude va sé luong chum hoa [86], chiéu dai 16ng va chiéu cao cay [87] déu dugc bao
c4o 12 bi anh huong baoi sy nhan doi cua nhiém sac the. Su gia tang kich thudc va sinh
khdi ciing duoc cho 1a két qua cua sy da boi héa. Vi dy, nhiéu loai cé duoc st dung
lam nguyén liéu cung cap ning luong sinh hoc 1a loai da boi [88].
Tao giong cay trong khong hat

Cam tng da boi in vitro tao diéu kién dé cai tién va phat trién cac giong cay
trong, giéng khong hat. Trong d6 dé phat trién cay khong hat hiéu qua 14 tao ra céac
cay tam boi (cay c6 ba bo nhiém sac thé) bang céach lai gitra cay ludng boi vai cay ti
boi dugc cam wng da boi nhan tao [89]. Cach nay da dugc &p dung thanh cong ddi

vGi mot sb loai nhu Miscanthus sinensis [90].
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Sw thay déi cdc dac tinh hinh thai va sinh Iy
Bdng 1.1. Sy thay doi cac dic tinh hinh théi va sinh ly cua thé da boi [91].

Tac nhan

Vit ligu

Loai thuc vat da boi thre vat Cac dac tinh thay doi
Mat do khi khong giam, kich thuoc rong hon,
Lilium regale Colchicine Vay cu | kich thudc Ia lon, cuong dai, chiéu dai va chiéu
rong l& rong, choi thap hon
Impatiens ‘ Tang dién tich 14, d6 day 14, chiéu rong bau nhuy
patl . Choi tang, tang chiéu dai va kich thuéc khi khong,
walleriana Oryzalin , < x PO
dinh tang so luong lyc lap trong té bao bao vé khi
(Hook.) N -, 3 N
khbng giam, chiéu cao cay giam.
Lilium ) i
distichum Phoi La rong, t¢ bao bao v¢ dai, khi khong va do mo
Nakai and Colchicine khi khong I6n hon, ham Iwgng chlorophyll cao,
- soma R S
Lilium cernuum nhiéu 14, té bao bao vé dai hon.
Komar
Chiéu dai, duong kinh cia khi khong va s6 luc
lap trong te bao bao v¢ khi khong téng 1én. Tang
Catharanthus duong kinh cua cac nhanh bén. Tang chicu dai
roseus (L.) G. Colchicine L& va chieu rong la, chieu dai canh hoa va chieu
Don rong, va do bén cua hoa ciing tang, tang duong
kinh goc, trong luong tuoi va kho cua re, tang
chiéu dai hat va duong kinh hat.
Anemone . A A el oA Lo ,

sylvestris L. Oryzalin Cay Cay khoe, strc song tot va ra hoa sém.
Tang chiéu rong va chiéu dai cua 14, ting chiéu

Hedychium L cao cay, su phét trién cua than ré ciing ting, khi

coro-narium Colchicine TCL khong lon hon, kich thuéc hoa va hat phan hoa
I16n hon, hoa kéo dai tudi tho.

Bletilla striata P R Ny
(Thunb.) Colchicine Hat \lfahélljggn?élzg Vﬁ(lnrlnat d6 thap hon, phién 14 I6n
Reichb.f g4 gay ot

o Giam chiéu cao véi kich thugc nhé gon hon, ting
Hibiscus . . 2 X AA i o 14 o NAr ~Avs 4 AT
Colchicine Hat nay | tong thé d6 day cua la, hoa no 1au, cay tir boi

moscheutos . \ A X - Ar o X
L Luna red oryzalin mam khong tao phan hoa, cay tap1 boi chi san xuat
' phan hoa nhung hat phan khong thé song duoc.
Kich thuéc va mat do khi khong, s6 luong luc

Colchicine | Md phén | lap, hinh thai dic trung (14 chiéu dai va chiéu

Agastache . . A , A SN
) Oryzalin sinh rong, khoang cach giira cac dot than, dién tich Ia,

foeniculum . . \ X N o

Trifuralin dinh chiéu cao cdy, trong lugng tuoi va trong luong

kho déu tang.
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Bdng 1.2. Su cam rng da boi ¢ cac cay dugc ligu [64]

Cac phéan tir
. A e §in - dwoc pham Thanh phan méi
Loal thyc Tac nhan vatligu | Til¢ da thay d6i mong | dwoc san xuat /
vat da boi thuc vat | boi (%) £ A Lo s
muon /khdng mat di
mong muon
. . Hat nay Thymol ,
Ajowan Colchicine mam 11,53 (19.53%) —/o~Terpieol
An?gﬁ%ﬁ?hls Long, hat Andrographolid
ranhis Colchicine nay mam 40 e /-
grap va hat (28%)
paniculata)
Anise -
Colchicine & A s
(qustache trifuralin & N.IO phan 16-20 —/-
foeniculum . sinh, hat
oryzalin
L.)
Cannabis -
(Cannabis Oryzalin Chdi bén 100 Cannabidiol -
: (9%)
sativa L.)
veo, geranial,
Citrus limon - , b
(L) Colchicine Hat 36,36 bisabolene/isocartr
' anso-
bergamotene
Gardenthyme ) Thvmol
(ThyMus Oryzalin bot than 7,5 ymo’, —I-
. carvacrol
vulgaris L.)
Iranianpoppy Hat giong .
(Papaver Colchicine 1 thang 11,44 ;]rgsefaa'?r?é —I—
bracteatum) tuoi P
Ispaghul -
(Plantago | COICNICIN® & | i ginh | 20433 /-
trifuralin
ovata Forsk.)
Lippiaalba | Colchicine | Bét than ~ —/Citral and
Linalool
Eucalyptus ) 18-
(Eucalyptus Colchicine Choi bén - . . —/—
cineole/sabine
polybractea)
Orchids Colchicine
(Dendrobium . Shihunidine-
.| &amiprophos | Protocorm 80 S -
Phalaenopsis hircinol
) -methyl
Plantago | Colchicine & |~y a0 g | 23819 | Mucilage -
psyllium trifuralin
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1.4.7. Cac tac nhan héa hec chinh dwoc si dung trong cam irng da bji

1.4.7.1. Colchicine

Colchicine thuoc nhdm chat alkaloid, c6 cha yéu & cu va hat cua loai
Colchicum autumnade phan b cha yéu & vung dia Trung Hai. Colchicine c6 cong
thizc phan tir C2H2s06N 12 mot trong nhiing chat hoa hoc dwoc si dung rong rai dé
tao cac thé da boi [92].

- Tinh chdt va tac dung cua colchicine

Sau khi két tinh, colchicine c6 dang tinh thé mau vang nhat, néng chay &
155°C; tan trong ruqu, cloroform, nudc lanh, it tan trong nwdc ndng, benzen lanh va
hau nhu khéng tan trong ether. Colchicine 1a hop chat kha bén viing vai nhiét do,
nhung dé bi mét hoat tinh béi anh sang [93]. Colchicine két tua vai nhiéu thube thi
cua alkaloid. Colchicine c6 kha nang khuéch tdn manh vao té bao thwc vat, chi ¢
nhitng mo phéan chia manh khi chiu tac dong cua colchicine s€ gay hién tuong da boi
hoa [94].

- Co ché tac déng cua colchicine

Cubi nam 1930, Blakeslee va Avery d kham pha ra rang colchicine uc ché su
hinh thanh cua thoi vo sic & ky giira va ngan chin mot cach hiéu qua qué trinh phan
bao dién ra & ky sau [93]. O pha nay, cac NST di duoc nhan 1én nhung sy phan bao
van chua dién ra, su hinh thanh caa thanh té bao bi han ché, két qua 1a té bao da boi
duogc tao ra. CAc té bao da boi lon hon té bao ludng boi, cac té bao nay phat trién
thanh nhitng mé day hon, két qua Ia tao ra cac co quan, bd phan caa cay trong c6 kich
thudc 16n hon. N6 ciing anh hudng t6i kich thude va sé lugng khi khong, duong kinh

hat phan va tinh trang hinh thai khac biéu hién theo muc d6 da bdi mai.

Pa boi phu thudc vao viéc pha va chu ky té bao dé ngan chan sy di chuyén vé
cuc caa nhiém sac thé trong anaphase. Cac chat khac nhau, tir caffein va oxit nito dén
thudc diét co khang vi éng déu dugc chitng minh 1 c6 thé cam tng da boi [95]. Tuy
nhién, mot s6 hop chat khang vi 6ng nhu colchicine va oryzalin sir dung in vitro dé
cam ung da. Colchicine [N-5,6,7,9-tetrahydro-1,2,3,10-tetra-methoxy-9-oxobenzo
(a) heptalen-7-yl] acetamide Ia chét wc ché phan bao dugc sir dung pho bién nhét va

d3 duoc st dung dé phuc hdi da boi ¢ nhiéu loai. Colchicine duoc chiét xuit tir cu
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cua cay Colchicum autumnale va duoc sir dung rong rii nhu mét loai thude diéu tri
bénh gut va cac bénh viém nhidm khac. La mét chat khang phan bao, colchicine pha
v chu ky té bao, bit dau tir metaphase, noi né 1am mat 6n dinh céc vi ng bang céach
lien két véi tiéu don vi B-tubulin dé tao thanh phuc hop colchicine-tubulin. Do do,
colchicine ngan chin qué trinh trang hop (polymerization) vi éng, ma khéng anh
huong dén qua trinh khi triing hop, dan dén sy phan hay vi 6ng [96]. Trong nhan d6i
nhidm sic thé in vitro, colchicine ¢6 vu diém 13 hoa tan trong nudc, bén nhiét, c6 thé
hap kht triing va dé dang ap dung cho cac md thuc vat. Tuy nhién, colchicine c6 i
luc lién két cao véi cac vi 6ng cia dong vat va cé kha ning gy doc cho nguoi [97].
Nguoc lai, colchicine cd &i luc lién két twong dbi thap véi cac vi dng cua thuc vat,
doi hoi né phai duoc sir dung & ndng do cao dé duy tri hiéu qua.

- Thoi gian va nong dé xir ly

Tuy thudc vao tirng loai cay, dac tinh sinh ly va thoi gian phan bao ma ta co6
thé xur Iy mau ciy ¢ thoi gian va nong do thich hop dé dat hiéu qua cao. Néu thoi gian
xur ly qué dai thi mau s& bi chét hoac khong thé sinh trudng dugc, con néu thoi gian
qua ngan thi kha niang tao dot bién khong cao. Nong do colchicine xu ly tuy thuoc
vao ting loai cay, colchicine duoc sir dung dudi dang dung dich hay dang ban ran

duoc tron vai lanonin hoac agar.
- Nguyén tac

Xir ly colchicine ¢ nhitng ving md dang phéan chia manh, tét nhat 1a xu ly hat

dang nay mam, chdi, cdy con, dinh sinh truéng, nu hoa, cu. ..

Hai yéu t6 thoi gian xir Iy va ndng d6 colchicine cho cac co quan, ving mé
phan sinh & thoi ky sinh truéng cua timg dbi tuong cdy trong khac nhau phai duoc
xéac dinh bang thuc nghiém. Trong va sau thoi gian xa Iy can tao méi truong téi vu

dé cho cy sinh trudng va phét trién binh thuong.

1.4.7.2. Oryzalin

Oryzalin la chat dugc dang ki l1an dau tai My nam 1974, dugc st dung 1am
thudc diét co hang niam, co 14 rong va cay bui. Cong thirc hoa hoc cua oryzalin 1a
C12H1sN406S thudc nhom dinitroaniline. Nhiéu nam qua, oryzaline duoc sir dung dé

tao sy da boi & cay trong vi c6 anh hudng trong e ché sy phan bao ¢ thuc vat. [98].
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Khi oryzalin dugc xir Iy ¢ nong do pM cho két qua ngang bang vai xir ly
colchicine & nong d6 mM. Anh hudng oryzalin dén qua trinh phan bao ciing tuong tir
colchicine nhung viéc gin két vai vi dng cua colchicine (tubulin) yéu hon oryzalin
[98]. Oryzalin lién két vai vi dng tao ra phirc hop oryzalin - vi ng 1am thoi vo sic

ngirng hoat dong, két qua 1a 1am ngan can su phan chia té bao [98].

1.4.7.3. Cac tac nhan hoda hoc khac

Cac amide phosphoric 1a mot nhém thude diét co khéc cé hoat tinh khang phan
bao, trong d6 amiprophos-metyl (APM) di duoc sir dung dé nhan d6i NST in vitro
[99]. APM cho thay c6 &i luc cao véi a-tubulin trong cay thudc 14 va cé thé nham
muc tiéu vao cac vi tri lién két tuong tu nhu oryzalin [100]. M6t wu diém cia APM
Ia hoa tan dugc trong nudc tang so voi dinitroaniline, do d6 s€ giam viéc su dung
thém dung moi. Tuong tu, cac benzamide, dic biét 1a propyzamide da cho thay kha
nang nhan d6i NST in vitro. Propyzamide ciing nham muc tiéu vao cac vi tri lién két
tuong tu nhu oryzalin. Cyanoacrylate 1a mot nhém chét chéng phan bao khac c6 co
ché tuong tu nhu dinitroaniline. Tuong ty nhu APM va propyzamide, céc
cyanoacrylat, ethyl (2Z) - 3-amino-2-cyano-4-ethylhex-2-enoate (CA1) va CA2 lién
két véi o-tubulin tai c4c vi tri twong tu nhu oryzalin. Tuy nhién, ching van chua duoc

sir dung dé cam &ng tao da boi in vitro [63].

Nito oxide ciing dd duoc bdo co la c6 thé cam tng tao da boi tuy nhién co
ché hoat dong van chua ro [63]. Theo Kitamura va cong su (2009), nito oxide c6 thé
cam tng da boi bang cach Gc ché sy tring hop vi éng [101]. C6 kha ning 13 nito
oxide twong tac véi tyrosine dé tao thanh nitrotyrosine. Nitrotyrosine cé thé thay thé
tyrosine trong o-tubulin va anh huéng dén qua trinh tring hop [63]. Lipka va Miller
(2014) nhan thay rang nitrotyrosine & Arabidopsis thaliana mot minh @c ché qué trinh
tring hop vi 6ng, nhung lam giam d6 nhay cam véi oryzalin do thay d6i vi tri lién két
o-tubulin [102]. Tuy nhién, nitrotyrosine 1am ting dd nhay khi nuéi cay té bao
Nicotiana tabacum L. véi oryzalin va nitrotyrosine cé thé cung cap thém chat khang
vi 6ng [103].

Trai nguoc Véi cac chat khang vi 6ng, thube diét co carbamate, nhu propham
hodc chlorpropham, hoat dong dé pha v& nguyén phan ma khéng tac dong dén qua

trinh tring hop hoic mat 6n dinh vi 6ng. Thay vao d6, cacbamate hoat dong dé phé
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v& va phan manh céc cuc trong té bao, dan dén sy di chuyén cua NST theo da cuc
cha khdng phai ludng cuc. Do dé, khong chic rang cacbamate s& ¢ hiéu qua trong

viéc phét trién cac thé da boi [63].

Khong ¢ bao c4o nao vé viéc sir dung chat tc ché proteasome cho céc thao
tac tao thé da boi in vitro. Tuy nhién, cac chat wc ché proteasome, nhu lactacystin va
MG132, can thiép vao céc protein diéu hda quan trong chi phdi qua trinh chuyén tiép
metaphase, anaphase va cytokinesis. Mot han ché cua chat ic ché proteasome la céc

phuong phap xir Iy khéng thé dao nguoc hoan toan [63].

Mot nhoém chat e ché chu ky té bao khac, gom hydroxyurea va aphididcolin,
hoat dong dé bat giir chu ky té bao & dau pha S. Sau khi loai b chat wc ché, cac té
bao tién qua pha S, G2 va M mét cach ddng bo. Mic du cac hop chit nay khéng truc
tiép anh huéng dén thé da boi, nhung chiing ¢ thé dugc xir 1y dé tao diéu kién dong
bo hda chu ky té bao va téi da hoa sé luong té bao bi anh hudng bai chat khang vi

ong, do d6 1am giam thé tap boi [63].
1.4.8. Co ché hinh thanh thé da béi

Phan chia té bao nguyén nhiém, giam nhiém 1a co ché phan chia chinh xéc vé
s6 lugng NST, dam bao cho loai duoc 6n dinh vé bo NST qua céac thé hé. Tuy nhién,
trong mét s trudng hop su phan chia binh thuong cua céac té bao bi phan huy dan toi
hinh thanh céc té bao da boi. Su nhan d6i cua cac NST Xdy ra trudc phan bao, nhung
C4C soi to vo sic bi phan huy dudi tac dong cua cac yéu td gay dot bién, 1am cho cac
soi nhidm sac khdng chay vé hai cuc cia té bao. Cudi cung, luong vat chat di truyén
d4 nhan d6i ton tai & mot bén té bao, hinh thanh nén té bao duoc da boi hod: tir 2n tré
thanh 3n, 4n,... (Hinh 1.4). C6 thé xay ra truong hop la cac soi nhiém sic duoc van
dong vé hai cuc cua té bao, song ¢ giita té bao khong hinh thanh vach ngin dé phan
d6i hai té bao con va té bao tro thanh da boi (Hinh 1.1) [104].
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Phan chia binh thuéng Phan chia khéng binh thuéng

Hinh thanh

vach ngan Tam ngung
va phan chia & ba hinh thanh
vach ngan

Thé hé con nhi bdi Nguyén phan

h
Nguyén phan s

ludng cuc

Thé hé con tir boi Thé hé con tap bl

Hinh 1.4. Co ché hinh thanh thé da boi [104].
1.4.9. C&c yéu t6 anh hwong dén cam teng da béi in vitro

1.4.9.1. Logi mdu cady xi Iy da béi

Mau cdy thuc vat dong vai tro cbt 161 doi vai nghién ciru da boi trong diéu kién
in vitro. Viéc sir dung mau cay chaa cac md ¢ kha nang phan chia manh 13 nguén
vat liéu thich hop nhat cho cam tmg da boi in vitro, gdm hat nay mam, ngon chdi, dau
ré non, dét than cay con in vitro, chdi bén, chdi dinh va phéi [68]. Cac mau cy khac

nhau s& c6 tiém ning khac nhau ddi véi cam Gmg da boi in vitro [64]. Cam ¢ng da boi
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in vitro phu thudc nhiéu vao sy sin c6 cua cac hé thong tai sinh in vitro thanh céng
[64]. Su tai sinh dua trén phat sinh SE va co quan la cac con duong tai sinh chinh
trong cam trng da boi in vitro [64]. Kha nang tao cdy hoan chinh tir mét hoac mét vai
té bao c6 thé cai thién sy phét trién cuia ciy da boi ddng nhat va giam thiéu kha ning
xuit hién dang hdn hop (cytochimeras) [64]. Fu va cong su (2019) da 4p dung cac
ndng d6 colchicine khac nhau trén khic cat than, 1a va SE caa Lilium distichum Nakai
va Lilium cernuum Komar. Két qua cho thay, SE duoc cam tng da boi tét hon so v6i
mau cay |4 [68]. Bén canh d6, nhiéu loai mau ciy khac ciing duoc sir dung trong cam
g da boi in vitro nhu mé phan sinh dinh chéi [105], hat [106], d6t than [107], manh
la [108] va nudi cay huyén phu tao phdi [109].

Khi cac mau l6ng, cdy con va hat cay duoc liéu Andrographis paniculata dugc
xur ly véi colchicine, ty 1& da boi thu dugc tir mau hat dat duoc cao nhat (40%) [110].
Déi voi Echinacea purpurea, cac thé da boi duogc tai sinh tir cuéng 14 sau khi xir Iy
bang colchicine [111]. Tuong tu, su phat sinh co quan tir 14 Populus sp. dugc xir ly
bang oryzalin din dén da boi. Sakhanokho va cong su (2009) xt Iy mé seo tao phoi
cua Hedychium muluense bang colchicine hoic oryzalin dé phat trién cac thé da boi
d6ng nhat [112]. Hon nita, hé thong tai sinh in vitro rat can thiét dé phat trién cac thé
da boi [63]. Hansen va Andersen (1998) tai sinh da boi tir vi bao tir caa Triticum
aestivum duogc xir Iy bang colchicine [113]. Trong mét nghién cau khac, Yuan va
cong su (2015) tai sinh da boi tir ré in vitro dugc xur ly bang colchicine cua thé don

boi Brassica sp. [114].

Tuy nhién, cac hé thong tai sinh in vitro dua trén phat sinh co quan va SE chi
méi dugc phét trién cho mot s6 loai va cach tiép can nay cé thé dan dén sy bién di
dong soma 16n hon do dot bién va cac thay ddi biéu sinh [115]. Béi véi nhiéu loai
cay trong, hé thdng tai sinh in vitro ¢ nhirng thach thirc riéng va cac mé thay thé co
thé can duoc xem xét. Do d6, cac dot than va dinh chdi la nhimg mé duoc st dung

rong rai nhat dé nhan do6i NST in vitro [63].

Pé thu dugc cac thé da boi dong nhat bang cach sir dung cac doan ndt va dinh
chdi, tat ca té bao ban dau trong 3 16p mo phan sinh can phai chiu tac dong cua tac
nhan khang phan bao [116 - 117]. Néu tat ca té bao ban dau khéng bi anh huong, thé
da boi hdn hop (mixoploids hoic cytochimeras) c6 thé hinh thanh [63]. Thé da boi
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hdn hop da dugc quan sat thiy rong rai trong qué trinh nhan d6i NST in vitro cua
nhiéu loai thuc vat gom Acer platanoides [118], Helleborus sp. [119], Hypericum sp.
[120], Lagerstroemia indica [121], Rhododendron hybrid [122], [123], Rosa rugosa
[124], Ranunculus asiaticus [125], Tulipa gesneriana [126], Vitis sp. [127].

M6 tap boi (Mixoploid tissue), mot moé don 1 gdm cac té bao c6 s lwong NST
khac nhau [128], thuong khong 6n dinh, c6 xu hudng chon loc ludng bdi cao va co
thé trd lai trang thai ludng bdi ban dau. Chon loc ludng boi c6 thé xay ra khi cac té
bao ludng boi (c6 it DNA hon hodc da boi thap) c6 thé sao chép va phan chia nhanh
hon so v&i Cac té bao da boi cao hon & 1an can [116 - 117]. Hussey va Hypher (1978)
da ghi nhan hién tuwong chon loc ludng boi & cu cai duong sau khi xur ly vai colchicine
va quan sét thay rang cac té bao da boi bién mat qua cac 1an nudi ciy tiép theo [129].
Tuong tu, Lattier va cong su (2013) phat hién ra rang d6i voi Acer platanoides, cac

mo da boi hdn hop trd lai thanh ludng boi trong khoang thoi gian 6 thang [118].

Nudi cay noi nhil 1a mot ky thuat doc déo dé tao ra cay tam boi tir cay ludng
boi. NGi nhii ctia Actinidia kolomikta (Maxim. & Rupr.) Maxim. dugc thu hoach tu
6—10 tuan sau khi ra hoa dugc st dung 1am vat liéu cdy ban dau dé kiém tra anh hudng
ctia cac PGRs ddi voi su tao md seo va hinh thanh co quan. C4c md seo cing, chac,
phét trién nhanh duoc tao ra trong méi truong MS ¢d bd sung 2,4-D (0,1 mg/L) két
hop véi kinetin (1,0, 2,0 va 5,0 mg/l), da phat trién choi khi dugc chuyén sang moi
truong MS ¢6 bd sung zeatin (1,0, 2,0 va 4,0 mg/L). Phép do dong chay té bao va
phan tich NST di xac nhan rang cac cay tai sinh la cay tam boi. Nghién ctu nay da
cho thiy néi nhii cua A. kolomikta c6 kha ning tai sinh thuwc vat va cac cay tai sinh c6
cling muc do da boi nhu ndi nhil (tam boi). Két qua nay cé thé dugc st dung cho thao
tac tao thé da boi & cac loai khéc trong chi Actinidia [130].

1.4.9.2. Xur ly voi cac tac nhan khang phan bao

Cam tng da boi rat khac nhau gitra céc loai, giong cay trong va phu thudc vao
tac nhan khang phan bao, loai mé va diéu kién nudi cdy. Trong khi chat diét co
dinitroaniline c6 &i luc cao véi cac tubulin thuc vat va ngay cang duoc st dung nhiéu
hon dé nhan déi NST in vitro, thi colchicine duoc sir dung pho bién dé xir 1y gay dot
bién da boi trén nhiéu loai [63]. Morejohn va cong su (1984) da chi ra rang hiéu qua

gan két cua colchicine vai tubulin thyc vat khac nhau dang ké giita céc loai [98] va
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colchicine van 1 tic nhan khang phan bao hiéu qua va duoc st dung nhiéu nhat doi

véi cac loai nhu Populus hopeiensis [131].

Colchicine 14 tic nhan khang phan bao duoc sir dung nhiéu nhat, bat ké nhiing
han ché da duoc ghi nhan [125] va da duoc sir dung cho nhiéu loai khac nhau tir than
thao nhu Echinacea purpurea [111] dén cdy than gd nhu Chaenomeles japonica
[132]. Sy thanh cdng cua colchicine véi vai trd nhu mot chat khang phan bao 1a ly do
chat nay dwoc sir dung lién tuc va thudng xuyén trong cac nghién ctu gan ddy hon,

nhu Bletilla striata [133], Petuna axillaris [134] va Populus Hopeiensis [131].

Oryzalin ciing 1a mot tdc nhan khang phan bao dugc st dung thanh cong dé
tao ra cac dong da boi ciia cay than g va ban than gé gom Rosa [135], Rhododendron
[122], Chaenomeles [132], Hypericum [120] va Acer platanoides [118]. Hon nira,
oryzalin da dugc chirng minh Ia hiéu qua hon colchicine trong viéc nhan d6i NST in
vitro dbi véi Chaenomeles japonica [132], Rhododendron [123], Watsonia lepida

[136] va Ranunculus asiaticus [125].

Xt 1y véi cac hop chat khang phan thay doi theo nong d6 str dung va thoi gian
tiép xtc cua mau 1a cac yéu té ludn dugc khao sat. Trong khi thoi gian xu ly thap
khong cho hiéu qua va nong do cao gay chét mau thi su tuong tac gitra thoi gian xir
ly va ndng d6 van chua duoc hiéu day du [63]. Meyer va cong su (2009) phét hién ra
rang ndng do oryzalin anh huong dang ké dén ty Ié sdng s6t va cam g da boi cua
mo seo & Hypericum sp.; d6i véi thoi gian xir ly thi khdng gay anh huong [120].
Tuong ty, thoi gian xu 1y va nong do cua oryzalin khong phai 12 yéu t6 co ¥ nghia
trong viéc gy ra da boi ¢ cac cay lai Rhododendron [123]. B4i voi Populus
hopeiensis, ca thoi gian xir Iy va nong d6 colchicine déu 1a yéu t ¢6 ¥ nghia 16n anh
huong dén da boi. Poi véi Rosa sp., mbi quan hé giita nong do va thoi gian xir 1y voi
oryzalin dudng nhu phu thudc vao loai md cay [124], [135]. Kermani va cong su
(2003) nhan thay thoi gian giam ddi véi oryzalin dugc yéu cau khi st dung cac dot
than 1 mm so v&i chdi dinh. Tuwong tu, Allum va cong su (2007) nhan thay kich thuéc
doan ndt anh huong dén thoi gian xu 1y Vi oryzalin va dé dam bao NST nhan déi thi
thoi gian xur 1y phai kéo dai dé téi da hoa s6 lwong té bao trong qué trinh nguyén phan

va thoi gian xur ly véi cac chat khang phan bao [124].
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P hoa tan lién quan dén i luc lién két vai tubulin 12 mot yéu té khac can
dugc cha y khi lwa chon mét chat khang phan bao. Vi du, colchicine hoa tan cao trong
nuéc (> 1,5M) va ¢ thé d& dang thém vao moéi truong nudi cay tieu chudn, nhung cd
ai luyc lién két twong d6i thap vai cac tubulin thuc vat. Nguoc lai, dinitroaniline twong
d6i khong hoa tan trong dung dich nudc, véi oryzalin dat dén d6 bdo hoa ¢ (< 7,5
UM) trong nude, nhung thuong lién két voi céc tubulin thuc vat ¢ nong d6 dudi 500
nM [137]. Ndng d6 hoat dong cua oryzalin thudng dugc sir dung dé cam tng da boi
thudng vuot qué ai luc lién két va ndng do hoa tan. Trong khi su khéc biét giira céc
loai vé tinh dic hiéu cua oryzalin d6i véi cac tubulin cd thé giai thich cho mot sb thay
d6i, su twong tac gitra nong do oryzalin ngoai sinh va tubulin noi bao van chua ro
rang [138].

Phuong phéap pho bién nhat dé (ng dung chat tuc ché khang phan bao in vitro
la xir ly trong dung dich hodc moéi truong long, sau d6 phuc hdi cac md trén moi
tredng tai sinh hoac nhan gidng. Tuy nhién, trong mot sé trudong hop, viéc bd sung
chat khang phan bao vao moéi trudng dic di thanh cong dé phat trién cac thé da boi.
Déi vai Hypericum sp., cac thé da boi duoc phat trién sau khi cho mo seo tai sinh xur
ly véi oryzalin trong moi truong long tir 3 dén 9 ngay [120]. Nguoc lai, Dhooghe va
cong su (2009) da sir dung moi truong dac c6 chta oryzalin dé tao ra thé da boi ¢

Ranunculus asiaticus [125].

C6 thé c4c thanh phan méi truong ciing c6 thé anh huéng dén céc chat khang
phan bao gay tac dong dén qua trinh nhan doi caa NST Hinh 1.5) [64] (Vi dy, hiéu
qua cua dinitroaniline lién két véi a-tubulin bi anh hudng dang ké bai pH va sucrose
[137], [139]. Trong céc thir nghiém lién két tubulin, Hugdahl va Morejohn (1993)
cho thay i lyuc lién két oryzalin ting gap ba lan khi pH tang tir 6,0 1én 7,0. Hon nia,
tac gia luu y rang sucrose c6 thé thay ddi su twong tac gitra oryzalin va tubulin.
Sucrose va pH 14 hai thanh phan quan trong trong mdi trudng nudi cay mo thyc vat
va can duoc xem xét khi phét trién cac quy trinh tao da boi in vitro [139]. Lattier va
cong su (2013) cho thay viéc bo sung BA vao méi trudng chira oryzalin lam ting ty
1& chét choi & ndng do oryzalin cao hon. BA c6 thé hoat hoa tang chu ky cua té bao,
tao ra cac té bao chuyén d6i nhanh hon tir ky giita (metaphase) sang ky sau (anaphase)

Clia qua trinh nguyén phan, trong giai doan nay té bao c6 thé nhay cam véi oryzalin.
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Vi vay, viéc xac dinh thanh phan méi truong khi phét trién quy trinh thao tac tao da
boi in vitro c6 thé t6i da hoa hiéu qua nhan d6i NST (Hinh 1.5) [64][118].
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Hinh 1.5. C4c tac nhan anh huéng dén xir Iy da boi [64].

1.4.10. Chen tgo nhiing dét bién sau xi Iy da béi

Phuong phap cam tng nhan d6i NST gdm nhiéu giai doan cam tng, tai sinh va
k¥ thuat x4c nhan dé danh gia ty Ié thanh cong. Sau khi xtr 1y cac tac nhan da boi,
viéc chon tao ciy da boi mang nhitng dic tinh tét 1a khau quan trong. Vi nhiing cay
da boi nay s& duoc tiép tuc nghién ctru do d6 phai tién hanh kiém tra, chon loc ngay
sau khi dot bién. Pau tién, chon nhiing cAy dot bién hinh thai khac ciy binh thuong
vé nhitng dic diém ma nguoi ta mong mudn. Sau d6 phan tich kiém tra bang nhiéu
phuong phéap dé phat hién nhitng d6t bién nhu dém s6 NST, do ham lugng DNA trong
té bao, ngoai ra dé xéac dinh da boi, mét sb chi tiéu duoc ap dung nhu nhu kich thudc
hat phan, khi khong, s6 lugng luc lap cao hon dang ludng boi 25 - 30%. Quan sat
hinh th&i hoac giai phau la phuong phap nhanh dé danh gia kha nang thanh cong cua
viéc da boi hda. Hinh thai khi khong (mat do, s6 luong va kich thude cua khi khong),
kich thudc té bao bao vé va hat phan duoc ap dung dé xac dinh gian tiép muc do da
boi va phan biét cay da boi cam urng gia dinh véi cay ludng boi nguyén ven. Mat do
thap hon va kich thugc khi khong Ién hon 1 nhiing dic diém chung cua thé da boi.

Ham luong luc lap, chét diép luc va carotenoid caa té bao bao vé 1a cac chi sé da boi
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don gian khéc. Pac diém hinh thai va giai phau c6 thé thay doi dudi &p luc cia moi
treong; vi vay, cac chi thi quan sat dugc c6 thé khong chinh xac va dang tin cay.
Sau khi chon loc dugc cac cay da boi, tiép tuc nhan 1€n va dua cay ra ngoai tu
nhién dé cay thich tng. Pay ciing 1a khau rat quan trong, né giai quyét kha nang tng
dung vao trong san xut, khau cudi cung 1a lai tao va bao tdn cac dic tinh tét cia ciy

[64].
1.4.11. Céc thanh teu vé nghién ciru da bgi trén thuc vt

1.4.11.1. Nghién curu ngoadi nuwoc

Cam tng da boi duoc xem la cach nhanh chéng va hiéu qua dé ting cuong san
Xuit cac HCTC trén ddi tuong cay duoc liéu quan trong so voi cay ban dau [140]. Pa
boi biéu hién cac tinh trang méi rat c6 gia tri ca trong néng nghiép va cong tac chon
gidng. Do d6, da boi cb thé 1a mot cdng cu quan trong dé co duoc gidng cay duoc
liéu méi. Vi du, hat t&r boi Datura stramonium L. c6 ham lwong alkaloid cao gap doi
cay ludng boi [141], hoic thé tir boi Artemisia annuaproduces c6 ham luong

artemisinin cao gap sau lan thé ludng boi [142].

Theo Wu (2002), phuong phép xir ly 0,05%, 0,1% colchicine va oryzalin ¢
ndng d6 0,01%; 0,05%; 0,1% trén mo seo tao ra tir nudi cay SE in vitro & cay c6 mui
tao ra thé quyt lai cam dudng ludng boi kép cung loai [143]. Nguyén Thi Phuong
Thao va cong su (2004) da tao thanh cdng thé ti boi trén cay Alocasia bang cach xu
ly 0,01%, 0,05% colchicine trén choi dinh cay Alocasia ludng boi & cac thoi gian 24
gio, 48 gio, 72 gio. X ly colchicine véi nong d6 0,05% trong 72 gio, dong tir boi
cao thu duoc cao nhat dat 20%. Ddi véi mau xu ly bang ozyzalin ty 1é dong ti boi
cao nhét & 0,05% trong 48 gio [144]. Soriano va cong su (2005) da tién hanh cac thi
nghiém nghién ctu anh huong cua colchicine 1én nudi cdy bao phan cay lua my
Triticum aestivum L. va két luan ty Ié kiéu hinh don boi kép ting gap doi & nong do
300 ppm trong 48 gio [145].

Ngoai ra, cac nha khoa hoc trén thé gigi con thu duoc nhiéu thanh tyu nhu tao
ra gidng cay dua hau tam boi hay nho ti boi cho san luong ting 3 - 4% so véi gidng
ban dau, chat luong t6t nhu ham luong duong tang, khong hat, tréi to, thit qua nhiéu

va vo mong. Nimura va cong su (2006) da thanh cong khi tao thé ludng boi Dianthus
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Caryophyllus L. va Dianthus japonicus bang colchicine, tac gia st dung chdi bat dinh
duoc lay tir cAy cAm chudng in vitro va cac doan mat ngu cdy cAm chudng trong vuron
wom sau d6 xtr Iy véi dung dich colchicine va APT, két qua c6 156 thé lai dugc tai
sinh, trong d6 ¢ 9 thé ti boi, 18 thé don boi va 88 thé tap boi. Thé tir boi dat cao nhat
(14%) khi xur ly 0,27% colchicine trong 24 gio [146].

Yang va cong su (2006) da xu ly colchicine trén cay nho Vitis vinifera L. nham
tao gidng nho da boi. Két qua c6 05/29 ca thé tir boi hoan toan bang phuong phap
dém NST [147]. Nam 2010, Islam va cong sy nghién ciru tao don boi kép ¢ cay lua

mi bang xu ly colchicine, két qua di 1am tang ty 1 nay 1én dén 81,73% [148].

Nghién ciru caa Kaensaksiri va cong su (2011) chi ra rang so véi cac loai lugng
boi, cac loai da boi da dugc chirng minh [a thé hién hinh thai hoc cao hon va kha ning
dap tng v6i moi truong tot hon [149]. Ngoai ra, bd gen duoc nhan 1én 1am ting ca $6
lwgng va chit luong cua cac chat chuyén hoéa thir cap va dan dén biéu hién gen cao

hon so véi cac thé ludng boi [66].

Gay dot bién da boi véi colchicine 18n ré& bat dinh dwoc nudi ciy trong thoi
gian dai cho thay sy biéu hién ctia enzyme sinh tong hop ginsenoside tang 1én trong
cac dong dot bién da boi, lam tang sinh khéi va san xuat ginsenoside & Panax ginseng
Mayer [150].

1.4.11.2. Nghién cuu trong nuoc

O Viét Nam, cac nha khoa hoc ciing d4 nghién ctu va tao ra dugc mot s6 giéng
ciy da boi ¢ chat lugng tbt, nang suat cao. Nam 2010, Ha Thi Thdy va cong su tao
thanh cong thé tir boi cay quyt Chum, budi va cam Phic Trach khi xt 1y colchicine
trén canh in vitro va ciing xtr ly thanh céng trén hat cta cay cam sanh va buai do
[151]. Nam 2012, Nguyén Thi Ngoc Tram va cong su di tao thé t boi cua Citrus
reticulata bang cach st dung chat gay dot bién tao da boi la colchicine [152]. Trén
hanh cu Allium cepa L., xir Iy 1,0% colchicine trong 6 ngay cho sb cay song sot dat
80% va ti 18 cay tir boi dat 20% [153]. Dong cam chudng gam Dianthus chinensis da
boi duoc tao thanh cong bang phuong phap xt Iy 0,1% colchicine trong vong 24 gio
hoac 48 gio; hoac vai 0,01 va 0,05% trong vong 72 gio vai ty 1€ da bdi dat tur 0,87-
12,85% [154].
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Bui Vin Thang va cong sy (2018) di thanh cong tao ra thé tam boi Melia
azedarach L. bang cach nudi cdy mé noi nhii (3n) chua trudng thanh. Céc cay con cé
nguon gbc tir ndi nhii 1a 100% thé tam bdi duoc chitng minh bang phan tich do té bao
dong chay. Viéc tao ra cac cay tam boi M. azedazach bing céch tai sinh truc tiép tir
noi nhii chi can 5 thang trong khi phwong phap truyén thdng tao ra cac cay tam boi
théng qua viéc lai gitra cac cay ta boi (4n) va cay ludng boi (2n) cd thé mat dén 12
nam [155].

Nguyén Phic Huy va cong su (2019) di tao cam tmg da boi thanh céng tir choi
non in vitro cay Paphiopedilum villosum. Céc choi Paphiopedilum villosum cao 1,5
cm xir ly véi colchicine ¢ cac thoi gian tiép xdc va nong do khac nhau. Ty Ié cam tng
da boi dat 19,88% khi xtr Iy v&i 50 uM colchicine trong 6 ngay. Trong sé cac cay con
da boi thu duoc, cac thé tir boi dat 88,24% [156].
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CHUONG 2.
VAT LIEU, NOI DUNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Viatliéu
2.1.1. Vatli¢u thuc vat

Cac mau cay cudng 14, manh 14 va ré caa cdy sam Ngoc Linh (Panax
viethnamensis Ha et Grushv.) in vitro ba thang tudi (thé ludng boi 2n = 24) nubi ciy
trong moi truong MS tai Vién Nghién ctu khoa hoc Tay Nguyén, VAST duogc su
dung nhu ngudén mau cay ban dau.

Céc phoi ¢ dang hinh cau, dang hinh tim va phéi ¢ la mam, khong dot bién
duoc tach ra tir cum phéi duoc str dung nhu nguén mau dé khao sat su hinh thanh
phdi thir cap. Céc loai mau cay dugc st dung cho cac thi nghiém duoc thé hién trong

hinh 2.1.

Cay sam Ngoc Linh in vitro (2n=24) [157]

Nguon vat liéu tai sinh ban dau

\

Manh la Cudng la Ré

1cmx1cm 02cmx05cm  1cmx01cm
Hinh 2.1. Céc ngudn vat liéu sir dung lam mau cay.
2.1.2. Thiét bi, dung cu va hoa chat

2.1.2.1. Thiét bj va dung cu

Thiét bi dung trong thi nghiém la: Can k¥ thuat Prescisa (Nhat Ban), can dién tu
(200 g, sai s6 0,0001 g) (CP 224S, Sartorius — Buc), ndi hap, tu cay vo tring Sanyo
MOV-112, ti Siy Menmert, may do pH, kinh hién vi (OLYMPUS, Nhat Ban), bép

ga.
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Dung cu dung trong thi nghiém 1a: Binh nudi ciy 250 mL, mang loc Millipore
(0,2 um), binh tam giac 250 mL, dao cay, dia cdy, pank cdy, day thun, khiu trang,
nilon va ging tay. Cac dung cu duoc hap khtr tring bang autoclave & 121°C, &p suit

latm, trong 30 phdt.

2.1.2.2. Hoa chat

Céc da vi lwong va vitamin xut x& tir hdng Duchefa Biochemie, Ha Lan; cac
chat diéu hoa sinh truéng ciia hing Merck KGaA, Darmstadt, Ptc gom 2,4-D, TDZ,
NAA, BA. Str dung dung dich NaOH IN dé hoa tan PGRs v&i nong d6 1 mg : 1 mL.

Dung dich sau khi dwgc pha va bao quan & diéu kién 2 — 8°C.

Dung dich colchicine: Colchicine dang bot (Do tinh khiét > 95%, Sigma-
Aldrich®, Hoa Ky) dugc hoa tan trong mot luong con téi thieu (90%), sau d6 dung
dich nay duoc diéu chinh dén nong d6 mong mudn bang cach thém nudc vo tring va
loc qua mang loc khtr trung (0,22 pm, Sigma-Aldrich®, USA). Dung dich colchicine

dugc thém tryc tiép vao moi truong MS long da hap tiét tring.

Dung dich oryzalin: Oryzalin dang bot (D6 tinh khiét > 99%, Sigma-Aldrich®,
Hoa Ky) dugc diéu chinh dén nong ¢6 mong muébn bang cach thém nuéc vo tring va
loc qua mang loc khir tring (0,22 pum, Sigma-Aldrich®, USA). Cac dung dich véi

nong d6 khac nhau duoc thém truc tiép vao méi trudng MS long da hap tiét trung.
2.1.3. Mi trwong nudi cdy

MBoi trudng nudi cdy duoc st dung 13 moi trudng Murashige va Skoog (MS)
b sung 30 g/L sucrose, 8 g/L agar. TUy vao yéu cau cua thi nghiém ma PGRs
dugc bo sung vao méi trudong nudi cdy. Mai truong nudi cay duoc chinh vé pH 5,8

treéc khi hap khir tring & 121°C, 4p suét 1 atm trong 30 phuit.
2.2. Noi dung nghién ciru

Noi dung nghién ciru bao gom cac giai doan duoc md ta trong hinh 2.2 va hinh
2.3.
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T6i wu hoa ngudn vit liéu phat sinh phéi tir cAy sim Ngoc Linh

|

Xir Iy tao da bdi trén phoi sim Ngoc Linh bang colchicine va oryzalin

|

Xac dinh mire do da boi cia cay con sim Ngoc Linh sau xir ly da bji

|
-

Hinh 2.2. So lugc cac giai doan thi nghi¢m.
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Hinh 2.3. So d6 tom luogc cac giai doan tién hanh thi nghiém.

| Manh 1a [ Phoi
SC;:I hinh || Phot | [Xaly ver Khio
N . . cau, cam colchicine Phoi sat smh
L'gI?]: > Cuong la >l hinh P> bién | truémg
1 . 2 . A
. tim, tot Xt Iy véi di phoi
la nhat : bien di
vitro - : oryzaline :
—> Ré mam
Quan sat hinh X4
i S P théi gidi phiu o
Nhan dinh
inh Tai do
. .. . Quan sat dot a-
khoi sinh D bo1
) .. | Cay bién kiéu hinh
- phoi - phoi A
Lan1 [€ Cuong la [€ tur
boi Xac dinh chi
l tiéu khi khau
L]“ ’ —1__Re 1 Dém NST
Lin 3 > Ta Sl]lh- > Kiém tra do b(-)l
cay tu boi cua cay t boi

2.2.1. Néi dung 1: Téi wu hod nguén vt ligu phat sinh SE tir cdy sam Ngec Linh

in vitro

Nghién ciru anh hudng caa ngudn mau cay tir mau cudng 14, manh 14 va ré cua

cay in vitro va mau cay phdi & cac dang hinh cau, hinh tim, c6 14 mam Ién sy phét

sinh phéi va phoi tha cap ciia sam Ngoc Linh.

Panh gia hiéu qua cua viéc st dung riéng 1é hoic két hop cua 2,4-D va TDZ

Ién sy phat sinh phdi tha cap caa sam Ngoc Linh.

2.2.2. Ngidung 2: Xz ly tao da bgi trén sam Ngec Linh bang colchicine va oryzalin

Nghién ctru anh huong caa colchicine, oryzalin 1én sy phat sinh cua ph6i thi

cap bién di cua sam Ngoc Linh.
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2.2.3. Ngi dung 3: Xdc dinh mirc do da bgi cua cay con sam Ngoc Linh sau xu ly

da boi

Nghién ciru sinh truéng caa cay con bién di sam Ngoc Linh ¢6 ngudn gbc tur
phdi tha cap bién di sau khi xi 1y véi colchicine.

Danh gia cac cdy con bién di théng qua cac phuong phép quan sét hinh thai,
quan sét khi khéng, giai phau va quan st cau trc giai phau, dém NST
2.2.4. Ngi dung 4: Khdo sat khd ning sinh trwéng, tai sinh va tinh én dinh cia

cay sam Ngoc Linh da béi.

Nghién ctru sy tai sinh phéi tir cuéng 1&, manh 14 va ré ciia cdy sim Ngoc Linh
tu boi in vitro trén moi truong sinh treong thich hop.

Nghién cizu hinh thanh phdi thi cap tir phdi c6 ngudn gdc tir cay ti boi in vitro
qua 3 lan ciy chuyén trén méi trudng sinh truang thich hop.

Nghién cuiru su sinh truéng cua phoi tir cdy sém Ngoc Linh ti boi in vitro.

Do 6n dinh cua cay tir boi duoe danh gia bang cac phuong phap quan sat hinh
thai, quan sat khi khong, giai phiu va quan séat cau tric giai phau, hinh théai cay va

cac co quan, kiém tra NST caa cay sdm Ngoc Linh ta bai in vitro.
2.3. Phwong phap nghién ciru

2.3.1. Phwong phdp bé tri thi nghiém
2.3.1.1. Ngi dung 1: Téi wu hod nguon vt ligu phéat sinh SE tir cAy sam Ngoc Linh
in vitro

Thi nghi¢m 1: Khao sat anh huong cua 2,4-D va TDZ 1én sy phét sinh phdi tir

manh 14, cudng 14 va ré sam Ngoc Linh

Vit liéu la cudng 14, manh 14 va ré caa cay sim Ngoc Linh in vitro (Panax

vietnamensis Ha et Grushv.) 12 tuan tudi.

MBoi trudng sir dung trong nghién cau 1a MS bé sung ¢é dinh 0,5 mg/L NAA
[15] + 30 g/L sucrose. Theo nghién ciru cia Hién va cong sy day 1a moi truong thich
hop cho cam tmg phéi ddi véi mau ciy lat mong té bao trén déi teong sam Ngoc Linh.

Do vay, trong nghién ctru nay dé t6i wu héa moi truong cam tng phdi déi véi céc
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ngudn vat liéu khac nhau, ching t6i da sir dung méi truong MS bé sung ¢é dinh 0,5
mg/L NAA [15] két hop véi cac PGRs khac nhau.

Manh 14 duoc cit thanh dang hinh vudng véi kich thudc 10x10 mm; cudng 14
duogc cat ngang, kich thude chiéu dai x duong kinh khoang 5 x 2 mm; khuc cit ré c6
chiéu dai khoang 10 mm va duong kinh khoang 1 mm, duoc nudi cay trong moi
truong MS chira ¢6 dinh 0,5 mg/L NAA [15] + 30 g/L sucrose, b6 sung riéng 1é 2,4-
D (0: 0,2; 0,5 va 0,7 mg/L) va TDZ (0: 0,1; 0,3 vi 0,5 mg/L). PC la méi truong MS
khong bo sung 2,4-D va TDZ nham xéc dinh loai va ndng do 2,4-D va TDZ thich hop

cho sy phat sinh SE sdm Ngoc Linh tir ba nguon vat liéu trén.

Chi tiéu theo ddi: Ty & cam ing mo seo (%), ty 1é cam tng phdi (%), s6 luong

phdi/mau, trong lugng tuoi sau 6 tuan nudi cay.

Thi nghigm 2: Khao sat anh huong ctua 2,4-D va TDZ [én sy phét sinh phdi

thar cap tir dang phoi hinh cau, hinh tim, phéi c6 14 mam cua sam Ngoc Linh

Thi nghiém nay duoc tién hanh nham so sanh kha ning hinh thanh SSE tir ba
dang phdi hinh cau, phéi hinh tim, phdi ¢4 1a mam sam Ngoc Linh c6 ngudn gbc tir
vat liéu tot nhat cua thi nghiém 1. Sau d6, dang phdi téi wu cho su phat sinh SSE dugc

str dung cho céc thi nghiém tiép theo.

Phoi dang hinh cau, hinh tim va c6 14 mam tir cum ph6i sam Ngoc Linh 6 tuan
tudi ¢ kiéu hinh dong nhat khong bién di dugc tach riéng timg phoi va dugc nudi
cdy trong méi truong MS + 0,5 mg/L NAA [15] + 30 g/L sucrose, c6 bd sung riéng
l¢ 2,4-D (0; 0,2; 0,5; 0,7 mg/L), TDZ (0; 0,1; 0,3; 0,5 mg/L). BC la méi truong MS
khong bo sung 2,4-D va TDZ.

Chi tiéu theo ddi: Ty Ié cam ing mé seo (%), ty 1é cam tng phdi (%), sé luong
phdi/mau, trong luong twoi sau 6 tuan nudi cay.

Thi nghiém 3: Khao sat anh huong két hop cua 2,4-D va TDZ Ién sy phét sinh
phdi tir nguén mau c6 su tai sinh phdi cao nhat trén moi trudng bo sung 2,4-D, TDZ
riéng lé cta sdm Ngoc Linh

Nguon vat liéu duoc sir dung 1a mau cd s6 lwgng hinh thanh phéi cao nhat trén

cac méi trudng bo sung 2,4-D, TDZ riéng Ié caa thi nghiém 2. Mau duoc nudi cay
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trong méi trudng MS + 0,5 mg/L NAA [15] + 30 g/L sucrose, b6 sung 2,4-D tét nhat
cua thi nghiém 2 két hop véi TDZ (0,1; 0,3; 0,5 mg/L) hoic nguoc lai thay d6i nong
d6 2,4-D (0; 0,2; 0,5; 0,7 mg/L) két hop véi TDZ ndng tét nhat caa thi nghiém 2. BC
13 méi truong MS khong bé sung 2,4-D va TDZ.

Thi nghiém nay dugc thuc hién nham khao st anh huéng két hop cua 2,4-D
va TDZ Ién sy phét sinh phdi thi cap sdm Ngoc Linh tir ngudn vat liéu téi uvu ¢ thi
thi nghiém 2. Loai vat liéu cho kha ning hinh thanh phéi cao nhat s& duoc st dung

cho céc thi nghiém sau.

Chi tiéu theo ddi: Ty Ié cam ang mo seo (%), ty 1é cam tng phdi (%), s6 luong

phdi/mau, trong lugng tuoi sau 6 tuan nudi cay.

MJi nghiém thire duoc 13p lai ba lan vai 10 binh nudi cdy, c6 3 mau/ binh.
Binh dugc sir dung 1 binh thiy tinh ¢6 thé tich 100 ml chira 20 ml méi truong. Moi
truong duoc hap khir tring & 121°C, &p suat 1 atm trong 30 phut.

2.3.1.2. Ngi dung 2: X ly nguon vat liéu téi wu ciia sdm Ngoc Linh Véi tde nhén da
boi colchicine va oryzalin

Ngudn vat liéu cho kha niang hinh thanh phoi thi cap cao nhat ¢ thi nghiém
truéc 1a phoi hinh cau, phoi c6 do dong déu cao, duong kinh khoang 1 mm, khéi
luong twoi khoang 0,020 - 0,022 g. Quy trinh xt Iy da boi duogc thé hién ¢ Hinh 2.4.
PC 1a mdi trudng MS bo sung PGRs tot nhat cho sy tai sinh phoi dugc xac dinh tir

thi nghiém trén nhung khong b sung colchicine hoic oryzalin.

% Phat sinh phéi
vé tinh

In vifro plantlet

___________________

!
_ : Dung dich
;o . colchicine
! 1 Phéihinh cdu | "

5 i hod |
L 6 tudn téi o8¢ oryzaline

Xir Iy v&i chét khdng ! ) :
phan bao R Phéi binh thuong |
. i

Quan sét khi khéng
Khao sat sinh trwong

Panh gid hinh thai
va xac dinh da bgi

—

6 thang 3 thang

& >g
Dém NST

Hinh 2.4. So @6 md ta khai quat cac budc cac budc thuc hién thi nghiém
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Thi nghiém 4: Khdo sat anh hwong colchicine 1&n sy phéat sinh SSE bién di

cua sam Ngoc Linh

Trong thi nghiém nay, dé xac dinh anh huéng cua viéc xir 1y colchicine dén
kha nang séng, tai sinh phoi thir cap va su hinh thanh phdi tht cip bién di cua phoi
sam Ngoc Linh, cac phdi sam Ngoc Linh dang hinh cau va déng déu duoc xir ly trong
moi truong MS 1ong ¢6 bo sung colchicine (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 va 0,7%) w/v, thay
d6i theo thoi gian (24, 36, 48 va 72 gio). Sau do, cac phdi da xtr Iy duoc chuyén sang
moi truong phat sinh phdi MS b sung 0,5 mg/L NAA + 0,7 mg/L+ 2,4-D + 0,1 mg/L
TDZ dé theo di sy hinh thanh cac phdi thir cap bién di. Cac phdi c6 hinh thai to,
hoac c6 cac bat thuong trén cuc 14 hodc cuc ré va vuot tréi hon so véi cac phdi trong
cum s& duoc tach ra, tién hanh ghi nhan céc chi tiéu va tiép tuc khao sat sinh truong
cho giai doan tiép theo. PC 1a phoi hinh cau khéng xu Iy véi colchicine dugc nudi

cay trén mdi truong MS bd sung PGRs tbt nhat cho su tai sinh phéi thir cap.

Chi tiéu theo ddi: Sau khi xa Iy mau cay véi tac nhan da boi theo thoi gian 24
gio, 36 gio, 48 gio va 72 gio va ndng do khac nhau, tién hanh ghi nhan céc chi tiéu
ty 18 séng ciia mau (%), ty 1é cam ung phoi thir cap caa mau séng (%), sé phdi thi
cap/mau, s6 phoi thu cap bién di/mau, ty & phoi thir cap bién di (%) sau 6 tuan nudi

7
A

cay.

Thi nghigm 5: Khdo sat dnh huéng cua oryzalin lén sy phat sinh SSE bién d;

cua sdm Ngoc Linh

Trong thi nghiém nay, dé xac dinh anh huéng cta viéc xir 1y oryzalin dén kha
nang song, tai sinh phoi thir cap va sy hinh thanh phoi bién di caa phdi sam Ngoc
Linh, cac phdi sam Ngoc Linh dang hinh cau va dong déu dugc xir ly trong moi
treong MS long co bd sung oryzalin (0; 0,01; 0,02; 0,03; 0,05 va 0,07%) w/v, thay
d6i theo thoi gian (24, 36, 48 va 72 gio). Sau do, cac phdi da xtr Iy duoc chuyén sang
moi trudng phét sinh phdi MS b sung 0,5 mg/L NAA + 0,7 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L
TDZ dé theo ddi sy hinh thanh cac phdi thir cap bién di. Cac phdi c6 hinh thai to,
hoac c6 cac bat thuong trén cuc 14 hodc cuc ré va vuot tréi hon so véi cac phdi trong
cum sé& duoc tach ra, tién hanh ghi nhan cac chi tiéu va tiép tuc khao sat sinh truong
cho giai doan tiép theo. PC 1a phoi hinh cau khdng xir ly véi oryzalin dugc nudi cay

trén moi trudng MS b sung PGRs tét nhét cho sy tai sinh phoi thi cap.



47

Chi tiéu theo dai: Sau khi xir Iy mau cay véi tac nhan da boi theo cac mébc thoi
gian 24 gio, 36 gio, 48 gid va 72 gid va nong d6 khac nhau, tién hanh ghi nhan cac
chi tiéu ty 1& séng cua mau (%), ty 1é cam tng SE cua mau sdng (%), sé phoi thi
cap/mau, s6 phdi thir cap bién di /mau, ty 1 phdi thir cp bién di (%) sau 6 tuan nudi

cay.

2.3.1.3. Ngi dung 3: Khao sat su sinh trieong cua cac thé cé biéu hién bién dj va xac

dinh mure do boi cady sam Ngoc Linh

Thi nghiém 6: Khao sat su sinh truong va xac dinh mire d6 da boi cua cay sam

Ngoc Linh bién di c6 nguon gbc tir cac SSE bién di sau khi xt ly bang colchicine.

Cac phdi the cip bién di vé kiéu hinh cua cdy sdm Ngoc Linh (Panax
viethamensis Ha et Grushv.) in vitro 6 tuan tudi sau khi xi ly colchicine ¢ giai doan
trén dugc tach ra va nudi ciy trén moi truong MS bo sung 8 g/L agar, 30 g/L duong
sucrose, khong bé sung PGRs dé tao cy in vitro hoan chinh. Phéi cay c6 ré sau 3
thang duoc theo ddi sy sinh truéng va phat trién cua cay sam Ngoc Linh theo thoi

gian. PC 1a cady sam Ngoc Linh 2n binh thuong.

Bén canh do6, dé xac dinh cay cd biéu hién bién di 1a cay ta boi hodc cay tap
boi,... cac cay c6 biéu hién bién di sau khi da duoc xir Iy da boi duoc danh gia kha
ning da boi thong qua phuong phap nhuém NST, quan sat khi khong, giai phau va

quan sat cau trlc giai phau, quan sat su thay déi hinh thai.

Chi tiéu theo di: Chiéu cao cdy (cm), duong kinh cudng 14 (cm), chiéu rong 1a

(cm), chiéu dai 14 (cm), khéi luong twoi ciy (g) va kiéu hinh bat thudng.

2.3.1.4. Ngi dung 4: Xdc dinh dé én dinh cua cay tir bgi sam Ngoc Linh théng qua
cdc buwdc tai sinh

Thi nghiém 7: Khao sat su sinh truedng cta cdy sam Ngoc Linh tir boi trong
diéu kién nudi cay in vitro

Sau khi xac dinh mirc do da boi cua cay con sam Ngoc Linh bang cach d¢ém sb
lugng NST, tiép tuc nudi cay cac cay duoc xac dinh la ciy ti boi trén méi trudng MS
trong 24 tuan va ghi nhan cac dic diém sinh truéng gom chiéu cao cay con (cm),

duong kinh cudng 14 (cm), chiéu dai cudng 14 (cm), chiéu rong 1a (cm), chiéu dai 14
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(cm), khéi luong tuoi ré ca (g) va khéi luong tuoi cia cay con (g). PC 1a cac ciy con
ludng boi.

Chi tiéu theo d&i: Chiéu cao cay (cm), dudng kinh cudng 14 (cm), chiéu dai
cudng 14 (cm), chiéu rong 14 (cm), chiéu dai 14 (cm), duong kinh ré ca (cm), khoi
luong tuoi (g) cua cay tr boi.

Thi nghi¢gm 8: Khao sat su tai sinh phdi tir cac bo phan cua cay ta boi sam
Ngoc Linh trén moi truong sinh trudng thich hop

Pé thuc hién thi nghiém nay, cay di duoc xac dinh 1a cay ta boi, 3 loai miu
cay la manh 14, cudng 14 va ré cua cay tir boi duoc khao sét sy tai sinh phoi trén moi
truong tot nhat cua ting loai mau cay da duoc xac dinh tr thi nghiém trude, boi vi
trong thi nghiém nay khao séat kha nang tai sinh phoi cua tirng loai mau cua cay ta boi
S0 V&I mau cay nhi boi.

Ngudn vat liéu st dung trong thi nghiém nay 1a manh 14, cudng, ré cua cay sam
Ngoc Linh t&r bdi 24 tuan tudi. Mau 14 c6 kich thude 10 x 10 mm duoc cat theo hinh
vubng; cudng 14 dugc cit ngang, mdi doan cit c¢6 kich thudc 5 x 2 mm; khic cit ré
c6 chiéu dai 10 mm va duong kinh 2 mm, dugc nudi cay trén méi trudng tai sinh phoi
thich hop cho ting loai mau cay, cu thé: ddi véi mau manh mai truong MS + 0,5
mg/L NAA + 0,5 mg/L 2,4-D; mau cudng 14 méi truong MS + 0,5 mg/L NAA + 0,5
mg/L TDZ; mau ré méi trudong MS + 0,5 mg/L NAA + 0,3 mg/L TDZ.

Chi tiéu theo d&i: Ty 18 cam tng SE (%), s6 SE/mau, khéi lugng twoi (g)

Thi nghiém 9: Khao sat sy hinh thanh phoi tht cap tir phoi c6 ngudn goc tir
cay t boi sam Ngoc Linh qua 3 14n cdy chuyén trén méi trudng sinh trudng thich
hop

Ngudn vat liéu st dung trong thi nghiém nay 1a phdi c6 ngudn géc tir cac nguon
vat liéu & thi nghiém 8 duoc tién hanh nhan sinh khéi phoi trén méi trudng MS + 0,5
mg/L NAA + 0,7 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L TDZ. Phoi dugc cay chuyén 3 lan sau mdi
4 tuan sinh truéng, sau 1an cay chuyén thir 3 cac phdi s& duoc trai 16n méi truong MS
khong bo sung PGRs dé tao cay hoan chinh. Céc cay hoan chinh nay, s& duoc tién
hanh Iy cac chi tiéu sinh truong va kiém tra do boi thé thong qua phuong phap nhuém

NST, quan sat khi khong, quan sét sy thay d6i hinh thai. Thi nghiém nay duoc thuc
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hién nham khao sét kha nang hinh thanh SSE ctia phdi ¢6 ngudn gdc tir cay sam Ngoc
Linh t&r boi. Dong thdi nhim danh gia d6 6n dinh cua cdy sdm Ngoc Linh tir boi sinh
truong sau khi phoi duoc ciy chuyén lan thi 3.

Ch tiéu theo d6i: Khdi luong tuoi cta sinh khdi phoi, sau d6 cac cay ti boi co
ngudn gdc tir phdi ther cap sau 1an cay chuyén lan thi 3 s& duoc tién hanh danh gia
dot bién kiéu hinh théng qua céc chi tiéu sinh truang, mat do khi khéng, chiéu dai,

chiéu rong khi khong va dém NST dé xac dinh ti I cay tir boi 6n dinh.

2.3.2. Phwong phdp gidi phdu va quan sat gidgi phdu hinh thai thec vat cay sam
Ngec Linh

Cac mau duoc thu nhan va dugc cat thanh 1at mong theo chiéu ngang di qua
mau kich thuéc khoang 10-15 pm, sau dé ngdm 15 phit trong dung dich javen 10%,
sau d6 rira sach mau voi nudc cat, tiép theo mau dugc ngdm mau 15 phat trong dung
dich acetic acid 45%, rira lai mau bang nudc cat lién tuc 6 1an, 1am khd va ngdm mau
trong pham nhudém carmine red trong 5 phut sau d6 ria lai mau bang nudce cat 2 lan,
cudi cting dat mau 1én lam kinh, nho 1 giot nuée va day lamen kinh lai. Quan sat duéi

kinh hién vi quang hoc vat kinh x10.
2.3.3. Phuwong phdap nhuém NST

Céc SSE bién di duoc cdy chuyén sang moi truong MS khong bo sung PGRs.
Sau 3 thang, SSE phat trién thanh cay con va ra ré. Mirc 6 da boi duoc xac dinh bang

cach dém cac NST ¢ dau ré cua cay con sdm Ngoc Linh dot bién.

Pé dém NST, cac dau ré dai 5 mm cia cay con sam Ngoc Linh bién di duge
cho vao 6ng nghiém loai 1,5 mL ¢6 bd sung 100 pL dung dich colchicine 0,1% va 1
trong 30 phut. Sau khi @, dung dich colchicine dugc loai bo va thém vao éng nghiém
200 pL natri axetate 0,5%, sau d6 G mau trong 30 phut & nhiét d6 phong. Cac miu
duge ¢ dinh trong dung dich carnoy trong 4 gid. Tiép theo, loai bo carnoy va rira
mau nhiéu 1an bang con 70%, nhudém bang dung dich xanh methylen (1%) hodc do
carmine & nhiét 46 phong trong 5 phat. Mau duoc tao bang cach cit 1-2 mm dau ré

va dat trén lam kinh, ddy lamen 1én mau va an nhe [158].
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Mau duoc quan sat dudi kinh hién vi (OLYMPUS, Nhat Ban) dé xac dinh s6
luong NST. Méi nghiém thtrc duoc lip lai ba 14n véi 9 miu. Viéc quan sat duoc thuc

hién it nhat muoi pha nguyén phan riéng biét.
2.3.4. Phwong phdp quan sdt khi khéng

Céc la cua cay sam Ngoc Linh bién di va cay ludng bdi duoc thu nhan va quan
sat hinh théai khi khong dé danh gia su khac biét hinh thai biang kinh hién vi quang
hoc, 16p biéu bi cua nhitng 14 duoc bdc tach va quan séat gian tiép thdng qua phu
lanoline. Biéu bi dudi cua 14 cay sim Ngoc Linh bién di va ludng boi duge phi mot
16p lanoline trong sudt va dé kho, sau d6 tach 16p mau lanoline ra va dat trén lam kinh
trac vi (thude kinh tric vi c6 chiéu dai 1000 pm, chia thanh 100 vach, kich thudc mdi
vach l1a 10 um), phu lamen lén mau va quan sat dudi kinh hién vi (OLYMPUS, Nhat
Bén) & d6 phong dai 10x va 40x.

Viéc xac dinh d0 chénh 1éch kich thudc khi khéng dua trén co sé xac dinh kich
thude khi khong tuong g véi s6 vach trén kinh tric vi ciia 30 khi khong ngau nhién.
Mudi khu vue 14 (1 x 1 mm) duge 14y miu ngau nhién caa mdi 14 duge dém dé danh
gia mat 6 khi khong. Dé quan sat lyc lap trong khi khong ciia cac 14 ciia cay dot bién,

16p bi€u bi dudi cua cac 1a da chon duogc tach va quan sat bang kinh hién vi.

Ghi nhén céc chi tiéu vé khi khong gdm mat d6 khi khong/mm?, chiéu dai khi
khong (um), chiéu rong khi khéng (pm) va mat do luc lap trong té bao bao vé khi
khong.

2.3.5. Mgt sé cong thac ty 1é doi vdi mét sé chi tiéu thu nhan

s A DA , z S8 mau s6
Ty 1¢ séng ciia mau (%) = ———"08_ % 100
> Tong sO mau

S6 mau c6 hinh thanh mo seo

x 100

Ty 1¢ cam u#ng mo seo (%) =

Y T6ng s6 miu séng

N S6 mau c6 hinh thanh SSE
Ty l¢ cam ung SE (%) = x 100

Y T6ng s6 miu séng

Y's6 mau phat sinh phoi

x 100

Ti 1é mau phat sinh phéi (%) =

¥'s6 mau theo dai

S8 SSE bién di(/mau)

Ty I¢ SSE bién di = YTéng s6 SSE (/miu)

100
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S6 mau hinh thanh SSE bién di

Y T6ng s6 miu séng

x 100

Ty 1¢ cam veng SE bién di (%) =

2.3.6. BPidu kién nudi cdy

Céc binh nudi ciy duogc dit trong phong kin ¢ nhiét do 25 + 2°C, d6 am 55 -
60%. Anh sang dwoc cung cap tir dén huynh quang c6 kich thuéc 1,2 m (FL-
40W/T10), dién &p 220V, cong suat 40W, cudong do 40 - 45 pmol.m2.s%, budc séng
320 - 800 nm. Phong nudi cdy dugc chiéu sang 16 gid/ngay. Doi véi mau md seo va
mau mo seo phat sinh phdi, cac binh nudi cdy dugc che tbi hoan toan trong 2 tuan va

sau d6 chuyén ra diéu kién chiéu sang 12 gio/ngay.
2.3.7. Phwong phdp xir Iy théng ké

Thi nghiém duoc bé tri hoan toan ngau nhién véi 3 1an 1ap lai. S lieu duoc xu
ly bang phan mém Microsoft Excel 2019, so sinh ANOVA 1 yéu té véi phép thir
Duncan (p<0,05) (Duncan 1955) trén phan mém SPSS 16.0.

2.3.8. Dja diém va thoi gian thgc hién lugn an

Luan an duoc thuc hién tai Phong Sinh hoc phan tir va Chon tao giéng cay

trong, Vién Nghién ctu Khoa hoc Tay Nguyén — Vién Han 1am Khoa hoc va Céng

nghé Viét Nam.

Thoi gian thuc hién luan &n tir 12/2018 dén 12/2022.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Noi dung 1: T6i wu hoa ngudn vit liéu phat sinh SE tir cay sam Ngoc Linh

in vitro

3.1.1. Anh hwéng cia 2,4-D va TDZ Ién s phat sinh phdi tie manh 14, cuéng 1a

va ré ciia sam Ngec Linh

Két qua ghi nhan cho thay viéc bd sung 2,4-D hoiac TDZ & cac ndng do khéac
nhau anh huéng dén qua trinh cam tng phdi soma cia mau tir manh 14 sau 6 tuan
nudi ciy (Bang 3.1).

Bdng 3.1. Anh huong cua 2,4-D va TDZ 1én sy phat sinh SE tir cAc nguon mau cay
manh 14, cudng 14, ré& sam Ngoc Linh in vitro.
Nong NOong —, x . w0 rn S6 Khéi
Mau  do do T,y e cam T}’ I cam phéi trung luong tuoi A g
X ung mo ung SE R n Mo ta
cay 24-D TDZ 50 (%) (%) binh  cum phoi
(mg/L) (mg/L) ™ (ph6i/mau) Q)
0,0 0,0 12,00° 16,33 2,67 0,13¢ _ .
02 00 100,00° 86,67¢ 21,337 1,48 Phoihinhcau,
05 00 100,00° 9367° 51,000  159¢ ninhtimvaco

Mf;h 07 00 10000° 100,000 3567¢ 1,690 ::?)ana;l]tE;r?g;
00 01 10000° 7467° 1667 151 gGno'ua mau
00 03 100,00° 9633° 4833  176® yann
00 05 100,00°0 100,000 36,67¢ 1,867
00 00 1300° 633" 233 LI# bt da phin
02 00 10000° 1567¢ 833  L,67 pinhcau, hinh
cuing 05 00 100,00° 3533  1467" 165" tim, phoi la
a - 07 00 10000° 47,33 2533  1,67°¢ mim. Phi co
00 01 10000*° 67,679 16,679" 151 Mmau  trang
00 03 100,000 62,67" 26,000 1,64c¢ Sang va mad
00 05 100000 1467% 20670 1770 Xamn
00 00 1500° 1833 3,33 1,150
02 00 100,008 7333 12000 1,441 N .
05 00 10000° 7633 17,679  150¢ PhOi chu yeu
RE 07 00 100,00°0 8867° 1133  160% Qé”r;n";‘u“\f’ah%
00 01 10000 7133 1633" 166

0,0 0,3 100,00* 83,001 18,009 1,68b¢cd

0,0 0,5 100,008 93,33° 13,00 1,71bcd
*Cacky tw (a, b,...) khac nhau dat cung mot cot biéu thi si khac biét ¢é y nghia théng
ké o p < 0,05 (trong phép thzz Duncan).
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0,2 mg/L2,4-D 0,5 mg/L&4-D 0,7 mg/L2,4-D

Hinh 3.1. Anh huong cua 2,4-D va TDZ 18n su phét sinh SE tir mau cdy manh |4 sam
Ngoc Linh sau 6 tuan nudi cay (thudc 1 cm). Miii tén mau den chi sw phéat sinh phoi
truec tiép, miii tén mau trang chi phat sinh phdi gian tiép. Cdc miii tén mau xanh chi

vi tri cia phoi hinh cau, mau vang chi phéi hinh tim va mau dé chi phoi c6 1& mam.

Sy cam tng mo seo dat 100% trén hau hét cac nghiém thirc. Trong khi do, ti
16 cam ung phdi truc tiép (mii tén mau den) hoic gian tiép qua md seo (miii tén mau
trang) (Hinh 3.1) la khac nhau tai cac nong d6 xir Iy véi PGRs khac nhau. Cu thé,
moi truong b sung 2,4-D, ti 1& cam tmg phéi ciing nhu trong luong twoi cta cum
phoi gia tang ti I& thuan véi nong do6 va dat cao nhat 100% tai 0,7 mg/L 2,4-D, tuong
g Véi trong tuong tuoi cua cum phdi 1a 1,69 g, cao nhat trong cac nghiém thic thi
nghiém (Bang 3.1, Hinh 3.1). Tuy nhién, s phéi trung binh khdng ti Ié thuan véi
ndng do, cao nhat 1a 51 phoi tai méi trudng 0,5 mg/L 2,4-D nhung sau d6 giam xudng
35,67 phdi tai ndng d6 0,7 mg/L 2,4-D ddi voi mau manh 14 (Bang 3.1, Hinh 3.1).



54

Ph6i hinh thanh c6 cac dang hinh cau (mii tén mau xanh), hinh tim (mii tén mau

vang) va phoi ¢ 14 mam (miii tén mau do) (Hinh 3.1).

Vé6i moéi truong bd sung TDZ, ty 1& cam tng phoi co khuynh hudng gia ting,
tir 93,33% va trong lwong tuoi twong ng cua cum phdi 1,76 g tai nong d6 0,3 mg/L
TDZ ting 1én 100% va 1,86g tai 0,5 mg/L TDZ (Bang 3.1). Tuy nhién, s6 phéi trung
binh gitra cac nghiém thirc ¢d su khéc biét. Nghiém thire bd sung 0,3 mg/L TDZ c6
s6 phoi trung binh twong ng 48,33 phoi cao nhat khi nudi ciy mau manh 14 véi TDZ,
khdi lwong twoi cum phoi dat 1,76 g. Sau dé, sd phdi trung binh giam con 36,67 phoi
trong khi trong lwong tuoi cua cum phdi dat 1,86 g tai ndng d6 0,5 mg/L TDZ cao

nhat trong cac nghiém thirc véi ngudn vat liéu 13 manh 14 (Bang 3.1, Hinh 3.1).

0,2 mg/L2,4-D 0,5 mg/L2,4-D 0,7 mg/L2,4-D

0,3 mg/LTDZ 14 lf

-

e
A

~ =

Hinh 3.2. Anh huéng cua 2,4-D va TDZ Ién sy phét sinh SE tir mau cubng 14 sam
Ngoc Linh sau 6 tuan nudi cay (thudc 1 cm). Miii tén mau den chi sir phét sinh phoi
truc tiép, miii tén mau trang chi phat sinh phoi gian tiép. Cdc miii tén mau xanh chi

vi tri cia phoi hinh cau, mau vang chi phéi hinh tim va mau dé chi phoi c6 1& mam.
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Véi mau cudng 14, sy phat sinh phoi ciing dién ra theo con dudng truc tiép
(miii tén mau den) va gian tiép (mii tén mau tring) (Hinh 3.2), nghién ctru ciing cho
thiy 100% mau cam (ng mé seo & hau hét cac nghiém thirc (Bang 3.1). Bong thai, ti
I& hinh thanh phoi ting theo ndng d6, cao nhét tai 0,7 mg/L 2,4-D (Bang 3.1, Hinh
3.2). Nguoc lai, khi xir ly voi TDZ ti 16 hinh thanh phdi c6 khuynh huéng giam dan
khi ting ndng d6 va giam thap nhét tai TDZ 0,5 mg/L twong ung la 14,67% (Bang
3.1). Hon nira, khi so sanh véi mau manh 14, ti 1& hinh thanh phéi caa mau manh la
cao hon so véi mau cudng 14 tai hau hét cac nghiém thuc. Bén canh d6, moi truong
bo sung 2,4-D cho thay trong luong twoi ciia cum phéi hau nhu khong co sy khac biét
I6n gitra cac ndng d6, nhung khi xur Iy voi TDZ thi trong luong tuoi c6 su Khac biét
va dat cao nhit tai 0,5 mg/L TDZ (Bang 3.1, Hinh 3.2). Khi ting ndng do ca véi 2,4-
D va TDZ thi sé phoi hinh thanh ting dan, cu thé khi b6 sung 2,4-D s6 phdi hinh
thanh cao nhat tai 0,7 mg/L 2,4-D, twong tng la 25,33 phdi/mau, trong khi d6 voi
cuing nong d6 nay thi mau manh 1 ¢d s6 phdi cao hon twong tng 1a 35,67 phoi/ mau,
phoi déng déu va c6 mau tring sang. Twong tu nhu vay, sb phdi cia mau cay ciing
tang khi nong do TDZ ting va dat cao nhat tai 0,5 mg/L twong tng 1 29,67 phoi/mau
nhung thap hon mau cay manh Ia vai cing nong do (Bang 3.1, Hinh 3.2). Céc giai
doan phdi bao gdm dang hinh cau (mili tén mau xanh), hinh tim (mi tén vang) va

phdi ¢ 14 mam (mii tén mau do) déu hién dién trén mau (Hinh 3.2).
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0,2 mg/L2,4-D 0,5 mg/L2,4-D 0,7 mg/L2,4-D

l. X
\\ - __—;—q “

0,3 mg/LTDZ 0,5 mg/}. TDZ

0,1 mg/LTDZ 0,3 mg/LTDZ

Hinh 3.3. Anh hudng cua 2,4-D va TDZ 18n sy phéat sinh SE cia mau cdy ré sam
Ngoc Linh sau 6 tuan nudi cay (thudc 1cm). Mii tén mau den chi sw phét sinh phoi
truec tiép, mili tén mau trang chi phat sinh phoi gian tiép. Cdc miii tén mau xanh chi

vi tri cua phéi hinh cdu, mau vang chi phéi hinh tim va mau dé chi phoi c6 1a mam.

Vé6i mau ré, phdi phét sinh ca truc tiép (mii tén mau den) va gian tiép (mii
tén mau trang) (Hinh 3.3) moi truong bo sung 2,4-D (0,2; 0,5; 0,7 mg/L) hoic TDZ
(0,1; 0,3; 0,5) mg/L, ti 1€ cam trng md seo la 100% (Bang 3.1, Hinh 3.3). Hon nira, ti
1& cam wng SE cta mau ré cao hon mau cudng 14 nhung thdp hon mau manh 14 (Bang
3.1). So sanh trong luong tuoi ciia cum phdi gitra c&c mau ré trén méi trudng bd sung
2,4-D hoic TDZ két qua cho thay trong luong twoi trén méi tredng bo sung TDZ cao
hon va cao nhét tai néng d6 0,5 mg/L TDZ tuong tng 1a 1,71 g (Bang 3.1, Hinh 3.3).
Ciing nhu 2 ngudn vat liéu manh 14 va cudng 14, két qua ghi nhan sé phéi trung binh

trén moi trudng bo sung 2,4-D ¢6 khuynh hudng ting dan khi ting nong do va cao
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nhét tai 0,5 mg/L 2,4-D twong tng 13 17,67 phoi nhung lai giam tai 0,7 mg/L 2,4-D
tuong tng la 11,33 phdi (Bang 3.1, Hinh 3.3). Tuong tu nhu vay, Su gia ting nong
d6 TDZ, ban dau sb phéi trung binh cia mau c6 khuynh huéng ting va tai méi trudng
bd sung 0,3 mg/L TDZ c6 sé phdi trung binh cao nhat nhung sau d6 giam xudng 13
phdi tai 0,5 mg/L TDZ. Hon nita, khi so sanh sé phoi trung binh cia 3 ngudn vat liéu
la manh 14, khuc cat cudng 1a va khic cit ré thi s phoi hinh thanh trén mau ré 1a thap
nhat (Bang 3.1, Hinh 3.3).

0,5 mg/L 2,4-D

Hinh 3.4. Anh huéng cta ndng do 2,4-D va TDZ tbi wu 1én sy phét sinh phoi tir
mau ré (A, D, G), cudng 14 (B, E, H) va manh 14 (C, F, 1) caa sdm Ngoc Linh sau 6

tuan nudi cay (thudc 1 cm).

T6m lai, tir 3 ngudn vat liéu manh 14, cudng 1a va ré, ching toi tim ra moi
truong thich hop cho sy cam @ng hinh thanh phéi twong Gng véi tirng nguoén vat liéu.
Déi véi mau manh 14, su hinh thanh phéi tot nhat trong tng véi mai truong bd sung
0,5 mg/L 2,4-D hoic 0,3 mg/L TDZ. Di véi mau cudng 14, mdi truong bd sung 0,7
mg/L 2,4-D hoic 0,5 mg/L TDZ phi hop cho sy hinh thanh phéi. Ddi voi su phat
sinh phéi & mau r&, bd sung 0,5 mg/L 2,4-D hoic 0,3 mg/L TDZ 1a méi truong thich
hop (Bang 3.1, Hinh 3.4).
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Ngoai ra, trong 3 ngudn vt liéu trén mau manh 14 c6 s6 phéi hinh thanh/ mau

la cao nhat tuong tng 12 51,00 phéi va cao hon han so véi 2 ngudn vt liéu con lai.

Chon md ciy va moéi truong thich hop 1a hai yéu cau quan trong trong qua
trinh cam wng mé thuc vat [34]. Do vay, chon mé thich hop cho cam wrng tao phdi va
moi trudng thich hop cling da dwoc thuc hién trong nghién ctu nay. Trong 3 ngudn
mau cay 1a manh 14, cudng 14, r& thi manh 14 cho cam &ng tao phéi tot nhat so véi hai
ngudn mau con lai (Bang 3.1; Hinh 3.4).

Nén tang ctia qué trinh nudi cdy mo thyc vat 1a kha ning tai sinh dwoc biéu
hién boi cac md va té bao thuc vat séng. Khi duoc tach ra tir cdy me va duoc nubi
cay in vitro, voi PGRs va méi truong thich hop, cac té bao da biét hoa trudc dé sé
tiép tuc phan chia va c6 thé hudng theo con dudng phét trién dé tao ra cac té bao, mé,
co quan va cay hoan chinh [35]. Trong nghién ctu nay, 2,4-D va TDZ c6 anh hudng
rd rét dén su hinh thanh phdi caa mau sdm Ngoc Linh gip cam ¢ng su hinh thanh
phdi trén hau hét cac loai mau cay (Bang 3.1; Hinh 3.1; 3.2; 3.3; 3.4). Mot s6 nghién
ctru cho thdy PGRs dong vai trd quan trong trong qué trinh phat sinh phéi [159],
[160]. Hon nira, moi té bao song binh thuong kha ning tai sinh co thé toan ven duoc
goi 14 tinh toan ning cua té bao, day dugc coi 1a co s& quan trong trong nudi cdy mo
thue vat [35-36, 161-162]. Trong d6, auxin ngoai sinh gitip diéu hda sy phat trién cua
SE bang cach thay doi ham lugng auxin noi sinh va lién quan tryc tiép hoic gian tiép
dén su cam ang hinh thanh truc phéi nham thiét lap tinh d6i xting cua giai doan phat
sinh phdi s6m [163], [164], [34]. O nhiéu loai thuc vat cam ¢ng su phét sinh SE thi
vai tro cua auxin, dac biét 1a 2,4-D thuong cho hiéu qua phat sinh phéi cao [165],
[166]. Vai trd cta auxin I&n sy phat sinh phoi dugc ghi nhan & mot sé loai thuc vat
nhu Paspalum scrobiculatum [167], Picea abies va Picea omorika [168], Panax
gingseng [169], Stewartia [170], Camellia oleifera [171]. Hon nita, c&c nghién ctu
cling cho thy ngoai auxin, cytokinin ciing duoc sir dung cho cam tng phéat sinh phoi
& cé&c loai thuc vat hai la mam. Mot s loai cytokinin nhu BAP, TDZ, kinetin va zeatin
dugc sir dung cho két qua tét cho sy phat sinh phdi trén nhiéu loai thuc vat [51-54].

Déi voi cac mau cdy khong co6 mé phan sinh, bude can thiét dau tién cho nudi
cay thanh céng Ia kich thich cho mot nhdm nho té bao tiép tuc hoat dong phan bao.

C4c té bao nay c6 mirc biét hoa thap nhu cac té bao nhu md 14, va su khir biét hoa c6
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thé can thiét trudc khi di vao phan chia té bao [35]. Do vay viéc bd sung cac PGRs
khac nhau dd gop phan cam tng cho qua trinh phan biét hda cia cac md ndy ma cu
thé 12 cam zng su hinh thanh md seo va tir d6 1am co s& cho hinh thanh phdi theo con
duong gian tiép bang cach, nhém nho céc té bao mai phan chia, binh thuong & bé mat
mau cay, c6 thé tiép tuc phan chia dé tao ra mot sinh khdi té bao chua biét hda. Cac
nhém nho té bao dang phan chia s& phét trién nhanh mot 16p biéu bi bao phu va giam
kich thudc khi phan chia thuong xuyén, tao ra mot co quan goi la meristemoid. Su
phén chia lién tuc sau qua trinh phat sinh co quan nay s€ tao mé phan sinh hinh vom
dién hinh, trong truong hop caa chdi, so khai 1. M6 phan sinh choi dang phat trién
c6 thé dugc tao ra dé tao ra cay con in vitro, hoan thanh con duong phét trién can
thiét cho vi nhan gidng. Qua trinh phat sinh co quan can trai qua qua trinh phan chia
va biét hoa té bao [35]. Trong nghién ciru nay, d6i voi ngudn mau cay khong c6 md
phan sinh nhu manh 14, cudng 14, ré thi su phat sinh phéi ciing dién ra theo con dudng
tryc tiép va gian tiép dudi tac dong cia PGRs cy thé la 2,4-D va TDZ (Bang 3.1; Hinh
3.1; 3.2; 3.3).

Con duong phat trién do hoat dong ctia meristemoid tao ra cac thé co 16p biéu
bi, dang biét hda véi md phan sinh & ca hai cuc. Sau d6, mét trong sb chling s& phat
trién thanh mé phan sinh chdi va phan déi cuc cia nd thanh mé phan sinh ré dé tao
ra phdi soma. Sy phat trién tiép theo caa nhitng cdy mam nhu vay s& gan giong véi
phdi hop tir (goi 1a sy phét sinh phdi soma) va cay con hoan chinh ¢6 thé dugc phét

trién tir nhitng phoi soma nhu vay [35].

Cam ng SE cua chi Panax cling da dugc nghién ctu trén loai P. ginseng
[169], [172], [173]. Céc két qua trén cho thay sy phéat sinh phoi phu thudc vao loai
mau cay va nong do6 cua hai PGRs 14 2,4-D va TDZ. Trong thi nghiém nay, PGRs c6
anh huong 1én kha nang phat sinh phdi & mau manh 14 cho hiéu qua tét hon cac mau
cubng 14 va mau ré cua cay in vitro. Piéu nay co thé do ton tai mot khuynh do
(gradient) cam tng phét sinh phdi khac biét gitra cac co quan trong qua trinh phét
sinh phdi khac nhau [43], [174]. Hien va cong su (2014) ciing bao cao rang phdi dugc
phét sinh tryc tiép tir mau manh 1a cao nhat trén maéi truong bd sung 2 mg/L NAA
(29,49 phoi/mau) cao hon cdc mau nhu: cudng la va than ré sam Ngoc Linh [175].

Tuong tu, nghién ctu cia Vinh va cong su (2014) ciing cho thay sb phoi thu dugc tir
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mau 14 caa moi truong chira 1 mg/L NAA va 1 mg/L 2,4-D cao hon so véi mau cudng
14 [16].

3.1.2. Anh hwéng cia 2,4-D va TDZ 1én s phét sinh phéi the cdp tir cac dang

phoi cia sdm Ngec Linh

Phét sinh phdi thir cép 12 qua trinh phéi duoc hinh thanh tir phoi, khac véi céch
thirc hinh thanh phoi so cap. Phoi so cap duoc hinh thanh tir da dang céc loai mau
cdy thuc vat. Ngoai ra, su phat sinh phdi thir cip mang lai nhirg wu diém hon so véi
qua trinh phat sinh phdi so cip, dic biét 1a ty 1¢ nhan sinh khdi phdi cao va mutc do
dong déu cua phoi tang, qua trinh nay khong phu thugc vao nguon mau ban dau. Do
vay, nghién ctu nay nham khao sat su hinh thanh phéi tha cap tir ca 3 dang phoi nhu:
phdi hinh cau, hinh tim va phdi ¢ 14 mam. Két qua ghi nhan thé hién trong bang 3.2.
Bdng 3.2. Anh hudng cua 2,4-D va TDZ Ién sy phéat sinh phoi thir cap tir cac dang

phdi hinh cau, phéi hinh tim, phdi c6 14 mam sam Ngoc Linh.

S6 phdi  Khoi

Nong Nong Ty &€ Ty I[¢
trung luong
do 2,4- do cam tng cam .
. binh turoi
D TDZ m0 seo tung SE

(ph6i/  cum
(mg/L) (mg/L) (%) (%) . N
mau) phoi (g)

PC 00 333 3867 433 013 oo oo
0,2 0,0 100,000 100,000 32,00% 2,08  ciy hinh

Phoi 0,5 0,0 100,00° 100,000 45,33% 220%  thanh

hinh 0,7 0,0 100,00 100,00°0 65,672 2,27°d theo 2

cau g 0,1 100,00° 100,00 39,677 2,11¢f  Kieu tryc
00 03  100,00° 100,00° 6833 2,26% “@Ep’ gian
0,0 0,5 100,00° 100,000 4367 246%  U°P

phoi PC 0,0 5,330 2533 3000 013  ppsi the
hinh 0,2 0,0 100,00°  100,00* 34,001 2,40°¢ cip hinh
tim o5 0,0 100,008 100,008 54,33 23gce thanh
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0,7 0,0 100,00°  100,00° 36,679 2,37°%  tryc tiép
0,0 0,1 100,00 100,00° 38,679" 2,34 va gian
0,0 0,3 100,000 100,00° 48,670 2,36 tiep
0,0 0,5 100,00° 100,00° 65,33* 2,462

PC 0,0 367 13679 333 0,159
0,2 0,0 100,000 100,00 3000¢ 217"  poai g
Phoi 0.5 0,0 100,00° 100,00° 47,33 230%  c4y hinh
c61a 07 0,0 100,00° 100,00 42,33 2,35%  thanh
mam 0,0 0,1 100,00° 100,00 35,67" 2,39 truc tiép,
0,0 03 100,00° 100,00° 5300° 243 gidnticp

0,0 0,5 100,00° 100,00* 60,00° 2,47%®

*Cac ky tw (a, b, ...) khdc nhau dat cing mét cét biéu thy sur khac biét ¢ y nghia thong
ké o p < 0,05 (trong phép thzx Duncan).
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0,2 mg/L 2,4-D 0,5 mg/L 2,4-D 0,7 mg/L2,4-D

0,5 mg/L 2,4-D

T e

0,3 mgfL TDZ

Hinh 3.5. Su phéat sinh SSE tir phéi hinh cau cua sdm Ngoc Linh trén moi truong bd

sung 2,4-D hoic TDZ nong d6 khac nhau sau 6 tuan nudi cay (thuéc 1 cm).

D6i véi ngudn vat liéu phoi hinh cau, moi truong bo sung riéng 1¢é 2,4-D hoic
TDZ c6 100% mau hinh thanh md seo va cac md seo nay ¢6 kha ning biét hoa phoi
Véi ti 16 100% va khéc biét so vai ddi chirng (Bang 3.2, Hinh 3.5). Ngoai ra, su hinh
thanh phdi thir cap c6 thé dién ra truc tiép hoic gian tiép (Hinh 3.5, Hinh 3.6). Tuy
nhién, d6i véi chi tiéu sé phoi thi cAp trung binh c6 su khéc biét tly vao loai va nong

d6 ciia PGRs duoc st dung. Cu thé, s6 phdi thir cap ting dan va dat cao nhét tai moi
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truong bd sung 0,7 mg/L 2,4-D tuwong Gng trong luong twoi cua mau 1a 2,27 g (Bang
3.2, Hinh 3.5). Tuong tw, mdi trudong bd sung TDZ ¢6 s phdi thir cip dat cao nhét
tai 0,3 mg/L TDZ twong tng & 68,33 phdi va Ia nghiém thtc cho sé phéi thir cap
hinh thanh cao hon cic nghiém thirc con lai trén méi trudng bd sung riéng Ié 2,4-D
hodc TDZ (Bang 3.2, Hinh 3.5). Ngoai ra, véi TDZ riéng Ié nhan thiy xung quanh
mau phdi xuat hién cac phdi thir cip mai, 1a nhitng nét mau traing moc xung quanh
cac phoi ban dau va sau d6 chuyén dan sang mau xanh, dan dan hinh thanh mét cum
phoi (Hinh 3.5).

Déi véi ngudn vat lieu phdi hinh tim, nghién ciu cho thay: Nghiém thac bo
sung riéng 1¢ 2,4-D hoac TDZ ciing cho hiéu qua cam tng mo seo va phdi thir cap
trén hau hét cac ndng d6 khao sat déu dat 100% (Bang 3.2, Hinh 3.6). Khi so sanh s
phdi trung binh ciia mau, cé sy khac biét theo ting loai va ndng do cua moi truong
b6 sung 2,4-D hoic TDZ, méi trudng bo sung 2,4-D ¢ s6 SSE cao nhat tai 0,5 mg/L
2,4-D tuong tng 54,33 phdi va trong luong twoi cum phdi la 2,36 g (Bang 3.2, Hinh
3.6). Ciing xu hudng d6, méi truong bd sung TDZ gitip day qua trinh hinh thanh SSE,
trong d6 s6 phoi trung binh ting dan theo sy gia ting cua nong do TDZ, tai 0,5
mg/LTDZ tuong ng la 65,33 phdi va la nghiém thirc cho sé phéi thir cap cao, trong
luong tuoi ciia cum phdi ciing dat cao nhét 1a 2,46 g. Vay, nghiém thirc tot nhat cho
su cam ¢ng phoi thir cap caa mau phdi hinh tim 1a xu Iy 0,5 mg/L TDZ mac du ¢6

thip hon so v&i ngudn vat liéu 1a phéi hinh cau.
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0,2 mg/L 2,4-D 0,5 mg/L2,4-D 0,7 mg/L2,4-D

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

g-

0,1mg/L TDZ

Hinh 3.6. Su phat sinh SSE tir phi hinh tim sam Ngoc Linh trén méi truong bd

sung 2,4-D hoic TDZ ndng d6 khac nhau sau 6 tuan nudi cay (thuéc 1 cm).
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Hinh 3.7. Sy phéat sinh SSE tir phoi 14 mam sam Ngoc Linh trén méi trudng bd sung

2,4-D hoic TDZ ndng d6 khac nhau sau 6 tuan nudi ciy (thudc 1 cm).

Sy biét hoa hay do truang thanh caa phoi c6 anh hudng dang ké dén sy cam
tng phdi thir cap, vai nguon vat liéu phdi c6 14 mam ciing twong tu nhu hai ngudn

vat liéu phoi cau va phdi hinh tim, sy hién dién caa 2,4-D hoic TDZ trong mdi trudng
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nudi cdy cho hiéu qua cam ng md seo va phoi trén hau hét cac nong do khao sat va
dat 100% (Bang 3.2, Hinh 3.7). B4i véi phdi 14 mam, nudi ciy véi 2,4-D hoic TDZ
cling c6 hiéu qua cam ung phdi tht cip, tai 0,5 mg/L 2,4-D sb phdi thir cip twong
ung 47,33 phoi, trong luong tuoi cum phéi la 2,30 g hoac 60 phdi vi moi truong co
chtra 0,5 mg/L TDZ, trong lwgng tuoi cum phdi 1a 2,47 g (Bang 3.2, Hinh 3.7). Tuy
nhién s6 phdi thir cap hinh thanh hau nhu thap hon khi so sanh vai hai nguén vat liéu
phdi ciu va phdi hinh tim.

Tom lai, két qua thu dugc tir thi nghiém trén, bd sung 2,4-D, TDZ riéng I¢ cho
thay tat ca mau thi nghiém déu c6 kha nang phét sinh phdi thir cap. Su hinh thanh
phdi thir cap cd thé truc tiép hoac gian tiép (Hinh 3.10, hinh 3.11). Trong ba dang
phdi, phdi hinh cau bd sung 0,7 mg/L 2,4-D sb phéi trung binh cao nhat 65,67 phdi,
phdi hinh tim va phéi c6 14 mam, bo sung 0,5 mg/L 2,4-D cho sb phdi tht cip hinh
thanh cao nhit twong @ng la 54,33 va 47,33 phéi (Bang 3.2, Hinh 3.8B). Véi moi
treong bo sung 0,5 mg/L TDZ sé phdi thir cap hinh thanh cao nhat ¢ 2 dang phéi hinh
tim va phéi 14 mam twong wng lan luot 65,33 va 60,00 phdi (Bang 3.2, Hinh 3.8D);
bd sung 0,3 mg/L TDZ tét nhat cho sy hinh thanh phdi thir cap caa phdi hinh cau va
cling 13 nghiém thuc tt nhat trong ca 3 nguon vat liéu (68,33 phdi) (Bang 3.2, Hinh
3.5)



0,5 mg/L 2,4-D O5n : | 0,5 mg/L 2,4:D

.
~ _

S
— —eli. e

0,3 mg/LTDZ % [ 0,5 mg/LTDZ

Hinh 3.8. Anh hudng cua néng do 2,4-D va TDZ t6i wu Ién sy phét sinh SSE tir cac
dang phéi hinh cau (A, D), phdi hinh tim (B, E) va phdi 14 mam (C, F) sam Ngoc

Linh sau 6 tuan nudi cdy (thuéc 1 cm).

Hinh 3.9. Su phéat sinh phéi tir cic mau manh 14 (A), ré (B), cudng 14 (C) va su phat

sinh SSE (D) ctia sam Ngoc Linh sau 6 tuan nudi cay (thugc 0,1 mm).
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Hinh 3.10. Sy hinh thanh SSE truc tiép trén bé mat cua cac dang phéi cia sam

Ngoc Linh. A: Céc dang phdi sdm Ngoc Linh; B: SSE tryc tiép trén bé mit cua cac
dang phdi ciia sim Ngoc Linh méi truong bo 2,4-D hoiac TDZ. Hinh thai giai phau
céc giai doan hinh thanh SSE. A1l - A3: Giai doan so khai cua phoi (phdi dang cau
sém). B1 - B4: Giai doan hinh thanh tang tach roi (phdi dang cau mugn). C: phdi
truong thanh (hinh thanh I6p biéu bi) (phdi hinh tim). D: phdi ¢ 14 mam. (A, B:
thuéc 1 mm; Al - D: thuéc 100 pm).
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Hinh 3.11. Sy hinh thanh SSE gian tiép tir cac dang phdi sam Ngoc Linh trén moi
truong bd sung 2,4-D hoic TDZ (thuéc 1 mm). A: Sy hinh thanh SSE gién tiép. B:
Hinh thai giai phau sy hinh thanh SSE gién tiép (thuéc 100 pm).

3.1.3. Anh hwéng két hgp ciia 2,4-D va TDZ 1én sw phét sinh SSE t&r mdu phoi

hinh cdu ciia sam Ngec Linh

Loai mau cay phat sinh phdi hiéu qua nhat dugc khao sét 13 mau phdi hinh cau
trong méi trudng c6 bo sung 0,3 mg/L TDZ. Nham nang cao hiéu qua phéat sinh phoi,
mau phoi cau duoc tiép tuc khao sat sy phét sinh phéi dudi anh huang két hop 2,4-D
va TDZ. Két qua cho thay su két hop 2,4-D va TDZ & ndng d6 thich hop cho kha
nang phat sinh phdi thir cip hiéu qua hon so véi sir dung riéng 1é. S lugng phdi cam
ing cao nhat (73,33 phdi/mau) trén méi trudng bo sung 0,7 mg/L 2,4-D va 0,1 mg/L
TDZ (Bang 3.3, Hinh 3.12) cao hon so vé6i bo sung riéng I¢ 0,3 mg/L TDZ (67,00
phdi/mau). Trong luong twoi cum phdi ciing dat cao nhat & nong d6 0,7 mg/L 2,4-D
két hop 0,1 mg/L TDZ (2,73 g) (Bang 3.3). Thém vao do, su phét trién binh thuong
cua phdi thir cap phét sinh tir ngudn phdi hinh cau ciing duoc ghi nhan trén méi truong
két hop TDZ va 2,4-D (Hinh 3.12).
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Bdng 3.3. Anh huong két hop cua 2,4-D va TDZ Ién sy phét sinh phoi thi cap tir mau

phdi hinh cau in vitro sau 6 tuan nudi cay.

Né)ng 6 NoPg T’1 1€ cafn qu l’c 34 phoi Trong .
do ung mé  cam ung - luong tuoi ,
24D oz seo SE  wungbinh - phoi ot
ML) gy (o) g (Phoimdw) T
b b
0,0 0,0 3,33 39,67 4,67¢ 0,32 Hinh  thanh
0,0 0,3 100,00° 100,00 67,00 2,35¢ nhieu dang
a a d d phéi bao
0,2 0,3 100,000 100,00 51,33 2,05 gom  phoi
0,5 0,3 100,008 100,00 55,67¢ 2,62t hinh cau,
. . ; " hinh tim,
0,7 0,3 100,000 100,00 69,00 2,57 phoi co I
0,7 0,1 100,000 100,002 73,332 2,732 mam;  phoi
cd mau trang
0,7 0,5 100,00° 100,00 69,33 2,62 sang va mau
0,7 0,7  100,00* 100,00 59,67¢ g5b  Xanh

*Cac ky tw (a, b, ...) khdc nhau dat cing mét cét biéu thj si khac biét c6 y nghia thong
ké o p < 0,05 (trong phép thiz Duncan).

Hinh 3.12. Anh huang két hop cuia 2,4-D va TDZ Ién sy phét sinh SSE tir phdi hinh
cau cua sm Ngoc Linh (thudc 1 cm). A: BC. B - D: méi trudong bo sung 0,2; 0,5 va
0,7 mg/L 2,4-D két hop véi 0,3 mg/L TDZ. E - G: méi truong bd sung 0,1; 0,5 va
0,7 mg/L TDZ két hop véi 0,7 mg/L 2,4-D, twong &ng.



71

Sy phét sinh phdi cd thé dugc cam @ng tir nhiéu ngudn vat liéu khac nhau.
Ph6i soma tha cip duoc hinh thanh truc tiép hoac/va gian tiép trén 14 mam, tru ha
diép (hypocotyl), tru thuong diép (epicotyl) hodc dau ré cua phodi soma so cap. Cac
hé thdng téi sinh thyc vat hiéu qua thdng qua phoi soma tht cap da dugc ghi nhan o
mét s loai thuc vat, vi du nhu & Cyclamen persicum, Hepatica nobilis, Pseudotsuga
menziesii, Akebia trifoliata va Olea Europea [42]. Trong nghién ciu nay phdi co thé
dugc cam @ng tir c4c dang phodi nhu: phoi hinh cau, phéi hinh tim va phdi c6 14 mam.
Sy phét sinh phéi tir ngudn vat liéu ban dau 13 phoi ddy 1a con dudng hinh thanh phoi
thir cap. Hon nita, phat sinh phdi thir cap mang lai nhiéu vu diém hon so voi qua trinh
phat sinh phéi so cap, dic biét 12 hé s6 nhan va mic do dong déu cua phdi cao. Nubi
cay phoi thir cap da dugc mo ta ¢ it nhat 80 loai thuc vat hat tran va hat kin bang cach
sir dung cac PGRs va cac loai carbohydrate khéac nhau [39]. Gan day, su hinh thanh
phdi thtr cip da duoc ghi nhan & mot sb cdy tréng nhu Cam chudéng [40], Rosa lai
“Samantha” [39] va Panax Gingseng [41] bang cach sir dung BA, 2,4-D va mot s6
loai carbohydrate khac nhau. Véi nghién ciu nay, sy hinh thanh phéi thir cap twong
g véi 3 dang phdi hinh cau hinh tim, phdi c6 14 mam déu cao hon so vai cac nguon
vat liéu con lai (Bang 3.2; Hinh 3.8)

Ngoai ra, trong nghién ctru nay PGRs 0 vai tro quan trong trong viéc cam ung
su hinh thanh phéi tha cap, véi viéc sir dung 2,4-D, TDZ riéng lé va phdi hop c6 vai
trd cam ¢ng su hinh thanh phdi thir cp hiéu qua trong d6 méi truong phdi hop sé cho
hiéu qua cao nhat (Bang 3.2; Bang 3.3; Hinh 3.5; 3.6; 3.7; 3.8). Bai vi, PGRs vt
dong vai trd nhu 12 nhitng du hiéu trung gian dé din dén su tai lap lai chuong trinh
biéu hién gen. Két qua 1a mot loat nhitng bién doi trong té bao nhu: sinh tong hop
RNA va DNA, pH néi bao thay dbi, gia ting su hap thu oxy, ting hoat tinh cua
enzyme dic biét 1a kinase, nhan di chuyén dén gan vach té bao, bo xwong té bao thay
d6i [44] tir 46 dan dén cam tng phat sinh phéi sinh dudng bao gom su két thic sy
biéu hién cua nhitng gen hién hanh va thay thé bang chuong trinh biéu hién ciia nhitng
gen sinh phdi tir té bao sinh dudng dé hinh thanh phéi mai va phat trién thanh mot
cay hoan chinh. Tuy nhién, tly vao loai va nong d6 PGRs ma hiéu qua cam &ng su
hinh thanh phéi thit cap khéc nhau, cu thé trong nghién cttu nay sy hinh thanh phai
thir cap tt nhat 1a moi truong bo sung két hop 2,4-D va TDZ (Bang 3.3; Hinh 3.12).
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Hon nita, bang céch sir dung ty Ié thich hop cta auxin, cytokinin riéng Ié hay
két hop trong mai trudng nudi cdy gilp cam tng qua trinh phat sinh phdi soma. Ngoai
ra, kiéu phat sinh hinh thai trong nudi ciy mé va té bao thuc vat, dugc xac dinh do sy
can bang bai auxin va cytokinin. Vi vay, su hinh thanh phdi soma caa nhiéu loai thuc
vat dugc cam ung trong moi truong ¢ ca auxin va cytokinin [176], [177]. Su hién
dién dong thoi cua 2,4-D véi cac PGRs khac trong phat sinh phoi da duoc béo céo ¢
nhiéu loai cay than gé [178-180]. Trong nghién ctru ndy, méi trudng cé su hién dién
ddng thoi caa 2,4-D va TDZ cho su phat sinh phdi tét nhat dbi vai mau phdi hinh cau
cay sam Ngoc Linh. Két qua caa nghién ciru nay phu hop véi cac nghién ciu vé su
phét sinh phéi in vitro. Hon nira, So v&i viéc nhan giong tir cac nguon vat lieu khéac
ma cu thé 1a nhan gidng tir md phan sinh thi tbc do nhan gidng tir phoi cao hon kha
nhiéu. Ngoai ra, md c6 nguon gbc tir phdi cho kha ning phét sinh phoi cao, nhung

kha nang nay giam dan & try 14 mam, cudng 14, 14 va ré [43].

Ngoai ra, trong nghién citu nay, su phét sinh phéi cd thé dién ra truc tiép hoac
gian tiép (Hinh 3.10, 3.11). Phét sinh phai truc tiép (direct somatic embryogenesis):
phdi sinh dudng dugc hinh thanh truc tiép trén bé mat cia mau ciy ban dau khong
qua giai doan trung gian ctia md seo [46]. Trong trudng hop nay van ¢d su hinh thanh
ctia mo seo trén bé mat cuia mau cy nhung su ting sinh khéi cia md seo khong déang
ké va m6 seo xuat hién truéc sy hinh thanh phéi. Hién turgng nay ciing duoc ghi nhan
trong nghién ciru nay trén dbi twong Sam Ngoc Linh (Hinh 3.10). Bén cach do, su
phét sinh phdi gian tiép ciing da dugc ghi nhan (Hinh 3.11). Su phét sinh phdi gian
tiép (indirect somatic embryogenesis): sy phat sinh phéi sinh dudng thyuc hién gian
tiép thong qua mod seo va md seo duoc cam tng hinh thanh phdi [45]. Su phét sinh
phdi soma giéan tiép thdng qua qua trinh nudi cay mé seo duoc nghién ciu trén cac
loai ngii cbc, cac loai thudc chi Trifolium, khoai mi thanh cong véi méi trudng bd

sung két hop cytokinin va auxin [176-181].
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3

C =
Hinh 3.13. Sy hinh thanh, phét trién caa SSE sam Ngoc Linh. A: SSE hinh thanh
trén bé mat caa phoi. B: sy truang thanh caa SSE. C - E: twong ¢ng hinh cau, hinh

tim va la mam (thuéc 1 mm).

Hinh 3.14. Sy sinh truéng va phat trién tiép theo cia SSE sam Ngoc Linh sau 3
tuan (A), 8 tuan (B), 12 tuan (C) va 16 tuan (D) nudi cay (thudc 0,5 cm).

Céc phéi hinh thanh trén cac méi truong bd sung TDZ va 2,4-D khéc nhau trai
qua day du cac giai doan phét trién cua phoi (Hinh 3.13). Cac phoi duoc tiép tuc khao
st su sinh truéng bang cach nudi ciy trén moi truong MS khong bo sung PGRs. Két
qua cho thiy, cac phéi sinh truéng phat trién tot va tao dugc cay con hoan chinh (Hinh
3.14).

Trong tai sinh phdi soma, té bao dau tién (té bao soma giit vai trd hop tir) phan
chia khéng can xtng, sau d6 phoi qua cac giai doan hinh cau, tim va ca dudi & cay
hai 14 mam, tuong ty sinh phdi hop tir. Cay con tir phdi soma c6 dic tinh di truyén

cua té bao soma cha me [34].

3.2. N@i dung 2: Xir ly tao da bdi trén sAm Ngoc Linh bang colchicine va
oryzalin
3.2.1. Tdc déng ciia colchicine dén sw phat sinh phdi thi cdp bién di

Céc phoi hinh cau sdm Ngoc Linh duoc xu Iy véi colchicine & cac nong do,

thoi gian khac nhau. Két qua cho thay, viéc xt Iy vai colchicine anh huong dang ké
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dén sb luong mau séng sot, sé phdi thir cap, s6 phoi tha cap bién di, ti 1& phoi tht cap
bién di (Bang 3.4).

Bdng 3.4. Anh huong ciia colchicine dén sy cam (ing SSE bién di sau 6 tuan nuoi
cay.

caenin T T AP i
(gio) (%) (%) Binh thwong Bién di
0,0 0 100,00* 0,00 27,222 0,00
0,1 92,562 4,86l 23,89P 1,33
0,2 89,000 11,16’ 21,220 2,67"
0,3 24 86,11¢ 12,509n 21,000 3,00
0,5 88,4500 23 5Qcdef 17,89 2,87"
0,7 82,11¢%  20,3gefon 14,00¢feh 3,56¢0f
0,1 90,33 11,319 12,22fah 1,56'
0,2 83,44bcde 17 21fdh 13,11¢fh 2,67"
0,3 36 80,11%f  20,23¢fh 12,34¢foh 3,11¢foh
0,5 75,228 19 36¢fon 15,89¢%fd 3,78cde
0,7 72,33fh 23 GOcdef 10,459 3,22¢fah
0,1 70,339 16,55 16,000%f 3,001"
0,2 57,78k 29,52¢0 10,450 4,22¢
0,3 48 62,45 21,650%T 12,44¢feh 3,440fg
0,5 52,004 29,52¢0de 13,56¢7" 5,442
0,7 43,22 33,88¢¢ 8,11 5,112
0,1 65,00M  18,93¢fdh 16,89¢% 3,89¢
0,2 50,454 21,994 9,89 2,78%
0,3 72 30,44™ 31,27bcd 8,11 3,56¢0f
0,5 32,33M 42,08a" 7,44 4,89
0,7 22,11" 46,492 5,221 5,572

*Cacky tw (a, b,...) khac nhau dat cung mot cot biéu thi si khac biét ¢é y nghia théng
ké o p < 0,05 (trong phép thzz Duncan).

Tai méc thoi gian 24 gio:
Xt Iy véi colchicine trong 24 gio, két qua cho thay ty 1é séng caa mau giam
khi ting dan néng do tir 0,1% dén 0,7%, ty 1¢ sbng cua mau giam tir 100% xubng con

82,11%. Tuong ty, khi ting ndng do colchicine dan dén sb phdi thi cap giam, tai
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nong do colchicne 0,1% sb phdi tha cap 1a 23,89 phdi/mau, khéc biét véi BC va
khuynh huéng giam sé phoi tha cip van tiép tuc dién ra khi ting ndng d6 colchicine
va chi con trung binh 14 phdi/mau tai colchicine 0,7% (Bang 3.4, Hinh 3.15A, B).

Nguoc lai, khi xét dén vai trd cua tac nhan da boi cam ¢ng hinh thanh phéi
bién di, két qua nghién ciru cho thay xir ly véi tac nhan da boi ndng do cao dan dén
s6 phdi bién di/mau tang, ty 1¢ phoi bién di cling ting twong tng va cao nhat tai 0,7%
colchicne véi s6 phdi bién di la 3,56 phdi/mau. Pong thai, ti 1& hinh thanh phéi bién
di cia mau ciing tang tir 4,86% tai colchicine 0,1% I&n 20,38% tai ndng do colchicine
0,7% (Bang 3.4, Hinh 3.15A, B).

Céc phoi bién di (miii tén mau d6, hinh 3.15C) ¢6 hinh thai da dang, phdi c6
su thay doi s6 14 mam, c6 tir 1, 2, 3 14 mam va hinh théi cac 14 mam kha da dang, hoic
phdi c6 cuc ré phinh to hon so vdi phéi binh thudng, v.v. Cac phdi bién di nay twong
g Vvoi tirng nong do colcicine duoc tach ra va khao sat su sinh trudng & cac giai
doan tiép theo (Hinh 3.15D).

Hinh 3.15. Sy phat sinh SSE bién di tir phdi hinh cau ciia sim Ngoc Linh duéi tac
dong cua colchincine (0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7%) trong 24 gio xu ly (twong ung tur tréi
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sang phdi). A va B: SSE hinh thanh sau 4 tuan nudi cay. C va D: SSE hinh thanh

sau 8 tuan nudi cay (thudc 1 cm). Cac miii tén chi vj tri ctia SSE bién di.

Tai méc thoi gian 36 gio:

Tiép theo chiing t6i ting thoi gian xir Iy mau véi colchicine. Tai mdc thoi gian
36 gio, ty 16 sbng cua mau giam khi ting nong do xa 1y, tir 90,33% tai colchicine
0,1% xubng 72,33% tai néng do colchicine 0,7% (Bang 3.4). Tuong ty, ti 1& hinh
thanh phdi thi cap cua miu ciing chiu anh hudng dang ké, s6 phdi tht cap giam khi
gia ting ndng do xu ly va giam nhiéu hon so vai cac nghiém thic xir ly colchicine
trong 24 gio. S6 phdi thir cp trung binh thap nhét 1a 10,45 phai tai colchicine 0,7%,
thip hon so véi cling ndng do xir Iy tai méc thoi gian 24 gio. Nguoc lai, s6 phdi thir
cap c6 biéu hién bién di va ti I¢ phdi bién di ting khi ting ndng do colchicine, cao
nhét 1 3,78 phoi bién di twong tng voéi ty 18 1a 19,36 % tai nong d6 colchicine 0,5%
(Bing 3.4, Hinh 3.16 A, B).

Hinh 3.16. Sy phat sinh SSE bién di tir phdi hinh cau caa sim Ngoc Linh dudi tac

dong cua colchincine (0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7%) trong 36 gio X ly (fwong ung tur tréi
sang phdi). A va B: SSE hinh thanh sau 4 tuan nudi ciy. C va D: SSE hinh thanh

sau 8 tuan nudi cay (thudc 1ecm). Cac mili tén chi vi tri cia SSE bién di.
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Mic du sé phéi bién di khong cao vuot trdi so véi nghiém thic tét nhat cua
ngudng xir Iy 24 gid nhung xét vé hinh thai phdi bién di kha dic trung. Céc phdi bién
di c6 hinh thai da dang va biéu hién bién di cua phéi cang nhiéu khi xt Iy mau voi
ndng d6 cang cao, s 14 mam cua phoi bién di co sy thay doi, phdi da s6 ¢6 1 14 mam
va hinh théi cac 14 mam ciing c6 sy da dang, 14 mam day va tao thanh phién to. Ngoai
ra, phoi co kich thudc 1én va cuc ré phinh to hon so véi phoi binh thuong, cac phoi
bién di nay (miii tén mau do, hinh 3.16C, D) tuong ¢tng Véi tirng ndng do xt 1y véi
colcicine duoc tich ra va khao sat sinh truang o cac giai doan tiép theo (Hinh 3.15D).

Tai méc thoi gian 48 gio:

Khi tang thoi gian xir Iy tir 36 gio 18n 48 gio ti 16 mau song giam kha déng ké
chi con 43,22% tai colchicine 0,7% (Bang 3.4, Hinh 3.17A, B). Tuong tu, $b
phdi/mau ciing chiu tac dong cua nong do va thoi gian tiép xdc cua mau cay véi
colchicine, s6 phdi thir cap trung binh giam so vai cac moc thoi gian xur 1y véi tac
nhan da bdi ngan hon. Cu thé, vai nghiém thie xir 1y 0,1% colchicine twong tng sb
phdi thir cap 1a 16,0 phdi/mau va sé phdi thir cap thap nhat khi xt 1y véi 0,7%
colchicine sé SSE chi 8,11 phdi/mau (Bang 3.4, Hinh 3.17A, B). Nguoc lai, s6 phoi
thir cap bién di, ti 1é phoi bién di ciia mau tang khi ting ca thoi gian xt ly va nong do
colchicine ting. Tai mbc thoi gian nay, sé phdi thir cap bién di ting kha cao va dat
cao nhat tai 0,5% colchicine (5,44 ph6i/mau) tuong tng ty 1é 12 29,52 % (Bang 3.4,
Hinh 3.178B).
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Hinh 3.17. Su phat sinh SSE bién di tir phéi hinh cau ciia sam Ngoc Linh dudi tac
dong cua colchincine (0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7%) trong 48 gio X ly (twong ung tur tréi
sang phdi). A va B: SSE hinh thanh sau 4 tuan nudi cdy. C va D: SSE hinh thanh

sau 8 tuan nudi cay (thudc 1 cm). Cac miii tén chi vi tri cua SSE bién di.

Céc phoi bién di c6 hinh thai kha da dang (miii tén mau dé, hinh 3.17C, D),
phdi c6 s6 14 mam thay ddi, phdi xuat hién dang 1, 2, 3 14 mam hoic 14 mam chia
thanh rat nhiéu thiy hozc 14 mam khong phan thiy, hinh thai cac 14 mam ciing co su
da dang, phoi c6 kich thudc I6n, chic, hoac phdi c6 cuc ré phinh to hon so véi binh
thuong, v.v. Cac phoi bién di nay tuong Gng véi ting ndng do xu ly vai colchicine
duoc tach ra va sy sinh trudng dugc tiép tuc khao séat ¢ cac giai doan tiép theo (Hinh
3.17D).

Tai méc thoi gian 72 gio:

Tai mbc thoi gian 72 gio, 1d rang rang thoi gian xur 1y ctia mau cang dai véi
colchicine, sé lwong mau sdng giam va chi con 22,11% tai nghiém thitc colchicine
0,7% (Bang 3.4). O 4 ngudng thoi gian va nong do xir Iy véi colchicine, nghién ctu
cho thay, khong nhitng ty & sbng ma su hinh thanh phdi thtr cip cia mau giam rét

dang ké. Tuy nhién, sé phoi bién di va ty & phoi bién di gia ting o rét. Ty Ié phoi
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bién di cao nhat 46,49% tai colchicine 0,7%, s6 phéi bién di trong wng cao nhat 5,57
phoi/mau (Bang 3.4, Hinh 3.18A, B).

Hinh 3.18. Sy phat sinh SSE bién di tir phdi hinh cau caa sim Ngoc Linh dudi tac

dong cua colchicine (0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7%) trong 72 gio Xt ly (fwong ung tur trai
sang phdi). A va B: SSE hinh thanh sau 4 tuan nudi cdy. C va D: SSE hinh thanh

sau 8 tuan nudi cay. Cac mii tén chi vi tri caa SSE bién di.

Céc phéi bién di c6 hinh thai kha dic trung va biéu hién bién di cua phéi cang
nhiéu khi mau duoc xur ly véi tac nhan da boi ting ca thoi gian tiép xuc 1an nong do
colchicine. Phéi bién di c6 s6 14 mam nhiéu hon hoac phdi ¢6 1 14 mam, hinh thai
cling co su da dang, cac 14 mam bét thuong, 14 mam day khong phan thiy hoic tao
thanh phién to (Hinh 3.18 D). Ngoai ra, phoi c6 kich thudc to va ¢ cuc ré phinh to
S0 véi binh thudng. Cac phdi ¢d biéu hién bién di (mii tén mau do, hinh 3.18C, D)
tuong ng véi tirng ndng do xir 1y véi colchicine dugc tao ra va khao sat cac giai doan

tiép theo cua sy sinh truong cua cac phdi bién di (Hinh 3.19 D).
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Hinh 3.19. M6t s6 dang SSE bién di cua sam Ngoc Linh phat sinh tir phoi di qua

xt ly colchicine sau 4 tuan nudi cay (thugc 1 mm).

Toém lai, xir Iy mau véi tac nhan da boi colchicine, trong nghién ctu nay cho
thay phu thugc kha 16n vao thoi gian va nong do, co anh huong dén ti Ié séng cua
mau cay, s6 lwong phoi tht cip, s6 phdi thir cap bién di. Xur 1y colchicine dé gay bién
di da boi véi ndng do cao va thoi gian tiép xdc cua mau cang lau di lam giam dang
ké dén ti l& song, so luong phdi the cip cia mau. Chang han, & nong do 0,7%
colchicine trong 72 gio, sb lugng phdi thi cip binh thudng dugc hinh thanh da giam
5 lan so vai nghiém thire BDC. Mot xu hudng nguoc lai dd duge quan sat ddi voi s6
lwong phdi thi cap bién di. Nong d6 0,5 - 0,7% colchicine trong 48 gid va 72 gio cho
s6 lwong phoi bién di cao (4,89 - 5,56 phdi/mau), cac phdi bién di cé nhiéu dang khac
nhau duoc thu nhan va tiép tuc khao sat sy sinh trueang trong cac thi nghiém tiép theo
(Hinh 3.19).

Su da boi hoa cua thyc vat thuong xay ra trong tu nhién nhung cham tuy nhién
gitip day nhanh sy tién hoa va sy hinh thanh loai moi. Do vay, qua trinh nay cé thé
duogc tao ra trong khoang thoi gian ngan hon bang céach sir dung colchicine can tro
qua trinh nguyén phan cua té bao va tir d6 hinh thanh cac thé da boi [91]. Trong
nghién cuu nay, chiing t6i cling da su dung colchicine nhu 1a mdt tac nhan gay da boi
trén d6i trong sam Ngoc Linh & cac mic nong d6 va thoi gian xir Iy khac nhau da
cho két qua cam &ng phoi thir cap c6 biéu hién bién di (Bang 3.4, Hinh 3.15; 3.16;
3.17; 3.18). Colchicine dd dwogc biét dén 1a mot chat khang phan bao, ngin chin qua
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trinh triing hop (polymerization) vi dng, ma khéng anh huéng dén qué trinh khr tring
hop, din dén su phan hay vi ng [96]. Vi vay khi st dung colchicine trong nghién
ctru ndy d3 lam anh huéng dén qua trinh phan bao binh thuong cua chu trinh té bao
tir d6 hinh thanh nén cac té bao bat thuong, lam co s cho sy hinh thanh cac thé phoi
tha cap bién di.

Hon nira, da boi in vitro phu thudc nhiéu vao ngudn vat liéu va sy san c6 cua
cac hé thdng tai sinh in vitro. Sy tai sinh théng qua hinh thanh phdi soma hozc hinh
thanh chdi rat dugc mong muén ddi véi cac phuong phap xir Iy cam tng da boi. Kha
ning tai sinh toan bo cay tir mot hoac chi mot vai té bao cd thé cai thién su phét trién
clia cac cdy da boi dong nhat va giam thiéu kha niang xuat hién cac té bao phan bao
(cytochimeras). Cac hé thong tai sinh tao co quan hoic tao phoi da dwoc sir dung dé
nhan doi nhiém sic thé cho mot s loai [63]. Duya trén co so nay, doi véi ddi twong
sam Ngoc Linh trong nghién cizu nay ching téi sir dung phdi hinh cau lam ngudn vat
liu dé xu ly voi tac nhan da boi colchicine.

Tuong tu, nghién gan day cua Linlan (2019) di sir dung hé théng cam ung da
boi bang phoi soma cua Lilium distichum Nakai and Lilium cernuum Komar, nghién
clru nay, phoi soma dwoc nudi cay trén MS bo sung 0,41 pmol L — 1 picloram va 1,07
umol L — 1 NAA [57]. Theo Touchell va cong su (2020) cac hé théng phét sinh phai
soma va phat sinh co quan la cac con duong tai sinh chinh trong cam tng da boi héa
in vitro [63]. Trong nghién ciru ndy, ching t6i sir dung hé thong tai sinh phoi thir cap
sau khi phoi so cap duoc cam ung Vvéi cac tic nhan da boi va ¢ su hinh thanh phoi
thir cap co biéu hién bién di tai cac nong do xtr ly colchicine va méc thoi gian xu ly
khac nhau (Bang 3.4, Hinh 3.15; 3.16; 3.17; 3.18). Hon nita, colchicine duoc biét dén
la chat chong phan bao va cé thé 1am tiang cac rdi loan sinh 1y khi duoc st dung &
nong do cao dé xur Iy gay dot bién da boi ¢ nhidu dbi tuong thuc vat [182]. Béi vi,
colchicine c6 &i luc lién két twong ddi thap véi cac vi dng cua thuc vat, doi hoi nd
phai duoc sir dung & ndng do cao dé duy tri hiéu qua [97]. Tuy nhién, néng do
colchicine cao két hop véi thoi gian xir 1y dai ciing 1am giam déng ké ty 1& song cia
mau [68] [124], [183-185].

Demtsu (2013) da sir dung Ky thuat da boi bang cach xu ly colchicine trén SE
dé san xuat chudi 'Namwa' va nghién ctru da cho thay, ty I¢ chét cia mau tang 1én khi

ndng d6 colchicine cao thoi gian tiép xdc véi chat giy da boi cang ting [80]. Két qua
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tuong tu cling dugc quan sat khi nghién ctru tao cay tu boi Ligustrum sinense Lour
[186]. Trong nghién ciru ndy, ndng do cao va thoi gian xu ly colchicine anh huéng
dang ké dén ty 1¢ sbng cua phdi va ddng thoi tao ra cac phoi thir cip c6 cac dic diém

kiéu hinh khac véi nhitng phoi khong duoc xir Iy bang colchicine.

Sy xuét hién caa cac bién di c6 18 duéi tac dong cua colchicine dan téi sy nhan
lén cia NST trong nhan té bao nhung khong ¢ sy phan chia nhan di tao ra cac té bao
c6 dot bién da boi. Theo Germana (2011) sy hinh thanh vach khéng hoan chinh giira
nhan sinh dudng va nhan sinh san cua tiéu bao tir 13 nguon gbc ban dau dé tao cay da
boi. Trong nghién ctu nay ching toi ghi nhan rang, tai cac mdc thoi gian xir Iy va
thay d6i ndng do chat xur 1y da boi din dén tao céc thé co dot bién da boi 1a khac nhau.
C6 mot mdi twong quan giira ndng do chat gay dot bién da boi va thoi gian xu 1y.
Piéu nay tuong ty v4i Populus hopeiensis, yéu to ¢6 anh huong dén két qua da boi
chinh 13 ndng d6 va thai gian tiép xUc voi tac nhan gy dot bién dé tao céac thé dot
bién da boi [63].

Ngoai ra, nong do cochicine va thai gian xur ly khéc nhau anh huong dén dang
ké dén kha nang hinh thanh phai thir cap c6 biéu hién bién di. Nghién ciu cia Xu et
al. 2018 cho rang c6 mot tac dong tuong tac dang ké giira cac loai thuc vat (kiéu gen
thuc vat) va ndng do chat khang phan bao [187]. Chat chdng phan bao Ia yéu té quan
trong thir hai (sau yéu té kiéu gen thyc vat) trong cac thi nghiém gay dot bién da boi
nhan tao. C6 mot sb thdng sb anh huang, bao gdm loai, ndng d6 hiéu qua téi thiéu,
thoi gian tiép xuc va phuong phap ap dung can duoc xem xét [64].

Do vay, nong do va thoi gian tiép xdc véi cac hop chat khang phan bao 1a
nhitng yéu t6 ludn duoc khao séat. Trong khi muc d6 tiép xdc thap khéng c6 hiéu qua
va mirc do cao gay chét mau, sy tuong tac giita thoi gian tiép x(c ctia mau va nong
d6 van chua duoc hiéu day da [63]. Trong nghién ctru nay, d6i véi cac phuong phap
xur Iy da boi, su twong tac giita nong do va thoi gian xir ly van chua duoc lam sang
t6, voi murc d6 tiép xdc thap véi tac nhan da boi khéng cho hiéu qua va mac d6 cao
gay ra chét mau [68]. Vi vay, viéc tim ra ndng do6 hiru hiéu téi thiéu dé gay dot bién
da boi 12 rat can thiét. Hiéu qua gay dot bién cao c6 thé dat duoc bing céach sir dung
chat gay dot bién da boi véi nong do cao va mau dugc tiép xdc trong thoi dai [182].

Allum va cong su (2007) dé xuat rang dé dam bao sy nhan d6i NST, thoi gian xt ly
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phai du dai dé tdi da hoa sb luong té bao trong quéa trinh nguyén phan va xu Iy véi
cac hop chit khang phan bao [124]. Xu va cong su (2018) cho rang c6 su twong tac
dang ké giita nong do chit khang phan bao va kiéu gen thuc vat [187]. Do d6, phan
tmg khac nhau ddi voi néng do va thoi gian caa cac ddi twong nghién cau Voi
colchicine c6 thé bi anh huéng bai kiéu gen cua ting loai cay. Vi du, ty 1& cam tng
t boi & Trachyspermum ammi L. t6i wu & 0,05% colchicine trong 24 gio [183]; ty 1é
cay t boi & Gerbera jamesonii tbi wu & 0,2% colchicine trong 2 gi¢ [185]. Trong
nghién cau cua chdng tdi, ndng d6 va thoi gian xir ly colchicine khac nhau cé anh
huong dang ké dén hiéu qua tao ra cac thé da boi. Nong do colchicine cao va thoi
gian xir ly dai cho thy ty I& da boi hda cao (trén 30% tai 0,5% - 0,7% colchicine
trong 48 - 72 gio). Két qua nay twong ty d6i véi nhiéu loai thuc vat, trong d6 két qua
da boi chiu anh huong dang ké boi nong do cao va thoi gian tiép xdc dai véi colchicine
[63, 188].

3.2.2. Anh hwéng cia oryzalin 18n sg phét sinh phdi tha cdp bién di

Khi xir Iy véi tac nhan da boi oryzalin, c6 khuynh hudng giam dan cua ti 18
séng cta mau theo su gia ting ctia ndng d6 va thoi gian xir ly. Sau 4 tuan nudi cay,
ty 1é sbng cua phdi sdm Ngoc linh ¢ su thay d6i dang ké. Hon nita, nong do va thoi
gian ciing nhu sy tuong tac gitta 2 nhan té nay anh huong dén ty & song caa phai.
Oryzalin 1a mot chat gay da boi nhung it doc dbi voi mo té bao thuc vat hon
colchicine, do d6 véi ndng do thap oryzalin hau nhu khong anh huong 1én mau cay.
Tuy nhién, trong thi nghiém nay oryzalin c6 anh huong dang ké dén ty 1é séng cua
mau ngay ca & ndng do thap va thoi gian xir Iy ngan. S6 mau sdng thap nhat dugc ghi
nhan tai nong do oryzalin cao nhat 0,07% tai cac mdc thoi gian 24 gid, 36 gio, 48 gid
va 72 gio (46,67; 40,0; 33,33 va 13,33%, twong tng) (Bang 3.5).

Oryzalin c6 anh hudng dén sy cam tng phoi tha cip bién di. Khi ting ndng do
oryzalin, s phoi thir cap c6 xu huéng giam nhung 1am ting s6 phoi thir cap bién di
va ty 1& phoi bién di ciia mau (Bang 3.5, Hinh 3.20). Tai mdc thoi gian 24 gio, xu ly
Vv6i nong do oryzalin thap 0,01% s6 phoi thi cap tuong d6i cao (17,67 phdi/mau)
nhung cho ty & phoi thir cip bién di thip nhat (7,96%) va thap hon dang ké ¢ nong
d6 0,07% (31,48%). Tai mébc 36 gid, ddi véi nghiém thirc DC ¢6 s6 phdi thi cap cao

nhét (24,0 phdi/mau) khac biét kha dang ké so véi nghiém thac bo sung oryzalin 1am
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giam sb phoi thtr cap rat dang ké chi khoang (14,67 - 12,00 phdi/mau). Nguoc lai, ty
I& phdi bién di tang khi ting ndng do oryzalin (15,71 - 31,59%).

Nghiém thirc véi ndng d6 0,07% oryzalin trong 48 gidr c6 s6 phdi thi cap giam
chi 8,33 phoi/mau thap hon dang ké so voi BC (24,00 phoi/miu) nhung cho ty 1¢ phoi
bién di cao (38,26%). Di véi mbe 72 gio, ndng do oryzalin c6 anh hudng dén su gia
tang s6 phoi bién di trén kiéu hinh. Xir Iy véi ndng do 0,03 - 0,07% oryzalin trong 72
gio cho sb phéi thu cip thap nhat (7,67 - 8,00 phdi/mau) va cho ty 1& phéi bién di cao
nhét (42,59 - 45,67%) (Bang 3.5, Hinh 3.20).
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Bdang 3.5. Anh huong cua oryzalin 1én su phét sinh phdi tha cap sau 6 tuan nudi cay.

onyzal giﬁé’;& Tylesong  S6phoi S8 phoithi Ty I¢ phoi thi
n (%) Iy clla mau th}]f' cap cap Plen:dl cap bién di
(gic) (%) (phoi/mau)  (phoi/mau) (%)

0,00 0 100,00 24,00 0,00¢ 0,00"

0,01 80,000 17,67° 1,33 7,969

0,02 66,670 14,670 2,332 16,03
0,03 24 46,670 14,33 2,33% 16,741
0,05 46,67 13,00 3,007 23,680
0,07 46,674 11,000 3,33 31,48¢
0,01 73,33bc 14,67 2,33 15,71f0
0,02 53,33¢f 14,00 3,002 21,66
0,03 36 46,67¢1 13,670 3,67 28,79%f
0,05 46,67 13,67 3,33 25,100%f
0,07 40,00f9" 12,000 3,672 31,59¢d
0,01 60,00¢c 17,670 3,007 17,42¢f0
0,02 53,330f 15,000 3,33 22,770
0,03 48 60,00  10,00%" 3,00? 31,30
0,05 53,330 9,67 3,33 35,95bcd
0,07 33,33f9n 8,33 3,002 38,262
0,01 40,000"  11,33% 2,67° 24,220
0,02 26,679h 8,00 2,672 33,13bcd
0,03 72 20,00M 7,67° 3,33 42,59%
0,05 13,33 7,67 3,338 43,49
0,07 13,33 8,00f 3,672 45,672

*Cac ky tw (a, b, ...) khdc nhau ddt cing mét cét biéu thi sw khac biét c6 y nghia thong
ké ¢ p < 0,05 (trong phép thzx Duncan).
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Hinh 3.20. Anh hudng cta oryzalin 1én sy phat sinh SSE bién di tir phdi hinh cau

cua s&m Ngoc Linh tai cac thoi gian xt 1y khac nhau (PC, 24 gio, 36 gio, 48 gio, 72
gio, tuong ung tir tréi sang phai). A va C: SSE hinh thanh sau 4 tuan nudi cay. B va
D: SSE hinh thanh sau 8 tuan nudi ciy (thudc 1 cm). Cac mili tén chi vi tri caa phoi

bién di.

Su phén bao bi tac dong khi xtr ly véi oryzalin cling twong nhu colchicine, tuy
nhién, cach thirc tic dong cua hai chat nay c6 khéac nhau do hoat dong gan két cua
colchicine vaéi vi ng (tubulin) yéu hon so véi oryzalin. St dung oryzalin dé giy dot
bién da boi trén nhiéu dbi twong cay trong dugc thuc hién véi ndng do micromol
(UM) cho két qua twong duong véi nhitng cay trong duoc xir ly bang colchicine &
nong d6 milimol (MM) [189]. Sir dung oryzalin da gay dot bién da boi thanh cong dé
tao ra cic dong da boi cua cdy than gd va ban than gd bao gém Rosa [135],
Rhododendron [122], Chaenomeles [132], Hypericum [120] va Acer platanoides

[118]. Hon nira, oryzalin da dugc chitng minh la hi¢u qua hon colchicine trong viéc
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nhan do6i NST in vitro dbi véi Chaenomeles japonica [132], Rhododendron [123],
Watsonia lepida [136], va Ranunculus asiaticus [125].

Trong nghién ciu cua chung toi, phdi sdm Ngoc Linh dugc xt ly vai tac nhan
khang phan bao 1a oryzalin ¢ cac ndng do khéac nhau (0,01%, 0,02%, 0,03%, 0,05%,
0,07%) tai cac méc thai gian khac nhau (24 gio, 36 gio, 48 gio, 72 gio). Két qua sau
4 tuan nudi ciy cho thay ty 1 song cua phdi sam Ngoc linh c6 su thay d6i va co
khuynh huéng giam dan theo sy gia ting cuia ndng do xu ly oryzalin va giam theo sy
tang thoi gian xu Iy vai tac nhan khang phan bao. Két qua nay tuong tu véi két qua
ctia cac nghién cau trude day trén Hypericum sp. [120], chubi Musa acuminata [190],
Rosa euphytica [99], Rosa rugosa [124].

Oryzalin gay doc cho té bao, 1am giam ty 18 séng cuia mau do c6 kha ning gin
két chat vai vi 6ng (tubulin) tao thanh thé phirc hop oryzalin - vi dng (tubulin). Phirc
hop oryzalin - vi éng d3 1am thoi vo sic ngung hoat dong vi vay ngan can sy phan
chia cua té bao [98]. Ngoai ra, ty Ié séng cua phdi soma sam Ngoc Linh ciing ¢ thé
lién quan dén tac dung gay doc cua chat khang phan bao théng qua anh hudng cua
cac chat nay dén noi can bang auxin va cytokinin bén trong mau cay [191], dan dén
1am ting sy nhay cam cua té bao thuc vat voi oryzalin. Bén canh d6, PGRS c6 trong
moi truedng nudi ciy ciing c6 thé tuong tac voi cac chat khang phan bao. Lattier va
cong su (2013) da cho thay rang cytokinin c6 thé hoat hoa ting chu ky cua té bao, tao
ra cac té bao chuyén ddi nhanh hon tir ky giita (metaphase) sang ky sau (anaphase)
Clia qué trinh nguyén phan, trong giai doan nay té bao c6 thé nhay cam véi oryzalin
[118].

Trong cac nghién ciru da boi, nong do va thoi gian xa ly véi cac hop chat
khang phan bao 14 nhitng yéu t6 ludn duoc khao sat, trong khi xir Iy véi ndng do thap
khong c6 hiéu qua thi & ndng do cao s& gay chét mau [63]. Két qua nghién ciu cua
ching t6i ghi nhan rang khi ting ndng do oryzalin, s6 phdi thir cap c6 xu huéng giam
nhung 1am tang s6 phoi dot bién va ty & phoi tha cap dot bién xuat hién cia mau. Két
qua nay ciing phu hop véi két qua nghién ciru cua Allum va cong su (2007), cho rang
dé dam bao NST nhén d6i, thoi gian xur Iy phai da 1au dé téi da hoa s lwong té bao
trong quéa trinh nguyén phan va xu Iy véi cac hop chat khang phan bao. Mac di sy

gia ting nong d6 cua chat khang phan bao co thé 1am tang dang ké ty I¢ chét cia mau
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cy nhung lai ting kha ning nhan d6i ham luong DNA, dan dén ting kha ning tao
thé da boi [124].

3.2.3. Sw sinh trwéng cua cay tir cac phoi thee cdp bién di phat sinh tir phéi dwec

xw ly colchicine

Trong nghién ctiu ndy, bang viéc sir dung tac nhan da boi chung t6i di thu
nhan céc phéi c6 biéu hién bién di vé mat hinh thai. Tuy nhién, s& c6 y nghia hon néu
cac phoi nay sinh truong tiép theo dé tao thanh cay hoan chinh va tir cac cay hoan
chinh nay s& dugc st dung dé xac dinh d6 boi cho nhitng thi nghiém tiép theo. Chinh
Vi vay, ching toi tiép tuc khao sat su sinh trudng cua cac phéi bién di véi céc chi tiéu
theo doi dugc trinh bay trong bang 3.6.

Cac phdi thu cap c6 biéu hién bién di (phat sinh tir cac phoi da xtr 1y colchicine)
dugc chuyén sang moi trudng MS chira 8 g/L agar, 30 g/L succrose, khong bé sung
PGRSs. Su sinh truéng, phét trién caa ciy duoc ghi nhan sau 12 tuan thang va thé hién

trong bang 3.6.

H|nh 3.21. Su smh tru0’ng Cua ph0| bién d1 sau kh| XU I Vi colchlcme sau 12 tuan

nudi cay (thudc 1 cm).

Tt s6 liéu bang 3.6 cho thay, cac cay bién di sau xt 1y colchicine c6 su sinh

truong, phat trién tot. Trong do, quan sat kiéu hinh cua cay bién di nhan thay cay c6
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su sinh trudng nhanh, duoc danh gia dya trén cac chi tiéu vé chiéu cao, s6 14 va dudng

kinh ré. Sy xuat hién cac bién di trén cay ca than va Ia khi xu Iy colchicine nong do

cao va thoi gian xir ly dai (Hinh 3.21). Trong cac dang cay bién di, sé 14, chiéu cao

cay, trong lugng tuoi co sy khac biét so vai BC, hinh thai 14 to va day hon, 14 ¢6 mau

xanh dam, dudng kinh than va 14 to hon cay dbi chung. Dong thoi, sau 12 tudn nudi

cay, cay bién di c6 mot s6 dac diém cua 14 cho thay sy khéac biét rd nhat dugc thé hién

& su tang 1én hodc giam sb lugng phién 14, 46 day ting, bat thuong vé hinh dang va

sO rang cua & phién 14; khac biét & dJ sau cua thuy 14; hinh dang va kich thudc cudng

14 so véi BC (Hinh 3.21).

Bdng 3.6. Sy sinh truéng cua cay tir phdi tha cap phat sinh tir cac phoi da xir ly

colchicine sau 12 tuan nudi cay.

Colchicin g;ﬁi& Chiéu lel,g‘ﬁg Chidu  Chiéu dai  Khoi hrong
e (%) 1y C?gnf;‘y cubng la 908 )la (C'; ) tzq‘;l
(gio) (cm)

0,0 0 2.10¢ 043 1,110 4,07 0,15
0,1 3201 0p5h  13% 4079 0,31
0,2 280k 0500 11649 517 0,39"
0.3 24 3151 067 132 338 0,451c"
0,5 377" 0,63 158  425¢ 0,58%
0.7 530% 0620 150  357e 0,82
0.1 455%h 058 168> 3.30° 0,451c"
0,2 5187 Q59T 2148 4475 0,70°
0.3 36 4450 068% 156 4254  (54¢
05 620  070% 168 432  0,60%
0.7 6,16 077%¢ 213 3,35 0,57¢¢f
0.1 565 062h 148 331 0,531
0,2 48 565% 063 162 341° 0,56¢"
0.3 7290 068%  143¢  447° 0,61t
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0,5 6,612 0,87¢ 1,60 4,62¢ 0,74%
0,7 5,374t 0,52¢n 1,079 5,38% 0,44¢9"
01 6,040cd 0,912 1,23¢% 2,62 0,61¢d
0,2 5,80Qbcde 0,79% 1,45% 3,24° 0,76%
0,3 12 5,60¢d 0,782bc 1,59 4,38 0,67bcd
0,5 4,58 0,64n 2,162 5,28% 0,56%f
0,7 5,18¢f0 0,88% 2,25% 5,553 0,40M

*Cac ky tw (a, b, ...) khdc nhau dat cing mét cét biéu thi sir khac biét co Y nghia thong
ké o p < 0,05 (trong phép thiz Duncan).
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Tai méc thoi gian xir Iy 24 gio: Su sinh truéng caa cay c6 su khac biét so voi
cay dbi chirng. Tuy nhién cy bién di tai néng do xir ly colchicine 0,7%, chiéu cao
cay (5,39 cm) va trong luong tuoi (0,82 g) ¢0 su vuot troi so vai cac nghiém thac con
lai va khac biét so véi dbi chung. Bén canh d6, duong kinh cudng 14 (0,62 cm), chiéu
rong 14 (1,52 cm) ciing twong ddi cao so véi cac nghiém thic con lai (Bang 3.6, Hinh
3.21).

Tai cac méc thoi gian xir Iy 36 gio, chiéu cao cdy, duong kinh cudng c6 su
khac biét dang ké, dugc ghi nhan tai nong d6 colchicine tir 0,5% hoac 0,7% (tir 5,39
cm dén 6,29 cm). Tuy nhién, cac chi chiéu rong la (1,52 cm), chiéu dai 1a khong c6
su khac biét 16n giita cac nghiém thic ngoai trir chi tiéu duong kinh cudng 14 (0,62
cm) (Bang 3.6, Hinh 3.21).

Tai ngudng xu ly 48 gio, tuong tng véi nong do 0,3% - 0,5% colchicine cho
thiy chiéu cao cay tét nhat (7,29 cm va 6,61 cm) va cao hon dang ké so véi BC (2,10
cm). Puong kinh cudng 14 déu co kich thudc Ién hon dang ké so voi BC (Bang 3.6,
Hinh 3.21).

Kich thuéc cudng 14 16n nhat duoc ghi nhan tai nong do 0,1% colchicine trong
72 gio (0,91 cm), dong thoi xt 1y 0,5% colchicine trong 48 gio va 0,7% colchicine
trong 72 gio ciing cho kich thudc cudng 14 16n (0,87 cm va 0,88 cm). Bén canh do,
chiéu rong 14 va chiéu dai 14 cao nhat ciing dwgc ghi nhan tai nong d6 0,7% colchicine
trong 72 gio (2,25 cm va 5,55 cm) (Bang 3.6, Hinh 3.21).

Sau khi xt ly colchicine, cac cay bat thuong co sy sinh truong tot, ca chiéu
cao, s 14 va trong lugng twoi déu vuot troi so véi ddi ching. Nhitng dau hiéu trén c6
thé 12 dau hiéu cua cac thé da boi. Nghién cau cia Oates va cong su (2012) cho thay
cac dic diém nhu kich thudce va do day cua 14, chiéu dai 16ng va chiéu cao cay déu bi
anh huong bai sy nhan déi cua nhidm sic thé [86].

That vay, cac nghién cau gan day ciing cho rang, tac dong cua su nhan doi
toan bo bo gen cé thé gy ra nhitng thay doi di truyén dang ké trong biéu hién gen,
chtc ning gen va nhitng anh huéng dang ké ddi véi sy phét trién, chon giong cay
trong. Cac tac dong cu thé cua hién twong da boi c6 thé rat khac nhau gita cac loai
Va C4c yéu t anh hudng dén cam tng da boi [192]. Su ting trudng vuot troi cua thé
da boi co lién quan dén sy gia tang kich thudc va sinh khéi. Cac phoi sau dot bién da

boi ¢6 sy ting trudng vuot troi V& cac chi tiéu sinh truang co thé 1a do sy nhan 1én
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ctia bo NST lam thay doi hang loat cac biéu hién vé sinh Iy va sinh hda dan dén nhiing
thay d6i vé mat biéu sinh va nhiing thay d6i nay 1a do sy thay ddi Ién trong biéu hién
gen. That vay, nhitng nghién ctru gan day da dan lam séng to khia canh nay cu thé 1a
vi da boi c6 anh huong dang ké dén su biéu hién gen (ting, im ling va diéu hoa
lén/xudng) cia cac gen duoc nhan déi. Sy thay ddi sau rong trong bd gen tao ra nhiéu
kiéu biéu hién moéi, trong tac diéu hoa, nhitng thay d6i di truyén va biéu sinh 1a két
qua cua viéc hop nhit va nhan déi hai bo gen [193].

Tuong tu, khi xir Iy & cac méc thoi gian cang ting va nong do cochicine cao,
chiéu cao cua cay giam nhung s6 14, duong kinh than déu 16n hon so vai BC. Su khac
biét vé cac chi tidu sinh truong cua cay dot bién so véi BC ¢o thé 1a do trén cay dot
bién sau qua trinh d6t bién da boi cd su gia ting vé kich thudc cua té bao, dan dén su
gia tang vé kich thudc cua co quan. Hon nita, su thay doi sdu rong trong bo gen tao
ra nhiéu kiéu biéu hién mai, trong tac diéu hoa, va nhitng thay ddi di truyén va biéu
sinh 1a két qua cua viéc hop nhat va nhan ddi hai bo gen [70]. Do vay, trong nghién
ctru ndy su thay ddi trong cac dic diém sinh truong co thé 1a do sy thay d6i vé sb
lugng NST, tir d6 dan dén thay doi ham lwong gen va két qua 1a nhiing thay doi trong
biéu hién gen dan dén su da dang trong kiéu hinh. That vay, anh huong pho bién va
duoc biét dén nhiéu nhat cua qua trinh da boi hda & thuc vat 13 ting kich thudce té bao
[193]. Khdi lugng té bao tir boi tang gap doi so vai to tién ludng boi va tang dién tich
bé mit té bao 1én khoang 1,5 1an [194]. Do su gia ting kich thudc té bao, thé da boi
khac voi thé Tudng boi ban dau vé cac dac diém hinh thai va giai phau, vi du: ting
kich thudc cia cac co quan va cau tric (14, hoa va qua to ra) [193]. Su khac biét vé
Kiéu hinh c6 lién quan dén hai van dé vén c6 cua qué trinh da boi gop phan vao céc
tac dong nhat quan nhat cua “kiéu hinh da boi”, 1a: su gia ting ham luong DNA va
sur gia tang s luong gen [193]. Cac té bao c6 nhiéu NST hon, do d6 c6 nhiéu DNA,
sé& tang kich thudc dé duy tri méi quan hé khong ddi giita thé tich té bao va nhan. T
d6, nhitng gia ting nay c6 thé duoc quan st & kich thudc cua cac co quan va tham
chi cua toan bo cay [193].

Hon nira, thoi gian va ndng do chat xir Iy khac nhau ciing cho thay c6 su xuit
hién céac dang bién di khac nhau, theo Touchell va cong su (2020) cho rang, cac loai
thuc vat khac nhau c6 phan tng khac nhau d6i véi nong do sir dung ciia mot loai chat

khang phan bao [63], cu thé: Trong cam ¢ng tao da boi in vitro cua cay duoc liu
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ajowan (Trachyspermum ammi L.), cam &ng ta boi ha cao nhat bang céach sir dung
0,05% colchicine trong 24 gio [183]; trong khi do, ty 1€ cay tir boi in vitro nhan doi
nhiém sic thé in vitro cao nhat & clc chau Phi (Gerbera jamesonii), dat dugc bang
cach st dung 0,2% colchicine trong 2 gio [185]. Tuong tu, véi két qua nghién cau
nay su da dang kiéu hinh cua cac cay bién di ciing da dwgc ghi nhan va co su khac
nhau theo tirng méc thoi gian va nong do xu ly (Bang 3.6; Hinh 3.21).

Sy khac biét vé céc chi tiéu sinh truéng cua cay bién di so voi dbi chung co
thé 1a do cay bién di sau qua trinh dot bién da boi 6 sy gia ting vé kich thudc cua té
bao, dan dén sir gia ting vé kich thudc cia co quan ciing nhu toan bo co thé, that vay,
anh huong pho bién va duoc biét dén nhiéu nhat cua qua trinh da boi hda & thuc vat
1a tang kich thudc té bao [70]. Khdi lwong té bao tir boi ting gip ddi so vai 6 tién
ludng boi va tang dién tich bé mat té bao 1&n khoang 1,5 lan [193]. Do su gia ting
kich thudc té bao, thé da boi khac véi thé ludng boi ban dau vé cac dic diém hinh
thai va giai phau, vi duy: tang kich thudc cia cac co quan va cau tric (14, hoa va qua
to ra). Su khéc biét vé kiéu hinh c6 lién quan dén hai van dé vdn c6 cua qua trinh da
boi hda gop phan vao cac tac dong nhat quan nhat cua “kiéu hinh da boi”, 1a: sy gia
tang ham luong DNA va sy gia ting s6 lugng gen. CAc té bao c6 nhiéu nhidm sac thé
hon, va do d6 c¢6 nhiéu DNA, s& tiang kich thuéc dé duy tri mdi quan hé khong doi
giita thé tich té bao va nhan. Do d6, nhiing gia tang nay c6 thé duoc quan sat & kich
thudc cua co quan/ cac co quan va tham chi caa toan bo cay [70].

3.2.4. Mgt sé ddic diém hinh thai va gidgi phdu cia cay con bién di sau khi xi Iy da
bgi bang colchicine
Céc cay c6 ngudn goc tir phdi thir cap sau khi xir 1y da boi c6 biéu hién bién di
dugc ghi nhan céc chi tiéu sinh trudng, danh gia su thay d6i vé hinh thai, cau tric,
dac diém khi khi khau va dém s luong NST.
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Hinh 3.22. Pic diém kiéu hinh caa mot sé cay con bién di sau khi xir 1y da bdi bang

colchicine 12 tuan nudi cay (thudc 2 cm).

Hinh 3.23. Mot s dang 14 bién dj ctia cAy con ¢6 ngudn gdc tir phdi bién di duoc

xtt Iy colchicine sau 12 tuan nudi cay (thude 1 cm).

Dic diém dé nhan biét khi quan sat cay bién di do sy thay ddi hinh thai 14 (Hinh
3.22, Hinh 3.23). Sau 3 thang nudi ciy, dic diém cua 14 c6 su khac biét rd rét so véi
DC. Su khac biét rd nhat thé hién ¢ su ting 1én hodc giam sb luong phién 13, 46 day
phién 14 tang, hinh dang 14 bt thuong ciing nhu s6 ring cua & phién 14; khac biét &

d6 sau cua thuy 1; kich thudc cudng 14 ting so véi DC (Hinh 3.22, Hinh 3.23).
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Cay c6 biéu hién bién di vé mat hinh thai nhu cay co kich thudc 16n vuot tri
s0 voi BC vé chiéu cao, chiéu dai, chiéu rong cubng 14, ... nhu mé ta trong hinh 3.22,
hinh 3.23. Chung tdi tién hanh giai phau cudng 14, ré& cua cay co biéu hién bién di
hinh thai (Hinh 3.22), hinh théi giai phu cho thay c6 su khéc biét ré rang vé sé bo
mach trong c4u trdc cua cudng 14 cay bién di so véi cubng 14 cay DC (Hinh 3.24). Cu
thé cudng 14 cay bién di c6 nhiéu hon 6 mach dan nam tach biét va phan bd kha dong
déu trong khi cudng khong xir Iy c6 5 mach nam gan nhau va phan b khong déu.
Diéu nay cho thay rd rang cay bién di da boi c6 su khac biét khéng chi vé mat hinh
thai ma con vé mat cau tric so véi cay khodng bién di. C6 I&, dot bién da boi dan dén
su thay do6i kich thuéc cua té bao, do vay dan dén thay doi sy t6 chirc cia cau trlc
cac co quan trong d6 c6 su thay doi trong sap xép cac hé thdng mach dan ca vé sb
luong va vi tri cac mach dan. Diéu nay cho thay cay bién di da boi co sy khéc biét

khdng chi vé mat hinh thai ma con vé mat cau trdc so voi cay khong bién di.

Nghién cau gan day cua Corneillie va cong sy (2019) trén Arabidopsis
thaliana, cho thiy da boi ciing lam thay di thanh té bao va thanh phan duong trong
té bao. Nhitng thay doi nay anh hudng dén cau tric lién quan dén san xuat/duy trix tinh
dau, doc lap vai kich thuéc cua ching [195].

Soltis va Burleigh (2009) xac dinh rang nhirng thay doi bao gém chuc ning
phy, chiic ning gen mdi, thay do6i biéu sinh va thay do6i biéu hién gen, bén canh tac

dong dén ty 18 trao d6i CO2, mirc &6 hormone, ty 1& quang hop va can bang nudc [57].
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Hinh 3.24. Hinh thai giai phiu cta cudng 14 va ré cdy sdm Ngoc Linh c6 bién di
kiéu hinh. Mau cudng 14 & cay PC (A) va cay bién di kiéu hinh (B) (thuéc 1 mm).

~
A

Mau ré & cay DPC (C) va cay bién dj kiéu hinh (D) (thudc 0,2 mm).

Bdng 3.7. Khi khong cua 14 bién di sau xt ly colchicine sau 12 tuan sinh trudng

pr tn it LA Chiéu dai Chiéu rong
Cay M‘f‘(ts‘}‘-’k'g‘r:]ﬂ;;r‘g khi khéng khi Khéng
(nm) (1m)
PC 125,70 57,33 42,33
Bién di 119,70% 78,00% 55,33

* Bieu th sw khac biéz c6 y nghia thong ké théng qua t-test.

Chung tdi tién hanh danh gia cay bién di da boi thdng qua cac chi tiéu hinh
thai, kich thudc khi khong nhu: Mat do khi khéng/mm?2, mat do luc lap trong té bao
bao vé khi khong, chiéu dai khi khdng, chiéu rong khi khong (Bang 3.7, Hinh 3.25).
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Hinh 3.25. Dic diém khi khong ¢ 14 cay sam Ngoc Linh bién di kiéu hinh sau 12
tudn nudi céy tor SSE. Mat do luc lap trong té bao bao vé khi khé)ng, hinh dang khi
khéng cay BC (A, B) va cay bién di kiéu hinh (C, D) (thudc 20 pm); Mat do khi
khéng cay DC (E) va cay bién di kiéu hinh (F) (thudc 0,1 mm).

Két qua quan sat cho thay, cay bién di c6 mat d6 khi khong thwa hon (119,7
kk/mm?) so véi BC (125,7 kk/mm?), kich thuéc khi khong dai hon (70,8pum) so voi
DC (57,33um). Bén cach d6, mat do luc lap trong té bao bao vé khi khong day dic
hon so véi cay BC (Bang 3.7, Hinh 3.25).

Theo tac gia Ahmadi va Ebrahimzadeh (2020), ngoai cic phuong phap dém
NST thi c4c chi tiéu cua khi khong nhu: mat do khi khong, sb luong va kich thudc
cua khi khdng, kich thudc té bao bao vé khi khong, duoc st dung 1am chi tiéu gian
tiép dé xac dinh muc do da boi tir d6 c6 thé phan biét cay dugc cam ung da boi Voi
cay luong boi [196].

Phuong phap dya trén mot s6 diac diém khi khong co thé sir dung dé xac dinh
thé da boi [197 - 199]. Tang kich thuéc khi khong thuong duoc sir dung dé xac dinh
su nhan d6i caa NST [132], [85]. Khi khong cua céc thé duoc cam tng da boi ciing
¢6 kich thudc 16n hon va duoc st dung nhu mét trong nhirng dic diém chinh biéu thi
su thay doi muc d6 da boi & cac l0ai, vi viéc xac dinh kich thuéc cua ching rat don

gian va khong can thiét bi phuc tap [1].
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Trong nghién czu ndy, théng qua quan sat hinh thai cho thay mat do khi khong
cua cac dang bién di thip hon cay DC, két qua nay ciing phu hop véi nghién ciu cua
Sabzehzari va cong su (2019) khi mat do thap hon va kich thuéc khi khong 16n hon
la nhitng dic diém chung cua thé da boi. Mat do luc lap, chét diép luc caa cac té bao
bao vé ciing 1a chi s6 da boi don gian duoc tng dung dé xac dinh do boi [182]. Tuy
nhién, cac dac diém hinh thai va giai phau c6 thé bi thay doi dudi ap luc yéu tb moi
truong; do do, cac quan sat co thé khong chinh xac va dang tin cay [132].

Ngoai ra, thdng qua quan sat két qua cho thay co su khac biét kha rd vé mat
d6 luc lap trong té bao bao vé khi khong cua 1a cay dot bién va 14 cay BC. S6 luong
luc lap & té bao bao vé khi khong 14 cay dot bién cao hon so véi 14 cay PC (Hinh
3.25A, C). Theo Supena va cong su (2006) cd su twong quan thuan ¢ muc tur 80-
100% gitta luong luc lap trong té bao khi khong va mic do boi thé [200]. Trong do,
s6 luong luc lap trong té bao khi khong cua cay tir boi gan gap doi so voi cay ludng
boi. Do vay, c6 nhiéu kha nang mot s6 trong cac cay dot bién trong nghién ctiu nay
la cay t&r boi. Tuy nhién, dé co thé két luan chinh xac, can c6 thém cac két qua khao
sat vé NST.

3.3. Noi dung 3: Xac dinh mirc do da bgi ctia cay con sam Ngoc Linh sau Khi xir
ly da boi

3.3.1. Xdc dinh mirc dé da béi thong qua phwong phdp dém NST

DPém s6 luong NST 1a phwong phap xac dinh mic 46 da boi déng tin cay va rd
rang nhat. Véi nghién cau nay, sé lugng NST trong cac dau ré cia cay con bién di
dugce dém dé xac dinh cac dot bién da boi. Két qua ghi nhan cho thay céc thé ti boi
va thé tap boi da hinh thanh dudi tac dong caa colchicine; tuy nhién, ty 1é cam tng

da boi cua cay con phu thudc dang ké vao ndng do va thoi gian xir ly (Bang 3.8).

O thoi gian xtr ly 24 gio, cay tir boi bat ddu duoc ghi nhian ¢ ndng do 0,2%
colchicine hoidc cao hon. Pdng thoi, dot bién tir boi ting dan khi ting nong do6 xir 1y.
O ndng do colchicine cao 0,5 - 0,7%, cdy dot bién dang tap boi bat dau dwoc ghi nhan
Véi ty 18 thap (dudi 10%). O 36 gio, xir Iy 0,1 - 0,7% colchicine déu cho ty 18 dot bién
tr boi 16n hon 10%, ti 1& dot bién ta boi cao nhét duoc ghi nhan tai 0,7% (22,22%)
(Bang 3.8; Hinh 3.26).
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Bdng 3.8. Anh hudng cua nong do colchicine dén ti 18 cam tmg da boi & cac thoi gian

xtr ly khac nhau sau 12 tuan nudi cay.

Nghiém Colchicine Thoi lgl an Ti 1¢ cam (ng da boi (%)
thie (%) i) Cay tir boi Cay tap boi
1 0,0 0 0,00¢" 0,009
2 0,1 0,00 0,009
3 0,2 11,110 0,009
4 0,3 24 14,817¢ 0,009
5 0,5 18,52%¢ 3,701
6 0,7 18,52%¢ 7,41¢f
7 0,1 14,81%¢ 7,41¢f
8 0,2 18,52%¢ 11,1170
9 0,3 36 18,52 14,81%f
10 0,5 18,522¢ 22,220t
11 0,7 22,22 25,92¢d
12 0,1 18,524b¢ 11.11¢f0
13 0,2 22,204 14 81¢f
14 0,3 48 22,20 22,290t
15 0,5 25,922 25,92¢d
16 0,7 18,52°¢ 29,63°
17 0,1 11,11bcd 22,290t
18 0,2 7,410 25,92¢d
19 0,3 2 3,70¢ 40,74b
20 0,5 3,70% 48,142
21 0,7 3,70% 55,552

*Cac ky tw (a, b, ...) khdc nhau dat cing mét cét biéu thj si khac biét c6 y nghia thong

ké o p < 0,05 (trong phép thzz Duncan).



Hinh 3.26. Cay sam Ngoc Linh in vitro t&r boi (A) va tap boi (B) sau 12 tuan nudi

cay (thudc 1cm).

Xt ly colchicine 0,2% - 0,5% trong 48 gio cho hiéu qua cam ung cay tur boi
cao (22,22% - 25,92%), tuy nhién khi ting ndng do 1én 0,7%, ty 1& cay t& boi giam
dang ké (18,52%). O thoi diém 72 gio, ty 1é cay tir boi giam manh khi nong do
colchicine ting tir 0,1% - 0,7% (tir 11,11% xudng 3,70%), nguoc lai ty 1& cay tap boi
tang manh, cao nhat tir 0,5 % - 0,7% colchicine (48,14% va 55,55%). Nhin chung, ty
1 cay tap boi duoc hinh thanh c6 xu hudng ting khi ting thoi gian xir Iy va ndng do
colchicine, trong khi thé tar boi bat dau giam hoac khong ting & néng do 0,7%
colchicine; trir nghiém thirc 72 gio ty 18 tir boi thdp nhat va giam dan khi tang ndng
d¢ colchicine tr 0,1% - 0,7% (Bang 3.8).
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Hinh 3.27. S6 luong NST & cac dau ré thudce cay ludng boi (2n = 2x = 24) (A) va
cay tr boi (2n = 4x = 48) (B) ¢ sam Ngoc Linh sau 12 tuan nudi ciy (Thudc 5 pm).

Sy cam g da bdi cling phu thudc dang ké vao loai mau ciy duogc sir dung dé
cam tmg da boi [63]. Cac mau cay trong xtr 1y da boi thuong 1a hat nay mam, ngon
ré non, chdi bat dinh, d6t than, phién I1a va cac md c6 kha ning phan chia té bao manh
[68], [131], [201]. Su nhan d6i NST da dugc ghi nhan ¢ nhiéu loai thuc vat thong qua
phat sinh phoi va phat sinh co quan [69]; tuy nhién, su tai sinh théng qua hinh thanh
SE trong qué trinh cam g da boi duoc mong doi dé cai thién su phat trién dong nhat
cua cay con [202]. Eeckhaut va cong su (2004) da bao cao sy cam urng cua cay ta boi
Spathiphyllum wallisii théng qua str dung SSE hiéu qua hon so vadi s dung phéi so
cap [203]. Tuy thudc vao kiéu gen thuc vat ma thoi gian va ndng do xir Iy colchicine
khéc nhau [63]. Chang han, Trachyspermum ammi L. cam Gng t& boi héa cao nhat
tai 0,05% colchicine trong 24 gio [183]; trong khi do, ty I¢ cdy ta boi in vitro ¢
Gerbera jamesonii dat cao nhat tai 0,2% colchicine trong 2 gio [185]. Cac thé da boi
cua L. distichum va L. cernuum duoc hinh thanh thanh cong tir SE va vay tai cac nong
do colchicine (0,01%, 0,05% va 0,1%) khi mau duoc xir ly véi thoi gian (24, 48 va
72 gio). Ty lé cam ung da boi dat lan luot 14 57,14% va 46,15% khi xt 1y 0,05%
colchicine trén ddi tugng L. distichum trong 48 gio. Di vai L. cernuum ty 1é t boi
tt nhat caa Lilium distichum va Lilium cernuum lan Iuot 12 28,57% va 23,08% trong
24 gio xtr ly [68]. Trong khi dbi vai cay cung ho 1a Lilium davidii var. unicolor, cam
g t&r boi cao nhit twong Gng ty 16 (33,33%) 1a két qua cua viéc xu Iy 0,025%
colchicine trong 24 gio [81].
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Trong nghién ctu hién tai, sdm Ngoc Linh tir boi (2n = 4x=48) duoc tao thanh
cdng tir SSE phat sinh tir phoi dugc xtr Iy bang colchicine vai ti 16 cam ¢ng cao
(25,92%). Thé t& boi hinh thanh tir SE ciing duoc ghi nhan trén Musa sp. [80], Elaeis
quineensis [204], Lilium distichum Nakai va Lilium cernuum Komar [68]. Pdng thoi,
c4c thé tap boi thudng xuat hién trong qua trinh da boi [201], [205], [206] ciing duoc
ghi nhan trong qua trinh xir 1y da boi véi mau phdi sim Ngoc Linh véi ty 1& cao (Bang
3.8). Tuy nhién, cac thé tap boi dugc xem 1a khong on dinh do su khéng ddng bo
trong chu ky té bao gitra hai loai té bao [111]. Vi vay, cac thé tap boi & sam Ngoc

Linh can duoc tiép tuc nghién ciru thém dé danh gia mic d6 6n dinh (Hinh 3.27B).
3.3.2. Xdc dinh dic diém khi khéng cia cay ti bgi

Sy thay ddi dic diém cua khi khong dugc coi 1a mot trong nhitng du hiéu
thuong gap o thé da boi. Theo két qua xac dinh do boi, cac 14 cua cy ti boi va cay
ludng boi dugc thu nhan va quan sat dac diém caa khi khéng duéi kinh hién vi quang
hoc. Két qua quan sat cho thay khi khong cua cay ti bai ¢6 hinh trang, nam rai rac
va ¢6 kich thudc 16n hon PC. Chiéu dai va chiéu rong caa khi khong ¢ 14 ta boi
(75,46 um va 52,63 pm) 16n hon dang ké so véi BC (57,10 pm va 42,03 pm) (Bang
3.9, Hinh 3.28A, B). Tuy nhién, mat do khi khong cua cay ta boi (110,20 khi
khong/mm?) thap hon BC (122,67 khi khdng/mm?) (Bang 3.9). Ngoai ra, su khéc biét
dang ké mat do luc lap trong té bao bao vé khi khong cua cay ti boi va luong boi
cling duoc quan sat. Mat do luc lap trong té bao bao vé khi khong cua 14 tir boi cao
hon DC (Hinh 3.28C, D).

Bdng 3.9. Dic diém khi khéng trén biéu bi 14 cua cay tir boi sau 12 tuan nudi cay

Mat do Chiéu dai Chiéu rong Ti 1& khi khéng
Cay khi khong khi khong khi khong — -
(mm?) (pm) (um) Chiéu dai  Chiéu rong
Ludng boi 122,67 57,10 42,03 1 1
T boi 110,20* 75,46* 52,63* 1,32 1,24

*Bieu thi su khac biét c6 y nghia thong ké thong qua t-test. T/ I¢ gida chieu dai (hogc
chiéeu rgng) khi khong cua cay tur béi va cay lwong bai.



Hinh 3.28. Pic diém khi khong cua cac ciy ludng boi va cay ta boi ¢ sam Ngoc

Linh sau 12 tuan nudi cay. Hinh dang va kich thudc caa khi khong ¢ cy ludng boi
(A) va cay tt boi (B). Mat do luc lap trén té bao bao vé khi khong cua cay ludng boi
(C) va cay tir boi (D) (thudc 20 pm).

3.4. Nbi dung 4: Khao sat kha ning sinh trudng, tai sinh va tinh 6n dinh cia

cay sam Ngoc Linh ti boi

3.4.1. Sw sinh trwong cua cay sam Nggc Linh tir bgi

Cac cay con tir boi duoc tiép tuc khao sét sy sinh truong va phat trién trong
diéu kién in vitro. Két qua cho thay cdy con ti boi c6 nhiing thay ddi dang ké dic
diém hinh thai so véi cay ludng boi sau 24 tuan tudi. CAc cay ti boi c6 chidu cao vuot
troi, cao nhat 12,10 cm va cao hon dang ké so véi cay con ludng boi (7,59 cm) (Hinh
3.29B). L& cay tir boi phat trién tdt, co su gia ting duong kinh cubng 14, chiéu dai
cudng 14, chiéu dai 14, chiéu rong 14 so véi 14 cay ludng boi. Ngoai ra, cay tir boi co
khdi lwong tuoi than ré va cay con 16n hon dang ké (tuong wng 12 40,00% va 54,01%)

S0 véi cay ludng boi (Hinh 3.29 va 3.30).
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Hinh 3.29. Pic diém hinh thai cay ludng boi va cay tir boi cua sim Ngoc Linh sau
24 tuan nudi cay. A: ciy con ludng boi (trai) va ta boi (phai) (thuéc 1 cm). B va C:

thong ké mot s6 dic diém sinh truéng ciia cdy con ludng boi va tir boi (*p <0,05).

Hinh 3.30. Cay sdm Ngoc Linh in vitro cay ludng boi (A) va cay ti boi (B - D) sau

24 tuan nudi cay (thudc 1cm).



105

Thuc vat sau khi dugc xir Iy da boi ¢ sinh truong vuot troi, co thé do su nhan
lén cia NST di lam thay d6i hang loat cac biéu hién sinh hod, sinh Iy dan dén céc
bién d6i biéu sinh. Té bao c6 nhiéu NST hon kéo theo su ting kich thudc té bao dé
duy tri mdi quan hé khéng d6i giita thé tich va nhan té bao [70]. Do d6, nhiing thay
d6i hinh thai ¢ thuc vat thuong dé duoc nhan biét sau khi gay dot bién da boi. Hau
hét c4c thé da boi (tw nhién hoic tong hop) biéu hién kiéu hinh khac véi cac thé ludng
boi ban dau. Chang han, hau hét cac thé tir boi cua cay Spathiphyllum wallisii c6 thé
duoc phan biét bang mat thuong thdng qua hinh dang va d6 day cua la [203]. Cac dic
diém nhu kich thudc co quan 16n hon (1, hoa, v.v.), sinh khdi cao hon va cac bién

thé khac cho phép cac thé da boi ton tai va phat trién [83], [79], [188], [205].

Trong nghién ciu ndy, cac cay ti boi cua sam Ngoc Linh déu cho thay céc chi
tiéu vé chiéu cao cay con, kich thudc 14 va khbi luong tuoi ctia ciy cao hon dang ké
S0 Vé6i cay PC ludng boi sau 6 thang nubi ciy. Su ting kich thudc co quan ciing da
duoc ghi nhan trén mot sé 10ai thuc vat sau qua trinh da boi, chang han sy tang kich
thudc 14 ¢ cay tir boi Robinia pseudoacacia L. [82] va Populus hopeiensis [131], su

tang sinh khoi o cay tir boi Digitalis lanata [207].
3.4.2. Khd ndng tdi sinh cdy sam Ngec Linh ti bgi

Cac mau cay khéac nhau tir cay sdm Ngoc Linh tt boi duoc tai sinh phdi trén
moi trudng thich hop sau 6 tuan nudi cay, dbi ching 1a cay ludng boi. Boi véi mau
manh 14: MS bé sung 0,5 mg/L NAA + 0,5 mg/L 2,4-D; mau cubng la: MS bé sung
0,5 mg/L NAA va 0,5 mg/L TDZ; mau ré: MS bé sung 0,5 mg/L NAA va 0,3 mg/L
TDZ.

Két qua nghién ciru cho thay cac mau cay tir cay tir boi déu co su téi sinh cao
Véi ti 1é 12 100% (Bang 3.10). Bbi véi mau manh 14, sé phdi trung binh (42 phdi/mau)
khong khac biét so v&i manh 14 cay DC ludng boi (41,7 phdi/mau). Tuong tu, V6i
mau cay cudng 14, ré ciing c¢6 sb phoi hinh thanh cao, twong ung 1a 35 phéi/ mau doi
v6i mau cubng 14 va 25,3 phdi/ miu ddi véi mau ré (Bang 3.10, Hinh 3.31). Vay céc
mau cdy khac nhau cua cay tir boi co sy tai sinh phéi tot trén moi truong tét nhat

turong tng cua tirng loai mau ciy.
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Bdng 3.10. Sy tai sinh phéi tir manh 14, cudng 14, ré va su hinh thanh phdi thir cap

sau ba lan cay chuyén phéi cua cay sdm Ngoc Linh tt boi sau 6 tuan nudi ciy

Mid Tznlg gaEm S6 phoi Trong luong tuoi (g)
(%) (phoi/maw) 1301 Lan2 Lin 3
BC 100 41,7 2,02 2,09 2.14b
Manh 14 100 42,08 2 992 2 828 2728
C“I‘;ng 100 35,02 2,04b 2.21b 2.14P
R3 100 25,3P 1.25¢ 1.25¢ 1.37¢

*Cac ky tw (a, b, ...) khdc nhau dat cing mét cét biéu thj sw khac biét c6 y nghia thong
ké o p < 0,05 (trong phép thzx Duncan).

Phéi cua cay tir boi duoc nudi cay trén moi trudng moi truong MS b sung 0,5
mg/L NAA + 0,7 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L TDZ 1a méi trudng tét nhat cho su hinh
thanh phai thir cap (Hinh 3.31). Sau 3 lan cay chuyén ching tdi ghi nhan trong luong
tuoi ctia phoi sau mdi lan cay chuyén, cu thé nhu sau, 1an cdy chuyén 1 trong luong
tuoi cua phoi tuong tmg nhu sau: cua manh 1a (2,99 g), cudng (2,04 g), ré (1,25 g);
ciy chuyén lan 2 trong luong tuoi twong tng: 14 (2,82 g), cubng (2,21 g), 1& (1,25 g);
ciy chuyén lan 3 trong luong tuoi twong tmg: 14 (2,72 g), cudng (2,14 g), ré (1,37 g)
(Bang 3.10, Hinh 3.31). Vay, sau 3 1an cdy chuyén, phoi van duy tri sy hinh thanh
phdi thir cap tot va chua ¢ biéu hién giam. Do d6, ¢ thé thdy rang sy hinh thanh

phdi thir cp tir phoi cdy tir boi c6 su sinh truong khd manh va 6n dinh nhat dinh.

Ph6i soma thir cap c6 thé tang truéng va duy tri kha ning tao phdi qua mot sé
lan cay chuyén nhat dinh dé thu duoc s6 lugng phdi 16n [42]. Trong nghién ctu nay,
thong qua con duong tao phoi thu cap cac phdi co ngudn gdc tir cay ti boi ¢o sy sinh
truong tot. Hon nita, con dudng phat sinh phdi nay 1a dac trung cho hé s6 nhan giong

cao, kha nang 1ap lai, doc 1ap véi ngudn mau ban dau véi mae do ddng nhét cao [42].

Ngoai ra, & nhiéu loai, kha nang tao phoi trong méi trudng nudi cay in vitro
suy giam theo thoi gian do qué trinh 140 hoa va cay chuyén nhiéu lan. Tao phdi thi
cap 1a cach dé khoi phuc tiém ning phat sinh phéi ctia cac dbi twong cay tréng tiém
nang va 1a phuong phap quan trong dé duy tri giéng lau dai [42]. Tuwong ty, véi nghién

ctru ndy, viéc cay chuyén phéi 3 lan thong qua con dudng tao phéi tha cp, ching toi
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cling da ghi nhan tiém ning tao phoi van duoc duy tri, phdi cd ngudn gbc tir manh 14,
cubng 14 va ré cua cdy tir boi déu cd kha ning tao phdi thir cip tot va chua co dau
hiéu sut giam dén lan cdy chuyén tht 3 (Bang 3.10).

Hinh 3.31. S tei sinh phoi ctia cdy sam Ngoc Linh tr boi tur cac nguén vat liéu
khac nhau. A, B, C: Phoi phat sinh tir manh 14, cuéng 14, r& (Thudce 1 cm). D, E, F,
G: Su tai sinh SSE tir cac dang phoi cua cay tir boi (Thude 1 mm). H, I, K: Hinh
thai giai phiu sy phét sinh SE tir cac mau cdy cudng 1a, manh 14 va ré ctia cdy sim

Ngoc Linh tr boi. (Thude 1 mm).
3.4.3. Tinh én dinh cia cay sam Ngec Linh ti bgi

Bdng 3.11. Su sinh trudng cua cay tir boi tir phéi tir boi sau 1an cdy chuyén tht 3 sau
24 tuan nudi cay

Chidu Puong  Chieu oy cpisy PUONO pg

kinh dai N , -1 kinh

rong la daila han ra lugng

(cm) (cm) than re tuoi (g)
(cm)

MAau  cao cay

cudng la cudng la
(cm) uéng ong

(cm) (cm)

bC 7,320 0,63° 3,15° 3,10 580° 0,46° 1,21°

C?éitu 11,102 0,922 5,06% 4,90* 7,10®  0,85% 4,912

*Cac ky tw (a, b, ...) khdc nhau dat cing mét cét biéu thi sw khac biét c6 y nghia thong
ké ¢ p < 0,05 (trong phép thzx Duncan).
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Két qua cho thay, cac cay da boi cho thay c6 su sinh trugng tét va khac biét ro
rét so véi dbi chirng sau 6 thang nudi cdy (Bang 3.11, Hinh 3.32). Cay tir boi c6 chiéu
cao vuot troi (11,10 cm) so véi ddi ching (7,32 cm). Bén cach do, duong kinh cudng
14 (0,92 cm), chiéu dai cudng 14 (5,06 cm), chiéu rong 14 (4,90 cm) ciing c6 kich thudc
I6n hon so véi cdy dbi chitng nhi boi twong tng 1a duong kinh cuéng 14 (0,63 cm),
chiéu dai cudng 14 (3,15 cm), chiéu rong 14 (3,10 cm). Khi xét dén sy tich lily sinh
khéi ciing c6 su khac biét gitra cay tir boi va cay ddi ching nhi boi cu thé, duong kinh
ré ca (0,85 cm), trong luong twoi (4,91 g) cua cay tir bdi cao hon dang ké so véi cay
d6i chitng nhi boi trong g 1a dudng kinh ré ca (0,46 cm), trong luong tuoi (1,21 g)
(Bang 3.11, Hinh 3.32). Nhu vay, tir két qua nay, chdng toi nhan thay rang phodi ti
boi 6 nguon goc tir cac co quan khac nhau cia cay ti boi trai qua 3 1an cdy chuyén
dé nhan sinh khoi thong qua con duong hinh thanh phéi tha cap van giir duoc ngitng
dic tinh v& mit hinh thai caa cay ta boi biéu hién qua céc chi tiéu sinh trudng vuot

trdi so vai cay nhi boi.
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Hinh 3.32. Cay in vitro, s6 lugng NST va mat do luc lap trong té bao bao vé khi
khong cua cua cay sam Ngoc Linh thé ludng boi (A, B, C) va thé ti boi (D, E, F)
sau 24 tuan nudi ciy. (A, D: thuée 1 cm; B, E: thuéce 5 um; C, F: thuéc 20 pm).

Viéc phan biét cac cay ti boi véi cay ludng boi co thé duoc tién hanh tryc tiép
va gian tiép. Bén cach cac chi s6 vé hinh théi, quan sat dac diém khi khong, mat do
luc lap trong té bao bao vé khi khong, dém nhiém sac thé 1a phuong phép gian tiép
dé xac dinh muc d6 6n dinh cua ca thé da boi. Do vay, tién hanh quan sat dac diém

khi khong cua cay ti boi cho thay, khi khong ¢ cy tar boi ¢6 kich thudc I6n hon cay
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dbi chung nhi boi, ngoai ra mat do luc lap cua té bao bao vé khi khong cua cay ta boi
day dic hon cay d6i chitng (Hinh 3.32C, F). Hon nita, trong thi nghiém nay, quan sat
NST duéi kinh hién vi té bao ré cua cay tir boi sam Ngoc Linh sau lan cay chuyén
thar 3 cho thay c6 cling bo NST so véi cay tir boi dd duge xac dinh trude do, bo nhidm
sic thé gap d6i bo ludng boi (Hinh 3.32 B, E). Biéu nay minh chtng, cay ta boi tai
sinh tir cac co quan khac nhau ctia cay tir boi thu duoc sau lan cay chuyén thir 3 da
git duoc tinh 6n dinh bo NST cua cay tir boi (2n=4x=48).
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KET LUAN VA KIEN NGHI
Két luan

Ngi dung 1: Téi wu hod nguén vit ligu phat sinh phdi tir cdy sam Ngec Linh
in vitro

Trong ba ngudn vat liéu cubng 14, manh 14 va ré; sy phat sinh phdi tét nhat
dugc ghi nhan dbi véi mau cdy manh 14 trén moi trudng MS bo sung 0,5 mg/L NAA
va 0,5 mg/L 2,4-D.

Déi véi vat liéu tir ba dang ph6i: phdi hinh cau, phdi hinh tim va phdi ¢ 14
mam cho hiéu qua phat sinh phoi thir cdp cao nhat 1a phdi hinh cau duoc nudi cay
trén moi trudng MS bd sung 0,5 mg/L NAA + 0,7 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L TDZ.

N@i dung 2: Xir 1y da bdi trén mau phoi hinh cau

Ph6i hinh cau cho su phét sinh phoi bién di & tat ca cac ndng d6 va thoi gian
thi nghiém.

Thoi gian xir Iy mau cang dai két hop véi nong do cao thi kha nang cho sb
luong phoi bién di cang 16n. Sé phéi bién di hinh thanh cao nhat khi xir ly colchicine
Vvéi nong do 0,5% - 0,7% trong 48 gio va 0,7% trong 72 gio.

Xur ly vai oryzalin cho ti 18 mau séng thap va cac phdi thir cdp hinh thanh céc
kiéu bién di khéc biét voi phoi d6i ching, xur 1y da boi voi oryzaline khong hiéu qua
bang xir Iy vai colchicine.

Ngi dung 3: Xdc dinh mirc dé da béi ciia cdy con sdm Ngec Linh

Déi vai xu ly colchicine, viéc tang thoi gian xir ly va nong do colchicine lam
giam ty 18 sbng ctia mau ciy va sb luong phéi thir cAp nhung lam tang ty & hinh thanh
phdi tht cap bién di. Két qua xac dinh mic d6 da boi cho thay nong do6 colchicine
0,5% trong 48 gio cho ty 1€ tir boi cao (25,92%).

Két qua ciling cho thay cay ti bdi (4n = 4x = 48) c6 kich thudc khi khong 16n,
mat do khi khong thap, mat do luc lap trong té bao bao vé khi khong day, sinh truéng

t6t hon so vai cay ludng boi (2n = 24).
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Ngi dung 4: Pdnh gid sw phéat sinh hinh thai va én dinh di truyén cia cay
ti# b

Cay sam Ngoc Linh tir boi ¢6 s sinh truéng cao hon dang ké so véi cay ludng
boi sau 24 tuan sinh trudong.

Céc co quan cua cay t boi bao gom manh 14, cudng 14, ré c6 su tai sinh phoi
t6t trén moi truong phat sinh phéi thich hop.

Phoi ¢6 ngudn gdc tir cay ti boi ¢6 su tai sinh on dinh qua ba lan cdy chuyén
d6ng thoi cac cay sinh truong tir phoi tir boi van mang tinh chat dic trung ca cay tu

boi.
Kién nghi

Nghién ctru nay duoc thuc hién trong pham vi va gigi han nhat dinh. Do vay,
mét s ndi dung can duoc nghién ctu can duoc nghién cau va lam ro:

Tiép tuc tién hanh xt ly tao da boi v&i cac ndng do colchicine va oryzalin khac
nhau hoic véi chat chong phan bao khac dé t6i wu hoa ti Ié cam tng cay da boi.

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

Tiép tuc thuc hién cac nghién ctru danh gia su 6n dinh cua cac thé t boi qua
cac doi cay con.

Paénh gia sy sinh truang va phat trién caa cay sam Ngoc linh tir boi trong diéu
Kién vuon wom.

Pénh gia vé thanh phan ciing nhu su tich lity hop chat thir cip dac biét 1a hop
chat saponin trong ciy da boi. Pong thoi cac nguon vat lidu tir cay da boi tiép tuc lam
nguyeén liéu dé thuc hién cac nghién ciu vé cam tng phdi, thu sinh khoi va vat liéu

dé san xuat hop chat thir cap trén quy mé cong nghiép.
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PHU LUC

Bang 3.1. Két qua phan tich thong ké anh huong cua 2,4-D va TDZ 1én sy phét sinh
hinh thai tr manh 14, cuong la va ré sdm Ngoc Linh.

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 57956,857 20 2897,843
tyleseo Within Groups 0,000 42 0,000
Total 57956,857 62
Between Groups 62435,746 20 3121,787 1008,577 ,000
tylephoi Within Groups 130,000 42 3,095
Total 62565,746 62
Between Groups 11197,333 20 559,867 233,587 ,000
sophoi Within Groups 100,667 42 2,397
Total 11298,000 62
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Bdng 3.2. !(ét qua phan tich théng ké anh huong cua 2,4-D va TDZ Ién su phéat sinh
phoi thir cap tir cac dang phéi cua sam Ngoc Linh

ANOVA
SS;J;;‘; df Mean Square F Sig.
Between 70937,270 20 3546,863 10640,590 000
Groups
tyleseo Within Groups 14,000 42 333
Total 70951,270 62
Between 43309,270 20 2165,463 9094,947 ,000
Groups
tylephoi Within Groups 10,000 42 238
Total 43319,270 62
Between 21795,651 20 1089,783 243,462 ,000
Groups
sophoi Within Groups 188,000 42 4,476
Total 21983,651 62
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TY LE CAM UNG MO SEO

Duncan

Subset for alpha = 0.05
NT N 1 2 3
1 3 3,3333
15 3 3,6667
8 3 5,3333
2 100,0000
3 100,0000
4 3 100,0000
5 3 100,0000
6 3 100,0000
7 3 100,0000
9 3 100,0000
10 3 100,0000
11 3 100,0000
12 3 100,0000
13 3 100,0000
14 3 100,0000
16 3 100,0000
17 3 100,0000
18 3 100,0000
19 3 100,0000
20 3 100,0000
21 3 100,0000
Sig. ,483 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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TY LE CAM UNG PHOI

Duncan

Subset for alpha = 0.05
NT N 1 2 3 4
15 3 13,6667
8 3 25,3333
1 3 38,6667
2 3 100,0000
3 3 100,0000
4 3 100,0000
5 3 100,0000
6 3 100,0000
7 3 100,0000
9 3 100,0000
10 3 100,0000
11 3 100,0000
12 3 100,0000
13 3 100,0000
14 3 100,0000
16 3 100,0000
17 3 100,0000
18 3 100,0000
19 3 100,0000
20 3 100,0000
21 3 100,0000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.




142

"000'€ = 9zIS a|dwes ues|A J1UoW.IeH Sasn ‘e

‘pake|dsip aJe s)asgns snoauabowoy ul sdnoib 1oy suea|p

80T

£€EE89
£999'G9
£eee's9

000'T

000009

Gy’

€eeevs
0000°€S

v.0'

£999'8y
geee'Ly
geee'sy

80T

geee'sy
L999'¢Y
geeeey

0eT’

eeeeey
£999'6€

80T

£999'6€
19998
19999

80T

1999'8¢
£999°9¢
1999°GE

esT

£999°9¢
1999°GE
00007

1414

0000v€
0000°2€

1414

0000°C€
0000°0€

gLy

geee'y
geee'e
0000°¢

M MO M MO MO O MO MO M MO MO 6O 6O 6O 6O O OO O 6O O o™

BIs
9
€

T
12
01
02
€1
LT
v
L
81
g
4
11
6T
6
Z
91
T
qT
8

)

1

0]

L

9

T

G0'0 = eydie Joj 19sans

z

1IN

HNYH.L HNIH dVO QHL IOHd OS

ueaunq




143

Bang 3.3. Két qua phan tich théng ké anh huéng cua cua 2,4-D va TDZ 1én sy phéat

sinh phéi thtr cap tir mau phéi hinh cau cua sam Ngoc Linh

TY LE CAM UNG MO SEO

Duncan

Subset for alpha = 0.05
NT N 1 2
1 3 3,3333
2 3 100,0000
3 3 100,0000
4 3 100,0000
5 3 100,0000
6 3 100,0000
7 3 100,0000
8 3 100,0000
Sig. 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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TY LE CAM UNG PHOI

Duncan

Subset for alpha = 0.05
NT N 1 2
1 3 39,6667
2 3 100,0000
3 3 100,0000
4 3 100,0000
5 3 100,0000
6 3 100,0000
7 3 100,0000
8 3 100,0000
Sig. 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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SO PHOI THU CAP HiNH THANH

NT

Subset for alpha = 0.05

Sig.

4,6667

1,000

51,3333

55,6667

63,0000

67,0000

,053 ,072

67,0000

69,0000

69,3333

,302

69,0000

69,3333

73,3333

,064

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Bang 3.4. Két qua phan tich thong ké anh huong caa colchicine I&n sy phét sinh
phdi thir cap dot bién

Descriptives
TI LE SONG CUA MAU

N Mean Std. Std. 95% Confidence Interval for | Minimum | Maximum
Deviation Error Mean
Lower Upper Bound
Bound
1.00 3(100.0000 .00000| .00000 100.0000 100.0000 100.00 100.00
2.00 3| 92.5556 96225 .55556 90.1652 94.9459 92.00 93.67
3.00 3| 89.0000 1.15470| .66667 86.1316 91.8684 87.67 89.67
4.00 3| 86.1111 J19245( 11111 85.6330 86.5892 86.00 86.33
5.00 3| 88.4444 19245( 11111 87.9664 88.9225 88.33 88.67
6.00 3| 82.1111 .69389( .40062 80.3874 83.8348 81.33 82.67
7.00 3| 90.3333 33333 .19245 89.5053 91.1614 90.00 90.67
8.00 3| 83.4444 1.83586 | 1.05993 78.8839 88.0050 81.67 85.33
9.00 3| 80.1111 1.50308| .86781 76.3772 83.8450 78.67 81.67
10.00 3| 75.2222 J19245( 11111 74.7441 75.7003 75.00 75.33
11.00 3| 72.3333 33333 .19245 71.5053 73.1614 72.00 72.67
12.00 3| 70.3333 1.15470| .66667 67.4649 73.2018 69.00 71.00
13.00 3| 57.7778 J19245( 11111 57.2997 58.2559 57.67 58.00
14.00 3| 62.4444 1.01835| .58794 59.9147 64.9742 61.33 63.33
15.00 3| 52.0000 .00000 | .00000 52.0000 52.0000 52.00 52.00
16.00 3| 43.2222 76980 | .44444 41.3099 45.1345 42.33 43.67
17.00 3| 65.0000 4.09607 | 2.36487 54.8248 75.1752 62.00 69.67
18.00 3| 50.4444 J19245( 11111 49.9664 50.9225 50.33 50.67
19.00 3| 30.4444 J19245( 11111 29.9664 30.9225 30.33 30.67
20.00 3| 32.3333 .00000 | .00000 32.3333 32.3333 32.33 32.33
21.00 3| 22.1111 19245( 11111 21.6330 22.5892 22.00 22.33
Total 63| 67.8942 22.11017 | 2.78562 62.3258 73.4626 22.00 100.00
ANOVA
Ti LE SONG CUA MAU
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 30252.109 20 1512.605| 1110.942 .000
Within Groups 57.185 42 1.362
Total 30309.295 62
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Ti LE PHOI DOT BIEN
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Ti LE PHOI BOT BIEN
Descriptives

N Mean Std. Std. 95% Confidence Interval for | Minimum | Maximum
Deviation Error Mean
Lower Upper Bound
Bound
1.00 3 .0000 .00000( .00000 .0000 .0000 .00 .00
2.00 3| 4.8594 .08965( .05176 4.6367 5.0821 4.76 4.94
3.00 3| 11.1633 .09035( .05216 10.9388 11.3877 11.11 11.27
4.00 3| 12.5145 52189 | .30131 11.2180 13.8109 12.00 13.04
5.00 3| 23.5839 1.38969| .80234 20.1317 27.0361 22.22 25.00
6.00 3 20.3760 1.26007 | .72750 17.2459 23.5062 19.15 21.67
7.00 3| 11.3011 16771 .09683 10.8845 11.7177 11.11 11.43
8.00 3| 17.2074 97676 .56393 14.7810 19.6338 16.13 18.03
9.00 3| 20.2513 3.58444  2.06948 11.3471 29.1555 18.18 24.39
10.00 3| 19.5912 1.34960| .77919 16.2386 22.9438 18.03 20.37
11.00 3| 23.5584 2.77583| 1.60263 16.6628 30.4539 20.59 26.09
12.00 3| 16.5738 3.07990( 1.77818 8.9229 24.2247 14.04 20.00
13.00 3| 29.5862 1.34622| .77724 26.2420 32.9304 28.26 30.95
14.00 3| 21.6346 3.02313| 1.74541 14.1247 29.1444 19.15 25.00
15.00 3| 29.4917 2.32020 1.33957 23.7280 35.2554 27.59 32.08
16.00 3| 33.8113 5.91890| 3.41728 19.1079 48.5146 29.41 40.54
17.00 3| 18.9604 1.61233| .93088 14.9552 22.9657 17.19 20.34
18.00 3[ 21.9780 1.71654| .99104 17.7139 26.2421 20.00 23.08
19.00 3| 31.1111 2.39677| 1.38378 25.1572 37.0650 28.57 33.33
20.00 3| 42.3024 3.17278| 1.83180 34.4208 50.1841 38.89 45.16
21.00 3| 46.4347 3.26528 1.88521 38.3233 54.5461 43.59 50.00
Total 63| 21.7281 11.22025| 1.41362 18.9023 24.5539 .00 50.00
ANOVA
Ti LE PHOI BOT BIEN
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 7565.347 20 378.267 66.176 .000
Within Groups 240.076 42 5.716
Total 7805.423 62
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TI LE PHOI BOT BIEN

NT

N

Subset for alpha = 0.05

5 6 7

10

11

1.00
2.00
3.00
7.00
4.00
12.00
8.00
17.00
10.00
9.00
6.00
14.00
18.00
11.00
5.00
15.00
13.00
19.00
16.00
20.00
21.00
Sig.

W W W W W W W w wWwwwwwwwwwwwww

.0000

1.000

4.8594

1.000

11.1633
11.3011
12.5145

.520

16.5738
17.2074
18.9604
19.5912
20.2513
20.3760

.094

17.2074
18.9604 | 18.9604
19.5912 [ 19.5912 | 19.5912
20.251320.2513 | 20.2513
20.3760 ] 20.3760 | 20.3760
21.6346121.6346 | 21.6346
21.9780(21.9780
23.5584
23.5839

.051 .184 .082

29.4917
29.5862
31.1111

441

31.1111
33.8113

174

42.3024

1.000

46.4347
1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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SO PHOI BOT BIEN

NT

Subset for alpha = 0.05

5

6

10

1.00
2.00
7.00
3.00
5.00
8.00
18.00
4.00
12.00
9.00
11.00
14.00
6.00
19.00
10.00
17.00
13.00
20.00
16.00
15.00
21.00
Sig.

W W W W W W W W W W W W W W wWw w w w w w w

.0000

1.000

1.3333
1.5556

493

2.6667
2.6667
2.6667
2.7778
3.0000
3.0000
3.1111
3.2222

147

2.7778
3.0000
3.0000
3.1111
3.2222
3.4444

.074

3.0000
3.0000
3.1111
3.2222
3.4444
3.5556
3.5556

142

3.1111
3.2222
3.4444
3.5556
3.5556
3.7778

.074

3.2222
3.4444
3.5556
3.5556
3.7778
3.8889

074

3.5556
3.5556
3.7778
3.8889
4.2222

.070

4.8889
5.1111
5.4444

110

5.1111
5.4444
5.6667

110

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Bang 3.5. Két qua phan tich théng ké anh huong cua oryzalin 1&n sy phét sinh phoi
thi cap

TI LE SONG CUA MAU

Duncan
NT N Subset for alpha = 0.05
1 2 3 4 5 6 7 8 9
20.00 3| 13.3333
21.00 3| 13.3333
19.00 3| 20.0000| 20.0000
18.00 3| 26.6667| 26.6667 | 26.6667
16.00 3| 33.3333| 33.3333|33.333333.3333
11.00 3 40.0000 | 40.0000 | 40.0000 | 40.0000
17.00 3 40.0000 | 40.0000 | 40.0000 | 40.0000
4.00 3 46.6667 | 46.6667 | 46.6667 | 46.6667
5.00 3 46.6667 | 46.6667 | 46.6667 | 46.6667
6.00 3 46.6667 | 46.6667 | 46.6667 | 46.6667
9.00 3 46.6667 | 46.6667 | 46.6667 | 46.6667
10.00 3 46.6667 | 46.6667 | 46.6667 | 46.6667
8.00 3 53.3333|53.3333 53.3333| 53.3333
13.00 3 53.3333|53.3333 53.3333| 53.3333
15.00 3 53.3333|53.3333 53.3333| 53.3333
12.00 3 60.0000 | 60.0000 | 60.0000 [ 60.0000
14.00 3 60.0000 | 60.0000 | 60.0000 [ 60.0000
3.00 3 66.6667 | 66.6667 | 66.6667
7.00 3 73.3333|73.3333
2.00 3 80.0000
1.00 3 100.0000
Sig. .057 .057 .070 074 .075 074 .065 .057 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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SO PHOI THU CAP

Duncan
NT Subset for alpha = 0.05
1 2 3 4 5 6
19.00 3 7.6667
20.00 3 7.6667
18.00 3 8.0000
21.00 3 8.0000
16.00 3 8.3333
15.00 3 9.6667 9.6667
14.00 3 10.0000| 10.0000 10.0000
6.00 3 11.0000| 11.0000 11.0000 11.0000
17.00 3 11.3333| 11.3333 11.3333 11.3333
11.00 3 12.0000| 12.0000 12.0000 12.0000
5.00 3 13.0000 13.0000 13.0000
9.00 3 13.6667 13.6667 13.6667 | 13.6667
10.00 3 13.6667 13.6667 13.6667 | 13.6667
8.00 3 14.0000 14.0000 14.0000 | 14.0000
4.00 3 14.3333 14.3333| 14.3333
3.00 3 14.6667 | 14.6667
7.00 3 14.6667 | 14.6667
13.00 3 15.0000| 15.0000
2.00 3 17.6667
12.00 3 17.6667
1.00 3 24.0000
Sig. .065 .063 .063 .090 .086 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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SO PHOI THU CAP BOT BIEN

Duncan
NT N Subset for alpha = 0.05

1 2
1.00 3 .0000
2.00 3 1.3333
3.00 3 2.3333 2.3333
4.00 3 2.3333 2.3333
7.00 3 2.3333 2.3333
17.00 3 2.6667
18.00 3 2.6667
5.00 3 3.0000
8.00 3 3.0000
12.00 3 3.0000
14.00 3 3.0000
16.00 3 3.0000
6.00 3 3.3333
10.00 3 3.3333
13.00 3 3.3333
15.00 3 3.3333
19.00 3 3.3333
20.00 3 3.3333
9.00 3 3.6667
11.00 3 3.6667
21.00 3 3.6667
Sig. 1.000 112 .058

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Bang 3.6. Két qua phan tich théng ké su sinh truong caa cay tir cac phoi tha cap

phat sinh tir phdi duogc xtr ly colchicine

TI LE PHAT SINH CAY DOT BIEN

Duncan
NT N Subset for alpha = 0.05

1 2 3 4 5 6 7 8
1.00 3 .0000
2.00 3| 7.9633 7.9633
7.00 3 15.7133 15.7133
3.00 3 16.0300 16.0300
4.00 3 16.7400 16.7400
12.00 3 17.4267 17.4267| 17.4267
8.00 3 21.6600 21.6600| 21.6600| 21.6600
13.00 3 22.7733| 22.7733| 22.7733
5.00 3 23.6800| 23.6800( 23.6800 | 23.6800
17.00 3 24.2167| 24.2167 | 24.2167 | 24.2167
10.00 3 25.1000| 25.1000( 25.1000 | 25.1000
9.00 3 28.7867 | 28.7867| 28.7867|28.7867| 28.7867
14.00 3 31.3033( 31.3033( 31.3033( 31.3033| 31.3033
6.00 3 31.4800( 31.4800( 31.4800( 31.4800| 31.4800
11.00 3 31.5867 ( 31.5867 | 31.5867 | 31.5867| 31.5867
18.00 3 33.1333] 33.1333| 33.1333| 33.1333
15.00 3 35.9533| 35.9533| 35.9533| 35.9533
16.00 3 38.2567 | 38.2567| 38.2567
19.00 3 42,5900 42.5900
20.00 3 43.4900
21.00 3 45.7667
Sig. .205 .057 .080 .058 .057 .051 .061 .051

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Descriptives

CHIEUCAO

N Mean Std. Std. 95% Confidence Interval for | Minimum | Maximum

Deviation Error Mean
Lower Upper Bound
Bound
1.00 3| 2.1000 .18028 | .10408 1.6522 2.5478 1.90 2.25
2.00 3| 3.2167 25658 .14814 2.5793 3.8540 3.00 3.50
3.00 3| 2.8000 .05000| .02887 2.6758 2.9242 2.75 2.85
4.00 3| 3.1500 .08660( .05000 2.9349 3.3651 3.10 3.25
5.00 3| 3.7667 25166 .14530 3.1415 4.3918 3.50 4.00
6.00 3| 5.3867 24826 | .14333 4.7700 6.0034 5.10 5.53
7.00 3| 4.5500 .32787( .18930 3.7355 5.3645 4.20 4.85
8.00 3| 5.1833 12583 | .07265 4.8708 5.4959 5.05 5.30
9.00 3| 4.4500 .32787| .18930 3.6355 5.2645 4.10 4.75
10.00 3| 6.2933 19858 .11465 5.8000 6.7866 6.12 6.51
11.00 3| 6.1567 .63579( .36708 45773 7.7361 5.54 6.81
12.00 3| 5.6567 1.14146| .65902 2.8211 8.4922 4.55 6.83
13.00 3| 5.6467 .09504 | .05487 5.4106 5.8828 5.55 5.74
14.00 3| 7.2933 .65501| .37817 5.6662 8.9205 6.64 7.95
15.00 3| 6.6067 .35233| .20342 5.7314 7.4819 6.20 6.82
16.00 3| 5.3733 48180| .27817 4.1765 6.5702 4.82 5.70
17.00 3| 6.0433 15631 .09025 5.6550 6.4316 5.90 6.21
18.00 3| 5.8033 77054 | .44487 3.8892 7.7175 4.97 6.49
19.00 3| 5.6033 54040 .31200 4.2609 6.9458 4.98 5.94
20.00 3| 4.5833 40154 .23183 3.5859 5.5808 4.12 4.83
21.00 3| 5.1767 .26633| .15377 45151 5.8383 4.95 5.47
Total 63| 4.9924 1.37316] .17300 4.6466 5.3382 1.90 7.95
ANOVA
CHIEUCAO
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 108.611 20 5.431 27.497 .000
Within Groups 8.295 42 197
Total 116.906 62
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Duncan
NT N Subset for alpha = 0.05
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1.00 3(2.1000
3.00 3(2.8000 | 2.8000
4.00 3 3.1500 | 3.1500
2.00 3 3.2167 | 3.2167
5.00 3 3.7667 ] 3.7667
9.00 3 4.4500 | 4.4500
7.00 3 4.5500
20001 3 4.5833]4.5833
21.00] 3 5.1767]5.1767|5.1767
8.00 3 5.1833(5.1833|5.1833
16.00] 3 5.3733]5.3733|5.3733
6.00 3 5.3867|5.3867 | 5.3867
19.001 3 5.6033 | 5.6033 | 5.6033
13.00] 3 5.6467 | 5.6467 | 5.6467
12.00] 3 5.6567 | 5.6567 | 5.6567
18.00] 3 5.8033|5.8033|5.8033 | 5.8033
17.00] 3 6.0433]6.0433| 6.0433
11.00] 3 6.1567 | 6.1567 | 6.1567
10.00 6.2933] 6.2933
15.00 6.6067 | 6.6067
14.00 7.2933
Sig. .060| .286| .115] .067] .077] .053] .147] .070] .106 .053 .065

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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DUONG KiNH CUONG LA
Descriptives

DUONGKINH

N Mean Std. Std. 95% Confidence Interval for | Minimum | Maximum

Deviation Error Mean
Lower Upper Bound
Bound
1.00 3 4233 .02517( .01453 .3608 4858 40 45
2.00 3 5467 .05033| .02906 4216 6717 .50 .60
3.00 3 .5033 .05033| .02906 .3783 .6284 45 .55
4.00 3 .6733 04726 .02728 .5559 .7907 .62 71
5.00 3 .6333 09292 .05364 4025 .8641 .53 71
6.00 3 .6200 .07550 | .04359 4325 .8075 .55 .70
7.00 3 .5833 .03055( .01764 5074 .6592 .55 .61
8.00 3 5933 .06028 | .03480 4436 7431 .53 .65
9.00 3 .6767 .02082| .01202 .6250 7284 .66 .70
10.00 3 .7000 .02646( .01528 .6343 .7657 .67 72
11.00 3 .7667 .08505( .04910 .5554 9779 .67 .83
12.00 3 .6233 .07024| .04055 4489 .7978 .55 .69
13.00 3 .6300 .02646( .01528 .5643 .6957 .60 .65
14.00 3 .6800 .07550| .04359 4925 .8675 .61 .76
15.00 3 .8733 10599 | .06119 .6100 1.1366 .76 97
16.00 3 5233 .09074| .05239 2979 7487 42 59
17.00 3 .9067 .06658 | .03844 7413 1.0721 .85 .98
18.00 3 .7867 .09504 | .05487 .5506 1.0228 .69 .88
19.00 3 7767 15144 .08743 .4005 1.1529 .67 .95
20.00 3 .6400 13892 | .08021 .2949 .9851 .55 .80
21.00 3 .8767 .08083| .04667 .6759 1.0775 .79 .95
Total 63 .6684 14053 | .01771 .6330 .7038 40 .98
ANOVA
DUONGKINH
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups .968 20 .048 7.926 .000
Within Groups .256 42 .006
Total 1.224 62
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PUONG KiNH CUONG LA

Duncan
NT N Subset for alpha = 0.05

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1.00 3 4233
3.00 3 5033 .5033
16.00 3 5233 5233 5233
2.00 3 5467 .5467 5467 5467
7.00 3 .5833 .5833 .5833| .5833
8.00 3 .5933 5933 5933 | .5933
6.00 3 .6200 .6200 .6200| .6200 .6200
12.00 3 .6233 .6233 .6233| .6233 .6233
13.00 3 .6300 .6300 .6300| .6300 .6300| .6300
5.00 3 .6333 .6333 .6333| .6333 .6333| .6333
20.00 3 .6400 .6400 .6400| .6400 .6400| .6400| .6400
4.00 3 .6733 6733 .6733 .6733| .6733| .6733
9.00 3 6767 | .6767 6767 .6767| .6767
14.00 3 .6800| .6800 .6800| .6800| .6800
10.00 3 .7000 .7000| .7000| .7000
11.00 3 7667 .7667| .7667| .7667
19.00 3 J767| 7767 .7767
18.00 3 .7867| .7867
15.00 3 .8733
21.00 3 8767
17.00 3 .9067
Sig. .083 .076 .052 .085 132 .057 .055| .053 .059

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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CHIEU RONG LA

Descriptives

N Mean Std. Std. 95% Confidence Interval for | Minimum | Maximum
Deviation Error Mean
Lower Upper Bound
Bound
1.00 3| 1.1133 .11015( .06360 .8397 1.3870 1.00 1.22
2.00 3| 1.3033 .06429| .03712 1.1436 1.4630 1.23 1.35
3.00 3| 1.1633 .15275| .08819 .7839 1.5428 1.03 1.33
4.00 3| 1.3167 .02887| .01667 1.2450 1.3884 1.30 1.35
5.00 3| 1.5767 .11547| .06667 1.2898 1.8635 151 1.71
6.00 3| 1.5233 .02517| .01453 1.4608 1.5858 1.50 1.55
7.00 3| 1.6767 11547 | .06667 1.3898 1.9635 1.61 1.81
8.00 3| 2.1433 .11547| .06667 1.8565 2.4302 2.01 2.21
9.00 3| 1.5667 .07638 | .04410 1.3769 1.7564 1.50 1.65
10.00 3| 1.6833 .07638| .04410 1.4936 1.8731 1.60 1.75
11.00 3| 2.1333 .05774( .03333 1.9899 2.2768 2.10 2.20
12.00 3| 1.4833 .05774| .03333 1.3399 1.6268 1.45 1.55
13.00 3 1.6200 .20000| .11547 1.1232 2.1168 1.42 1.82
14.00 3| 1.4333 .05774( .03333 1.2899 1.5768 1.40 1.50
15.00 3| 1.6000 .10000| .05774 1.3516 1.8484 1.50 1.70
16.00 3| 1.0667 .05774| .03333 .9232 1.2101 1.00 1.10
17.00 3| 1.2333 .05774( .03333 1.0899 1.3768 1.20 1.30
18.00 3| 1.4500 13229 .07638 1.1214 1.7786 1.30 1.55
19.00 3| 1.5867 .20133| .11624 1.0865 2.0868 1.40 1.80
20.00 3| 2.1567 .10066| .05812 1.9066 2.4067 2.05 2.25
21.00 3| 2.2500 .10000| .05774 2.0016 2.4984 2.15 2.35
Total 63| 1.5752 .35175| .04432 1.4867 1.6638 1.00 2.35
ANOVA
CHIEURONGLA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 7.196 20 .360 31.805 .000
Within Groups 475 42 011
Total 7.671 62
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CHIEU RONG LA
Duncan

NT N Subset for alpha = 0.05

1 2 3 4 5 6 7

16.00
1.00
3.00
17.00
2.00
4.00
14.00
18.00
12.00
6.00
9.00
5.00
19.00
15.00
13.00
7.00
10.00
11.00
8.00

1.0667
1.1133 1.1133
1.1633 1.1633 1.1633
1.2333 1.2333 1.2333
1.3033 1.3033| 1.3033
1.3167 | 1.3167
1.4333 1.4333
1.4500 1.4500
1.4833 1.4833 1.4833
1.5233 1.5233
1.5667 1.5667
1.5767 1.5767
1.5867 1.5867
1.6000 1.6000
1.6200 1.6200
1.6767
1.6833
2.1333
2.1433
20.00 2.1567
21.00 2.2500
Sig. .086 .050 114 .070 .073 .055 .229

W W W W W W W W W W W W W W W w w w w w w

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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CHIEU DAI LA
Descriptives

CHIEUDAILA

N Mean Std. Std. 95% Confidence Interval for | Minimum | Maximum

Deviation Error Mean
Lower Upper Bound
Bound
1.00 3| 4.0733 .06429| .03712 3.9136 4.2330 4.00 412
2.00 3| 4.0667 17559 .10138 3.6305 4.5029 3.90 4.25
3.00 3| 5.1667 .06429| .03712 5.0070 5.3264 5.12 5.24
4.00 3| 3.3833 .02887 | .01667 3.3116 3.4550 3.35 3.40
5.00 3| 4.2500 .10000| .05774 4.0016 4.4984 4.15 4.35
6.00 3| 3.5667 .25166| .14530 2.9415 4.1918 3.30 3.80
7.00 3| 3.3033 16166 | .09333 2.9018 3.7049 3.13 3.45
8.00 3| 4.4667 35119 | .20276 3.5943 5.3391 4.10 4.80
9.00 3| 4.2500 .10000| .05774 4.0016 4.4984 4.15 4.35
10.00 3| 4.3167 .30551| .17638 3.5578 5.0756 4.05 4.65
11.00 3[ 3.3500 .26458 | .15275 2.6928 4.0072 3.15 3.65
12.00 3 3.3067 .20817| .12019 2.7896 3.8238 3.14 3.54
13.00 3| 3.4067 23352 | .13482 2.8266 3.9868 3.20 3.66
14.00 3| 4.4667 .25166| .14530 3.8415 5.0918 4.20 4.70
15.00 3| 4.6167 .32146| .18559 3.8181 5.4152 4.25 4.85
16.00 3| 5.3833 .25166| .14530 4.7582 6.0085 5.15 5.65
17.00 3| 2.6200 .20000| .11547 2.1232 3.1168 2.42 2.82
18.00 3| 3.2400 .20075| .11590 2.7413 3.7387 3.10 3.47
19.00 3| 4.3833 .10408| .06009 4.1248 4.6419 4.30 4.50
20.00 3| 5.2833 .05774| .03333 5.1399 5.4268 5.25 5.35
21.00 3| 5.5533 15275 .08819 5.1739 5.9328 5.42 5.72
Total 63| 4.1168 .81193] .10229 3.9123 4.3213 2.42 5.72
ANOVA
CHIEUDAILA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 39.109 20 1.955 46.573 .000
Within Groups 1.763 42 .042
Total 40.873 62
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CHIEU DAI LA

NT

Subset for al

pha = 0.05

3

4

17.00
18.00
7.00
12.00
11.00
4.00
13.00
6.00
2.00
1.00
5.00
9.00
10.00
19.00
14.00
8.00
15.00
3.00
20.00
16.00
21.00
Sig.

W W W W W W W W W W W W W W W w w ww ww

2.6200

1.000

3.2400
3.3033
3.3067
3.3500
3.3833
3.4067
3.5667

.097

4.0667
4.0733
4.2500
4.2500
4.3167
4.3833

.103

4.2500
4.2500
4.3167
4.3833
4.4667
4.4667
4.6167

.063

5.1667
5.2833
5.3833

229

5.2833
5.3833
5.5533

135

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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163

KHOI LUONG TUOI CUA CAY

Descriptives

N Mean Std. Std. 95% Confidence Interval for | Minimum | Maximum
Deviation Error Mean
Lower Upper Bound
Bound
1.00 3 .1500 .03000| .01732 .0755 .2245 12 18
2.00 3 .3133 .05774( .03333 .1699 4568 .28 .38
3.00 3 .3900 .05000| .02887 .2658 5142 .34 A4
4.00 3 4500 .08660( .05000 .2349 .6651 40 .55
5.00 3 .5800 .00000( .00000 .5800 .5800 .58 .58
6.00 3 .8200 .10000| .05774 5716 1.0684 72 .92
7.00 3 4533 .04619| .02667 .3386 .5681 40 A48
8.00 3 .7033 .06429| .03712 5436 .8630 .63 75
9.00 3 .5400 .10000| .05774 2916 .7884 44 .64
10.00 3 .5967 .07572| .04372 4086 .7848 .51 .65
11.00 3 5667 .01528| .00882 5287 .6046 .55 .58
12.00 3 5267 .04041( .02333 4263 6271 A48 .55
13.00 3 .5633 .04619| .02667 4486 .6781 .51 .59
14.00 3 .6067 .04041( .02333 .5063 7071 .56 .63
15.00 3 7367 .03055( .01764 .6608 .8126 71 77
16.00 3 4400 .02646( .01528 .3743 .5057 41 46
17.00 3 .6133 .07638( .04410 4236 .8031 .53 .68
18.00 3 .7633 .07506 | .04333 5769 .9498 72 .85
19.00 3 .6700 .02000| .01155 .6203 7197 .65 .69
20.00 3 .5633 .02309( .01333 .5060 .6207 .55 59
21.00 3 4000 12530 .07234 .0887 7113 .28 53
Total 63 .5451 16346 .02059 .5039 .5862 12 .92
ANOVA
KHOILUONGTUOI
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1.493 20 .075 19.216 .000
Within Groups 163 42 .004
Total 1.657 62
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KHG&I LUONG TUOI CUA CAY

Duncan
NT N Subset for alpha = 0.05
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1.00 3| .1500
2.00 3 .3133
3.00 3 .3900| .3900
21.00 3 .4000| .4000
16.00 3 4400 .4400
4.00 3 4500 .4500( .4500
7.00 3 4533 | .4533| .4533
12.00 3 5267 | .5267| .5267
9.00 3 5400 | .5400]| .5400
13.00 3 5633 | .5633 5633
20.00 3 .5633| .5633 5633
11.00 3 5667 | .5667 5667
5.00 3 .5800 .5800
10.00 3 5967 5967 .5967
14.00 3 .6067 6067 | .6067
17.00 3 6133 .6133| .6133
19.00 3 .6700( .6700( .6700
8.00 3 .7033| .7033
15.00 3 7367 7367
18.00 3 .7633 .7633
6.00 3 .8200
Sig. 1.000| .115 276 .086| .051] .156 .078 .067 101 129

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Bang 3.8. két qua phan tich théng ké xéac dinh muac do da boi cia cay con sam Ngoc

Linh bat ngudn tir phdi so cap duoc xt Iy véi colchicine

Descriptives

TLTUBOI

N Mean | Std. Deviation | Std. Error | 95% Confidence Interval for | Minimum | Maximum

Mean
Lower Bound | Upper Bound

1.00 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00
2.00 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00
3.00 3| 11.1100 .00000 .00000 11.1100 11.1100 11.11 11.11
4.00 3| 14.8133 6.41436 3.70333 -1.1208 30.7475 1111 22.22
5.00 3| 18.5167 6.41436 | 3.70333 2.5825 34.4508 11.11 22.22
6.00 3| 18.5167 6.41436 | 3.70333 2.5825 34.4508 11.11 22.22
7.00 3| 14.8133 6.41436 3.70333 -1.1208 30.7475 1111 22.22
8.00 3| 18.5167 6.41436 | 3.70333 2.5825 34.4508 11.11 22.22
9.00 3| 18.5167 6.41436 | 3.70333 2.5825 34.4508 11.11 22.22
10.00 3| 18.5167 6.41436 3.70333 2.5825 34.4508 1111 22.22
11.00 3| 22.2200 11.11000| 6.41436 -5.3788 49.8188 11.11 33.33
12.00 3| 18.5167 6.41436 | 3.70333 2.5825 34.4508 11.11 22.22
13.00 3| 22.2200 .00000 .00000 22.2200 22.2200 22.22 22.22
14.00 3| 22.2200 11.11000| 6.41436 -5.3788 49.8188 11.11 33.33
15.00 3| 25.9233 6.41436 | 3.70333 9.9892 41.8575 22.22 33.33
16.00 3| 18.5167 6.41436 3.70333 2.5825 34.4508 1111 22.22
17.00 3| 11.1100 .00000 .00000 11.1100 11.1100 11.11 11.11
18.00 3 7.4067 6.41436 | 3.70333 -8.5275 23.3408 .00 11.11
19.00 3 3.7033 6.41436 ( 3.70333 -12.2308 19.6375 .00 11.11
20.00 3 3.7033 6.41436 | 3.70333 -12.2308 19.6375 .00 11.11
21.00 3 3.7033 6.41436 | 3.70333 -12.2308 19.6375 .00 11.11
Total 63| 13.9316 9.35257 1.17831 11.5762 16.2870 .00 33.33
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ANOVA
Ti LE TU BOI
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3777.414 20 188.871 4.820 .000
Within Groups 1645.761 42 39.185
Total 5423.175 62
TILE CAY TU BOI
Duncan
NT N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
1.00 3 .0000
2.00 3 .0000
19.00 3 .0370 .0370
20.00 3 .0370 .0370
21.00 3 .0370 .0370
18.00 3 .0741 0741 0741
3.00 3 1111 1111 1111
17.00 3 1111 1111 1111
4.00 3 1481 .1481 .1481
7.00 3 1481 1481 1481
5.00 3 .1852 .1852 .1852
6.00 3 .1852 .1852 .1852
8.00 3 .1852 .1852 .1852
9.00 3 .1852 .1852 .1852
10.00 3 .1852 .1852 .1852
12.00 3 .1852 .1852 .1852
16.00 3 .1852 .1852 .1852
11.00 3 2222 2222
13.00 3 2222 2222
14.00 3 2222 2222
15.00 3 .2593
Sig. 176 176 .054 .056 .055

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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ANOVA
TI LETAP BOI
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 15144.412 20 757.221 16.801 .000
Within Groups 1892.922 42 45.070
Total 17037.334 62
TIi LE CAY TAP BOI
Duncan
NT N Subset for alpha = 0.05
1 3 4 5 6 7
1.00 3 .0000
2.00 3 .0000
3.00 3 .0000
4.00 3 .0000
5.00 3 .0370 .0370
6.00 3 .0741 .0741
7.00 3 .0741 .0741
8.00 3 111 111 1111
12.00 3 111 111 111
9.00 3 1481 1481 1481
13.00 3 1481 1481 1481
10.00 3 2222 2222 2222
14.00 3 2222 2222 2222
17.00 3 2222 2222 2222
11.00 3 .2593 .2593
15.00 3 .2593 .2593
18.00 3 .2593 .2593
16.00 3 .2963
19.00 3 4074
20.00 3 4815 4815
21.00 3 .5556
Sig. .091 .085 .085 .088 251 .184 .184

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Bang 3.10. két qua phan tich thong ké xac dinh mic do da boi cua cay con sam

Ngoc Linh bat ngudn tir phdi so cip duoc xir Iy vai colchicine.

Descriptives

SOPHOI
N Mean Std. Std. 95% Confidence Interval for | Minimum [ Maximum
Deviation Error Mean
Lower Upper Bound
Bound
1.00 3| 41.6667 3.66667 [ 2.11695 32.5582 50.7752 38.00 45.33
2.00 3| 42.0000 10.68228 | 6.16742 15.4637 68.5363 31.67 53.00
3.00 3| 35.0000 5.13160 2.96273 22.2524 47.7476 29.33 39.33
4.00 3| 25.3333 1.76383| 1.01835 20.9517 29.7149 23.33 26.67
Total 12| 36.0000 8.85575| 2.55643 30.3733 41.6267 23.33 53.00
ANOVA
SOPHOI
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 548.667 182.889 4.660 .036
Within Groups 314.000 39.250
Total 862.667 11
SOPHOI
NT N Subset for alpha = 0.05
1 2

4.00 3 25.3333

3.00 3 35.0000 35.0000
Duncan®*  1.00 3 41.6667

2.00 3 42.0000

Sig. .095 226

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Descriptives

N Mean Std. Std. | 95% Confidence Interval for [ Minimum [ Maximum
Deviation Error Mean
Lower Upper Bound
Bound
1.00 3| 2.0948 .04298| .02481 1.9880 2.2016 2.05 2.14
2.00 3| 2.8470 13710 .07916 2.5065 3.1876 2.72 2.99
3.00 3] 2.1304 .08154| .04708 1.9278 2.3329 2.04 221
4.00 3| 1.2900 .06642| .03835 1.1250 1.4550 1.25 1.37
Total 12| 2.0906 .58057| .16760 1.7217 2.4594 1.25 2.99
ANOVA
KHOI LUONG LAN 1
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3.644 1.215 153.264 .000
Within Groups .063 .008
Total 3.708 11
KHOILUONG LAN 1
NT N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
4.00 3 1.2900
1.00 3 2.0948
Duncan*  3.00 3 2.1304
2.00 3 2.8470
Sig. 1.000 .638 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Descriptives

N Mean Std. Std. 95% Confidence Interval for | Minimum | Maximum
Deviation Error Mean
Lower Upper Bound
Bound
1.00 3| 2.0900 .20075| .11590 1.5913 2.5887 1.95 2.32
2.00 3| 2.8233 16166 .09333 2.4218 3.2249 2.65 2.97
3.00 3| 2.2067 .31565 .18224 1.4226 2.9908 1.85 245
4.00 3| 1.2533 .06658 | .03844 1.0879 1.4187 1.21 1.33
Total 12| 2.0933 .61015| .17613 1.7057 2.4810 1.21 2.97
ANOVA
KHOILUONG LAN 2
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3.754 1.251 29.357 .000
Within Groups 341 .043
Total 4.095 11
KHOI LUONG LAN 2
NT N Subset for alpha = 0.05
1 2 3

4.00 3 1.2533

1.00 3 2.0900
Duncan®*  3.00 3 2.2067

2.00 3 2.8233

Sig. 1.000 .508 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Descriptives

N Mean Std. Std. 95% Confidence Interval for | Minimum | Maximum
Deviation Error Mean
Lower Upper Bound
Bound
1.00 3| 2.1400 24759 14295 1.5250 2.7550 1.95 242
2.00 3| 2.7233 .20526| .11851 2.2134 3.2332 2.55 2.95
3.00 3] 2.1400 .34828 .20108 1.2748 3.0052 1.75 242
4.00 3| 1.3667 .05686| .03283 1.2254 1.5079 1.32 1.43
Total 12| 2.0925 54304 .15676 1.7475 2.4375 1.32 2.95
ANOVA
KHOI LUONG LAN 3
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2.788 929 16.306 .001
Within Groups 456 .057
Total 3.244 11
KHOI LUONG LAN 3
NT N Subset for alpha = 0.05
1 2 3

4.00 3 1.3667

1.00 3 2.1400
Duncan®*  3.00 3 2.1400

2.00 3 2.7233

Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.




VIEN HANLAM CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HQC VA CONG NGHE VN Djc 1ap - Ty do - Hanh phic
HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

S6: 4035 /QD-HVKHCN Ha N¢i, ngayA5 thang 9 nim 2023

QUYKET PINH
V& viéc thanh lap Hoi ddng danh gia luin an tién st cép Hoc vién

GIAM POC
HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Cdin ctr Quyét dinh sé 303/0P- VHL ngay 01/03/2023 cua Chi tich Vién Han
lam Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam vé viéc ban hanh Quy ché t8 chire va hoat
dong cua Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé,

Cdin cir Théng twe s6 08/2017/TT-BGDPT ngay 04/04/2017 cua Bo tru’c‘ng Bo
Giao duc va Dao tqo ban hanh Quy ché tuyén sinh va dao tao trinh ds tién st

Cdin cte Quyét dinh sé 1 948/QD-HVKHCN ngay 28/12/2018 cua Gidm doc
Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé vé viéc ban hanh Quy dinh dao tao trinh dg tién
st tgi Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé,

Céin cir Quyét dinh s6 1815/0P- HVKHCN ngay 28/12/2018 ciia Gidm dée Hoc
vién Khoa hoc va C’ong nghe vé vige cong nhdn nghién ciku sinh dot 2 néim 2018;

Can cir Quyét dinh sé 68 7/QD—H VKHCN ngay 05/06/2023 ciia Gidm déc Hoc
Vvién vé viéc gxa han thoi gian hoc tdp lan 2: 06 thdng tir 28/06/2023-28/12/2023 cho
NCS Lé Thi Diém;

Xét dé nghi ctia Truong phong Péo tao.

QUYET PINH:

Piéu 1. Thanh 1ap Hoi ddng danh gi4 ludn 4n tién si cap Hoc vién cho nghién
ctru sinh Lé Thj Diém véi d8 tai;

Nghién ctru da bdi hoa in vitro cdy sim Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et
Grushv.)

Chuyén nganh: Sinh Iy hoc thyc vat M3 s6: 9 42 01 12

Danh sich thanh vién Hbi ddng danh gi4 luan 4n kém theo Quyét dinh nay.

Diéu 2. Hoi dong c6 trach nhiém dénh gia luan 4n tién si theo dting quy ché
hién hanh ctia B6 Gido duc va Pao tao, Hoc vién Khoa hoc va Coéng nghé.

Quyét dinh c6 higu lyc t6i da 90 ngay ké tir ngay ky. Héi ddng tu giai thé sau
khi hoan thanh nhiém vu.

Piéu 3. Trudng phong Té chirc - Hanh chinh va Truyén thong, Trudng phong
P3io tao, Trudng phong Ké toan, cac thanh vién c6 tén trong danh sach Hoi ddng va
nghién ctru sinh c6 tén tai Pidu 1 chju trach nhiém thi hanh Quyét dinh nay./ sz

Noi nhin: GIAM POCY~

- Nhu Diéu 3; .
- Luu hd so NCS;
- Luu: VT, BT, MT17.




BAN NHAN XET LUAN AN TIEN ST

Ho va tén ngudi nhin xét lugn dn: Truong Thj Bich Phugng

Hoc hém, hoc vi: PGS.TS.

Co quan cdng tdc: 'I‘rxfirng Dai hgc Khoa hoc, Dai hoe Hué

Ho va tén nghién ctru sinh: Lé Thj Diém

Tén dé tai ludn dn: Nghién ctru da bdi héa in vitro ciy sdm Ngoc linh (Panax
vietnamensis Ha et Grushv.)

Y KIEN NHAN XET

1. Tinh ciin thiét, thoi st y nghia khoa hoc va thue tién ciia dé tai

=~Hién nay,da-boi- the dugc unu dungctia-thé -da-bdi-trong- chon—amng ci »
trong dé tao ra nhung long cdy troncr c6 ning suit cao, kha ning chéng choi tot
véi cac didu kién bit lgi clia mdi trrdng

Sdm Ngoc Linh (Panax vietmamensis Ha et Grushv.) la cay thude cé gLa
tn duge liéu va gia trj kinh t& cao. Muén cti sim dat di ham lugng duge chit
cin c6 thdi gian trdng dai. Sam Ngnc Linh ludng bdi sinh truong chiam, sin
lugng thu dugc khé dap ung nhu cdu lam duge ligu cia loi nay. Vin dé ditra
1 cin nghlen ciru rut ngén thoi gian sinh tnréng, ting sin lugng sim Ngoc Linh
dé crop phan cung cip ngudn duge ligu quy gid ndy cho bao ché thudc va my
pham.

Vi viy dé tai “Nghién ciru da bdi héa in vitro ciy sim Ngoc Linh (Panax
viemamensis Ha et Grushv., )" khong nhung c6 y nghia ly ludin ma con ¢6 kha
ning tmg dung vao thye tién sin xuit cdy sdm Ngoc Linh in vitro da bdi tao
thanh do xir Iy bing céc tic nhan gay dot bién, ting khdi lugng co quan, ting
san lugng thu hoach clia cdy trong dim bio chét lugng, sinh trudng va phit
trién tét, ting sinh khi, thich nghi véi diéu kién tu nhién,

2. Su lclwng tring lip ctia dé tai nghién ciru so véi cic cdng trmh, lufin an
da cong b6 & trong vi ngoai nudc; tinh trung thye, ro ring v diy di trong
trich din tai li¢u tham khio
Pi c6 cic nghién ciru trén dbi tugng sim Ngoc Linh vé thanh phan
vaham luqmg saponm anh hudng cia chét kich thich sinh truéng dén tich Iy
hgp chét thir cdp, nghlcn cini phét sinh hinh thdi, nghién ciru phén tir.. nhung
nghién ciru cla tdc gla 14 cong bd diu tién xir ly phdi soma sim Ngqc Linh bing
tic nhan giy dgt bién da bi, tao thé da bél Pé tai khong tring lap voi cdc cing
trinh d cong bd. S6 liéu duge thé hién ddy di, rd ring trong phan phu lye.

: S
e TR S, S
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Cic tai liéu dwge trich dén ré rang, ddy di w: (rung thue

Phdn tai hg,u tham khdo (22 trang) gdm 207 tai li¢u c6 34 l'n liéu tiéng
Viét, 173 tai ligu tiéng Anh, trong dé 43 tai liéu (20,77%) dugc xudt ban tir narr}
2018 dén nay. Céc tai liéu trinh bay theo quy dinh, ndi dung phit hop véi ndi
dung nghién ctru cia d tai. Tai lidu duge trich din chinh xéc, rd rang va theo
quy dinh. Céc trich din trong ludn 4n diy di v theo quy dinh.

3. Sw phu hop giia tén & tai v6i ndi dung, giira ndi dung véi chuyén nganh
va mi sé chuyén nganh

Cic ndi dung thyc hién ciia dé tai phti hgp véi chuyén nganh va ma sb
ciia chuyén nganh Sinh ly thuyc vit.

4. D9 tin cfy va tinh hién dai clia phuong phap da sir dung aé nghién ctru

Trén déi tugng nghién ctru 14 cc bd phan (mau cudng 14, manh 4 va ré)
cla cdy sim Ngoc Linh in vitro 3 thang tudi, tic gia da sir dung cac phuong
phép: Phuong phap b trf thi nghxem va theo ddi thi nghiém: nghién ciru sy hinh
thanh ph01 soma, xir ly phéi soma bing colchicine va oryzalm va phat sinh phoi
thir cip dot bién; khao sat su sinh trudng clia céc thé c6 bleu hién bién di va xac
dinh d§ da bgi cua cay sam Ngoc Linh; xac dinh d6 6n dinh cia ciy tir bdi;
danh gia céc chi tiéu gom chi tiéu ty 1¢ sdng, % cam ng mb seo, % cam img
tao phm soma, ty 1& % méu phat sinh phdi soma ddt bién; chi tiéu sinh truéng va
phat trién, sinh khoi cdy sim Ngoc Linh; s6 liéu duge xur ly théng ké dam bao
do tin cdy.

Céc phuong phép tdc gia sir dung dé nghién ci 13 cédc phuong phéap da
dugce nhiéu tic gia trong va ngoél nudc thuc hién cho cdc nghién cuu tuong tu,
{mg dung tac nhan giy dot bién tao thé da bdi cdy trdng trong nudi cdy in vitro
va dé ciing la céc phuong phap kinh dién cho céc nghién ciru theo huéng nay.

5: Két qua nghién ciru méi ciia tic gid, nhitng déng'gép mai cho sir ph:’tt
tru.:n khoa hoe chuyén ng’mh, déng gop méi phuc vu cho sin xuit, kinh té,
qudc phong, xii hoi va ddi sdng, Y nghia khoa hoe, gid trj va d§ tin cdy cia
nhitng két qua dé
Vé hinh thite ludn dn i

Lufn én duge trinh bay trong 134 trang, gdm 5 phdn: Mé& déu (3 trang),
Téng quan tai li¢u (35 trang), Vit liéu, Noi dung va Phuong phép nghién ciru
(13 trang), Két qua va thao lufn (58 trang), IKét lugn va Kién nghi (2 trang).
Phén i ligu tham khéo (22 trang). Téc g,m da str dung 11 bang va 32 hinh chyp
13, dep duge chi thich diy di & phlin két qua duge chii thich 13 rng dé bién
ludn va minh hoa cho nghién cttu cta tdc gid. Nhin chung, bd cuc lujn dn cin


https://digital-camscanner.onelink.me/P3GL/g26ffx3k

déi, cic phin cta ludn vin dugc trinh bay rd rang, mach lac, theo diing quy
dinh. Cdc hinh, bing, biéu d6 dugc chi thich theo ding quy dinh. Qua dé6 cho
thay hinh thitc ludn 4n dap {mg yéu ciu theo quy dinh. Két qua thu dugc cho
thay tac gia dd thye hién céc ndi dung dap ing muc txeu dat ra ctia dé tai.

Vé nji dung

Trén ngudn nguyén lidu miu cudng 14, manh 14 va ré cla cdy sdm Ngoc
Linh in vitro 3 thang tudi, cic ndi dung nghién ctru tic gia thyuc hién 1a phit hop
v6i muc tidu dd tai gdm 4 ndi dung 16n: Téi wu héa ngudn vat ligu phét sinh
phdi soma tir ciy sim Ngoc Linh in vitro, Xt ly tao da bdi ciy sim Ngoc Linh
bing colchicine va bryzal‘in, Xdac dinh mirc da bdi cia cdy con sim Ngoc Linh
cé ngudn gbe tir phdi xir Iy véi colchicine, Khio sit sinh trudng, tai sinh va tinh
on dinh clia cdy sdm Ngoc Linh tir bdi.

M¢ dau: tac gla trinh bay gia tri cla cdy sdm Ngoc linh sir dung lim
duoc 1idu, s cin thiét cia nghién ciru da bdi héa in vitro-cay.sam-Ngoc Linh.

Tong quan tai ligu: Trinh bay tdng quan diy di cdc céng bé lién quan
vm ndi dung nghién ctru clia d& tai, gdm: So luge vé ciy sim Ngoc Linh; Nudi
cay in vitro; Phat sinh phéi soma; Sy da bdi héa & thyc vit. Phin tong quan cac

van dé nghién ciru cia téc gia la co s& cho tdc gia thyce hién c6 két qua nghién
ctru ciia minh.

Két qua nghién citu: Két qua nghién cm.l dd xdc dinh dugec Miu ciy
manh 14 phat sinh ph6i soma t&t nhit, phdi hinh cdu cho hiéu qua phat sinh phéi
thir cap cao nhit. Xir ly da le véi colchicine hlf;u qua hon xr ly vai oryza!m
th chung théi gian xir 1y miu bang héa chit giy dot bién cang dai, két hcrp
ndng d6 téc nhin cang cao, thi s6 luong phm dot bién cing lcm xr ly bing
colchicine 0,7% trong 72 gid cho ty & phai bién d; (46,49%) sb lrong phéi dqt
blen cao nhit (5,57). Cay dét bién c6 thay ddi vé hinh théi cdy va 1, thay ddi
ciu truc nhu gidm mat 49 va tang kich thudc khi khong, taing mat d¢ luc lap
trong té bio bao vé& khi khdng. Cay tir bdi sinh trudng t6t hon cdy luong boi,
ting du'cmg kinh va chidu dai cudng 13, chidu dai va chiéu réng 14, khéi lugng
tuoi thin ré va cdy con. Cac co quan clia cdy tir bgi phat sinh phoi trén m.oi
truong nudi cay, cdy tir bdi 6n dinh vé kidu hinh va dd da bdi sau 24 tudn (6
thdng) nudi cay

Tir céc két qua nghién ciru ciia minh tac gia da rit ra 4 két ludn tdng két
diy di céc ndi dung nghién ciru ciia dé tai.

Trong qua trmh nghlen ctru, tdc gia da thanh cong trong xac dinh duge
loai héa chiit va ndng d¢ thich hop tao cdy da bdi co ngudn gdc in vitro sinh
trudmg tdt hon ciy ludng boi.

Qua két qua thu dugc cho thiy tac gla di thyc hién mot khoi lugng cdng
viéc 16n va két qua thu dugc cé ¥ nghfa vé mit Iy ludn va thye tién.
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6. U diém va nhuge didm vd ndi dung, két cfiu va hinh thire ciia lufin 4in
U diém |

Muc tiéu va ni dung nghién ctru phti hgp véi tén d& tai luan 4n va
chuyén nganh Sinh ly thye vit. Két qua nghién ctru phong ph, su sip xép-céc
phan cin adi, hop 1y, chiit chg, s6 licu dang tin ciiy. Phan két luin tong két duoc
cée ni dung nghién clru cia d& tai. Cc két qua-luin 4n dat dugc 14 rit 16n, c6 v
nghia khoa hoc va thye tién, dung lugng dim bio. Két qua dat dugc 14 co s&
Cl}O img dl,lilg vio san xuft cdy sdim Ngoc Linh da bdi, cung cip ngudn gidng
- dam bao chat Juong, sinh trudng nhanh cho thye tién sin xuit. Hinh thic va Noi
dung ludn dn dép vmg yéu cu ciia luin 4n Tién si.

Nhimg wu diém va nhuge diém vé ni dung, két ciu va hinh thitc cua
ludn 4an
Nitroe diém

- O phin danh muc chir viét tt nén sip xép theo abc d& d3 tra ciru.

- B6 sung diy du chi thich chir viét tét: SSE (trang 68, 73, 74, 97), SE
(trang 52, 106), NST (trang 49, 101, 108)... .

- Phén Téng quan: Hinh 4.1. Xem lai chu thich giai doan nguyén phan
cdy tir bsi, bd sung Tai liéu tham khio ctia hinh

- Phén Déi tuong va Phuong phép nghién ciru: bé sung phuong phép sé
mau cho méi cdng thite, dic biét cho nghién ctru xdc dinh mat d3 va kich thuge
khi khdng cta cay bién di.

+ “Phuong phép nhudém NST” (trang 49) = “Phuong phap lam tiéu ban
NST”.

B sung dé phéng dai cho quan sat NST, P9 phéng dai quan sédt dudi
kinh hién vi: 10x, 40x? ‘

Kién nghi: “Tiép tyc tién hanh xir 1y da bdi véi cac ndng dd colchicine va
oryzalin khic nhau” (ty.1¢ séng dat tir 22,11-92,56% va ty 1& phdi bién dj dat tir
4,86-46,49% dbi vai xir ly bing colchicine va ty 1& sbng dat tir 13,33-80,00% va
ty 18 phdi bién dj dat tir 8,00-17,67% dbi véi x{r 1y bing oryzalin), nén tiép tuc
chon Ioc cac bién dj c6 loi trén nén bién dj phong phu.

- Phin tai lidu tham khéo: Viét tén Latin cdc loai theo quy dinh.

V¢é hinh thirc; .

+ Théng nhét str dung thut ngit: khi khiu (trang 42, 102)/khi khéng,
h/gio (Hinh 3.20, 3.21 trang 86, 88),...

+ Céch phén s6 va don vj (trang 39, 40, 53, 54, 108), chinh dé chir khéng
qua hang. Chinh dé chir khéng bj tach hang (trang 25, 70, 85, 89)
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7. Ngi dung lujn dn di duge edng b trén (gp chi, ky yéu hji nghi khoa hoe
nio va gid tri khioa hoe ciia edc cdng trinh di cong b

Hai cdng trinh da céng b6 ctia NCS nim 2022 trén céc tap chi khoa hoc,
trong do cé 1 b:‘li ding ¢ TC Khoa hoc va Céng nghg Viét Nam, 1 bai ding ¢
Tap chi quéc té: Scientia Horticulturea. Cic cong bb cb tén va ndi dung phu hqp
véi két qua dé tai clia lu;m an, thoi gum dang phtt hgp véi thai gian trién khai dé
tai.

B sung s6 trang bai bio di’mg c'J TC Khoa hgc va Cong ngh¢ Viét Nam

8. Két ludin chung
Luan an cia NCS Lé Thi Diém c6 noi dung tét, céc két qua ludn an dat
duoc la rit 16m, c6 y nghia khoa hoc va thuc tién, dung luong dim bio cho 1
ludn én tidn s7. D& tai khong tring lip vdi cc ludn 4n da cong bd, dung mi s6
_chuyén_ ng:mh Nbi dung v hinh thirc ciia ludn an dd ddp Vmg cac yéu ciu ciia
mot ludn dn tién sTnéu & Quy ché dio tao Sau dai hoc, bin tém tit luin an phin
anh trung thuc ndi dung co ban cua luin an. Ludn dn da didu kién dua ra bao vé
trude Hoi dong chim luan dn cap Hoc vién dé NCS nhin hoc vi Tién si.

: veer NEAY .. thang 10 nam 2023
Xac nhin cta co’ quan cdng tic Ngudi nhin xét
TRUGNG DPH KHOA HQC, PH HUE

Chir ky bén diing 13 ciia PGS.TS. Truong Thj Bich Phugng /U{ng/
Céan bg gidng dgy Trucmg PH Khoa hoe, PH Hué

Truong Thi Bich Phugng

Nguyén Thi Thanh Huyén
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BAN NHAN XET LUAN AN TIEN SY
Ho va tén ngudi viét nhdin xét lujn dn: D3 ning Vinh
Hoe ham hoc vi: GS.TS
Co quan cong tic: Vién Dl truyén Nong nghiép
Ho va tén nghién ciru sinh: 1& Thj Diém

Tén dé tai luin An: Nghién ciru da bi héa in vitro cdy Sdm Ngoc Linh (Panax
vietnamensis Ha et Grishv.)

Y KIEN NHAN XET
1. Tinh cép thiét, thdi sy, ¥ nghia khoa hoc va thire tién ciia dé tai

Sam Ngoc Linh 12 loai cay dugc li€u dic hiru, chwa ting xuit hién tai bit cir noi nao khic
trén the gidi, duge cdc nha khoa hoc x4c dinh 12 mét loi méi, quy hiém, cé gia tri y dugc,
kinh té x4 hgi rit quan trong clia nudc ta. Ciy sim Ngoc Linh di dugc cac nha khoa hoc
trong va ngoai nudc dic biét quan tim nghién ciru. Nhiéu cong trinh khoa hoc uy tin vé
phén loai, phin bo sinh thai, thanh phin duoc liéu, tic dung chira tri bénh va ting cudng
sirc khoe, nhin gibng,.. cay sdm nay da dugce cdng b trén cac tap chi KH trong va ngoai
nude. Do gia tri duge chat va kinh té rit cao, sim Ngoc Linh di va dang bj khai thac dén
can ki¢t. Tai Cong vin s6 7168/VPCP-KGVX, ngay 11-09-2015, Vin phong Chinh phu di
khing dinh tam quan trong clia dé én bao ton va phz’lt trién cdy Sim Ngoc Linh dén nim
2030. Tuy vay, cac nghien ciru vé cai thién di tmyen cia ciy sim quy ndy chua dugc
nghién ciru. Do vay, két qua nghién ctru ctia ludn dn vé da bdi héa in vitro cay Sdm Ngoc
Linh ¢6 tinh cap thiét, tinh mai, tinh thoi sy, y nglua khoa hoc va thye tién rit cao. Luin

4n c6 thé md ra mot dinh huéng méi trong cdi tao gidng, ning cao gid tri va mé rong sin
xuat sim Ngoc Linh & nude ta.

-~ » -t - A .. A r rw r -~ » -~
2. Sw khong trung Lip ciia deé tai nghién ciru so véi eic cdng trinh, lufn viin,

lufin 4n di cdng bd & trong va ngodi nwée; tinh trung thye, ré ring va diy du
trong trich din tai li¢u tham khio.

Dé tai nghién clru khong tring 13p véi céc cong trinh, lufn viin, luin in da cong bd & trong

va ngoai nudc; thé hién tinh trung thye, rd ring va diy du trong trich din 207 cic tai lidu
tham khao khéic nhau.,

3. Sw phu hop giira tén dé tai véi ndi dung, giita ndi dung véi chuyén nganh va
mi s6 chuyén nganh,

Tén dé tai, ndi dung nghién ciru va céc két qua cong bd hodn toan phtt hgp véi nhau va
v6i chuyén nganh va ma s6 chuyén nganh da ding ky.
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4. D tin cly va tinh hién dai ciia phwong phap da sir dung dé nghién curu

Céc phuong plnp nglncn ctru trong dé tai c6 do tin cay, tinh cap nhit va hién dai, ddp (mg
diy du cac yéu cau vé muc tidun ghién ctru va céc két qua cin phai dat dugc.

5. Két qua nghién ciru méi ciia tic gid; nhimg déng gép méi cho sir phat trlen
khoa hoc chuyén nganh, dong gop méi phuc vu cho sin xuit, kinh té, qlwc

phong, xa hdi va doi séng. Y nghia khoa hoc, gi4 tri va d§ tin ciy cita nhirng
két qua do.

1) Tac gia da thir nghi¢m nhiéu phuong 4n nudi cdy mé va tai sinh cdy in vitro & ciy sim
ngoc Linh va di rit thanh cong trong xay dung c4c moi trudmg tai sinh mo seo phdi hoa,
dic biét 12 phéi v6 tinh, tao cdy hoan chinh in vitro tir cic mé, co quan khac nhau (phlen
14, cubng 14, ré), tir ciy non nhj bdi va tir bdi (bién ddi hinh thai) va da tai sinh dugc ciy
tir bdi v&i hiéu qua cao va dn dinh vé& mirc bdi thé va hinh théi. Viée xdy dung dugc cic
h¢ théng nudi ciy c6 kha ning tai sinh cao (khi céc té bao phén chia tich cuc) rét quan
trong khong chi cho nhan giéng nhanh cdy sim va con tao anh hudng tich cuc déi véi két
qua xir Iy da bdi hoa; da gép phan quan trong trong vi nhin gidng ciy tir bdi in vitro.

11) Téc gia da xé4c dinh duge mau cidy ménh 14 va phéi non hinh cau ¢6 kha niing tai sinh

t6t nhit trong céc mdi trudng phdi héa va thi sinh cdy, ddng thoi cho két qua tao ciy tir
bdi cao nhit.

iii) Tac gia da thanh cong trong tao cdy tir bdi tir cdc miu phéi hinh ciu sau khl xu ly
colchicine & cac nong do va thoi gian khéc nhau Téc gia di xdc dinh dugc sé phdi bién
déi hinh thai cao nhat khi xir Iy colchine véi ndng d4 0,5% — 0,7% trong 48 h va 0,7%
trong 72 h xir ly.

iv) Tac gla da xac dinh dugc nong d¢ colchicine 0,5 % xir ly trong 48h cho ty 1§ ciy tir
bdi cao nhit (25,92%).

v) Lan dau tién & nude ta (va trén thé gii), tic gia da thanh cdng trong tao ciy sam Ngoc
Linh t&r bdi in vitro. T4c gia di khing dinh mirc bi thé ciy sim tir bdi va da x4c dijnh cdy
nhi bdi 2n = 24 va cdy tir bdi c6 2n =48 NST. Diy 1a két qua rat dang khich 18 trong viéc
nghién ctru cdi thién di 1myen lodi cay thude quy sim Ngoc Linh trong tuong lai,

vi) Két qua nghién ciru cua téc gia dang tin cay va 1a tai ligu ¢6 gia trj cao, bd sung tri
thitc méi trong tip hop cic nghién ciru di c6 vé ciy sim Ngoc Linh trude diy ¢ nuéce ta,
Ludn 4n 1a tai li¢u tham khao c6 gi4 trj cho nghién ctru khoa hoc va giang day, hoc tip vé
cdy sam.

Két qua nhan gibng ciy sdm 2n va 4n c6 thé déng vai trd tich cyc trong nhan gidng va

phét trién san xuft sim Ngoc Linh, gép phin ning cao ddi séng ciia nhin dan c4c din tdc
mién ni.
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ral » X A ae K & Y - , > - -
6. Uu va nhuge diem ve nQi dung, ket ciu va hinh thire ctia lujin 4n

Ut diém: Ludn dn duqc b6 cuc chit che, hop ly; trinh bay dep v6i mot s6 hinh anh minh

hoa rd ring. Ludn én gdm 13 bang s li¢u dugc xir Iy thong ké, 41 hinh, 207 c4c tai liéu
tham khao phong phu.

Mot s6 gop ¥:

+ Tic gid sir dyng rit nhidu lin, 13p lai, khai niém “dot bién” “ dot bién da bdi” & nhidu
trang (1,2, 3,....), va & trang 3 tic gia viét ...” xiy dung mét quy trinh co ban tao tir bdi
thong qua qu:'l trinh tao cic phéi dot bién bing...”. Tai trang 35, Muc 1.4.10. “ Chon tao
nhimg dot bién sau xir 1y da bdi” 13 khong chinh xac. Theo chiing téi tic gia chi nén han
ché trong pham vi tao da bOl thé bing céc tac nhin héa hoc, vi djt bién néi chung la mét
khdi niém rong, hiu nhu nim ngoai pham vi nghién ciru va kiém tra cua tic gia (mic du
dot bién bao gom ca dot bién & mire boi thé va chit gay da bdi héa nhur colchicine cling

gdy dot bién gen o nhung tin s xic dinh). Tac gia nén bt 2 tir dot bién trong ludn vin.

+ Khi mé ta cdy tr bdi “... dinh gia cic dic diém sinh trudng va phit trién theo thoi gian
cuia cy tir bdi” (trang 3), téc gia nén bd sung in vitro.

+ Trong phin 1.4. Sy da bdi héa ¢ thyc vit (Trang 16), tic gia nén xem lai, chinh sira ciu
chir da sir dung mét s6 khai ni¢m chura thit chinh xadc, vi du:

“ Pa bi 13 hi¢n tugng s6 td hgp NST”, tic gia nén thay “td hop NST” bing b
NST don bgi.

- “Céc thé da bji thuomg s& hiru nhimg dic diém wu thé...”
thé da bdi s& hitu nhimg dic diém wu thé.

- Dinh nghia dang di da bji (allopolyploid) chua thit chuin xic. Téc gia nén phin
biét 2 loai da bgi ( autopolyplmds) véi allopolyploids, trong doé nIIOpolyplmds
duge tao thanh tir két hop glua 2 loai giao tir khic bigt vé di truyén, khong phai la
tir “céc giao tir ciia cic co thé khic nhau”.

- Muc “1.4.4. Ung dung da bji trong nhin giéng ciy dugc lidu”, cin sira thanh
“Ung dung da bdi trong chon tao giéng ciy duge li¢u”.

- Trang 20: Sinh héa: Ham lugng céc chit...o cdy da bdi cao hon so véi ciy ludng
bdi”, chua chinh xac nén sira 13 “ ...da dugc xdc dinh 13 cao hon so véi ciy ludng
bdi & mot s trudmg hop” va cin phai ¢6 din chimg.

, nén viét thainh mot sé

Tém lai, tic gia nén tranh tuyét dbi héa ciy da boi. Mai lodi, trong genome ¢ sd lugng
NST dic thit va mdi loai c6 thé c6 mirc bdi thé tdi wu cho strc séng, kha niing sinh truéng,
phat trién, tich liiy sinh chit,...Vi dy, gidng ci cai dudng tam bdi duge xic dinh 13 ¢6 sirc
song va him lugng dudmg cao hon céc thé nhj bdi va tir bi tuong img.

+ Trong phin thuc nghiérﬁ va két qua nghién cir, tic gia di sir dung khai niém * Phoi
bién dj” d& phan bigt véi cic phdi “khdng bién di” — Phét sinh hinh thii binh thudng, dé
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nghi tac gia 1am rd khai niém “phéi bién di”, c4c tiéu chi d& x4c dinh cac phoi bién dj va
cdc phéi binh thudng, chi rd sy khic biét giira 2 loai phdi. Theo ching toi nén sir dung tir
“phdi khic dang” thay vi “phdi bién dji”. Bién di 12 mot khai niém thudng dugce sir dung

trong di truyén hoc va di truyén tién héa, khi thé hé (hay ca thé) con céi khic véi bé me
chung.

+ Ludn 4n con mdt s6 161 chinh ta va 18i trong tai liéu tham khao ( vi du, tai liéu s6 11,
trang114, so 16, trang 115, thiéu noi xudt ban.

7. Noi dung cia luin dn da duge cong bo trén tap chi, ky yéu hdi nghi khoa hoc
nio va gia tri ciia cdc cong trinh di cong bd

Téc gia da cong bd dugce 2 bai bio, mot bai xudt ban & nude ngoai trén tap chi Scientia
Horticulturae va 1 bai & Tap chi Khoa hgc va céng nghé. Ca 2 tap chi déu c¢6 uy tin va
chit lugng cao. Céc bai d2u c6 chét lrong tdt, phan 4nh céc két qua cbt 16i cia dé tai.

8. Két luin chung

Ludn an cia NCS dugc thyuc hién trén cdy thubde quy cua quc")c gia'; lan diu di tao duge
cdy tir bdi, xac dinh dugc tinh 6n dinh bdi thé va kidu hinh qua quad trinh tdi sinh phéi
(4n) va nhan gidng in vitro. Lujn 4n ¢6 tinh méi, tinh thoi sy, ham lurgng khoa hoc tét.
Luin 4n c6 thé sir dung 1am tai liéu tham khao va gidng ddy cé gia tri cho nhirng nghién
ctru cdi thién di truyén va nhan gidng cdy sim Ngoc Linh.

Mic di c6 mét s6 18i nhur da ké trén day, tuy nhién, day 12 nhimg 18i khong co ban va

khong dnh huéng dén chét lugng va gid trj cia cdng trinh nghlcn ciru, c6 thé chinh sira
cho hoan thién.

Nghién ciru sinh ximg dang dugc cong nhin chirc danh TS nganh sinh hoc.
Ha Néi, Ngay 15 thang 10 nim 2023
Ngudi viét nhin xét
biaky
Do Niing Vinh


https://digital-camscanner.onelink.me/P3GL/g26ffx3k

CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Ddc 1dp = Ty do - Hanh phiic

BAN NHAN XET PHAN BIEN LUAN AN TIEN Si

[To va tén ngudi phan bién luin an Trinh Ngoc Nam

Hoc ham. hoe vi: Pho gido su. Tién si

Co quan cong téc: Truong Dai hoe Cong nghi¢p Thianh phd 116 Chi Minh
Ho vii tén Nghién ciru sinh: 1.¢ Thi Diém

Tén dé 1ai ludn an: Nghién ctru da bdi hod in vitro ciy siam Ngoc Linh (Panax vietnamesis Ha et
Grushv.)

Nganh: Sinh hoc — 9420112
Y KIEN NHAN XET

I. Tinh ciin thiét, thoi s, y nghia khoa hgc va thye tién cia dé tai

Céay sam Ngoc Linh (Panax vietnamesis Ha et Grushv.) la loai dugec licu quy gia va dic hiru cua Vidt
Nam véi thanh phin dugc chét da duge nghién ctu ti ma vi hi¢u qud 1am sang cling dugce danh eia
trong doi da\' di. Cay sim Ngoc Linh da dugc nhin giong (hat. nui ciy mn) dé troéng. Mic di vay
toc o sinh trudng chim dic trung da lam han ché ddi viee dap {mg nhu cau thi truomg dang rit Ian
ddi vai loai duoc licu nay. Nghién etru cm Lugn dn thye hi¢n ba ngi dung chinh (1) Chon loe nnuun
mau cdy va diéu kién moi triromg nudi cdy phit hop 1o phai soma. (2) Khao sit va chon loc chit giv
da bdi phi hgp dé ta0 ciy da bdi tir phoi soma, (3) Phin tich ddc tinh va cac chi tiéu sinh truong cua
cdy da boi. vai myc ticu la tpo cdy sim Ngoc Linh i bdi vai nhitng dic tinh sinh tredng lrgn hon
vai cdy binh thudmg (cdy ludng bdi). Day ld nghién ciru lhl,rc sir cdn thiét va ¢6 y nghia ca vé khia
canh khoa hoc va lhl,l‘c tién. Cy sdm Ngoc Linh tir boi la lién dé va nguyén licu cho nhimg nghién
etru sdu hon nira vé thanh ph.m duge chét va img dung y hoc.

2. Su khidng tring Iip ciia dé tai nghién ciru so véi cic cong trinh, lugn in di cdng b & trong
vi ngodi nurée; tinh trung thye, rd ring vi ddy dii trong trich din tai li‘i}u lhan:; khio

Ludin dn scr dung. ¢ic phuong phdp nghién ciru tiéu chudin va thudmg quy vé nudi ciy md vi sinh Iy
thue vt wrén dbi urong cdy sam Ngg:c Linh. So vdi cic nghién etru va cdng bd khic trong va ngodi
nudce. cling trén dbi trgng ndy, xét vé (dng the, Ludn dn khdng co tring 13p. Cic cong bd ctia L.udn

an vai ndi dung ciing 1a duy nhit. ‘ ‘ o
Cic trinh din ddi vai cic ludn e duge trinh bay khi day du trong cic ndi dung cua Lugdn an.
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3. S phit hop gita (én dé 3i va ndi dung, giita ndi dung voi chuyén nganh vi mi 56 chuytn
nganh _

Vai muce ticu. ndi dung nghién ciru cha dé i cho lh‘:i)/ ¢o sy phit hgp cao vai (En dC tai cling nhu
chuy¢en nganh duge dio 1o cua nghién ciru sinh. Nhirmg ndi dung nghién ctru va phuong phip thye
hién phi hep vai doi tugng nghién ctru cua dé Lai trong Ludn dn vé sir da boi hod iy sim Ngoc
Linh. 1oai thye vt sim die hiru cia Viét Nam. trong diéu ki¢n in vitro.

- D tin ey va tinh hig¢n dai cia phwong phip da siv dung dé nghién ciru

Cac phuuna phip nghicn ciru dap dung trong Ludn an la nhimg phuong phap thudng quy trong ky
thudt nudi cdy mo thue v at cting nhu trong khio sét vé dic tinh sinh 1y ctia thue vat. Céc thi nghi¢m
lhmk bo tri Khoa hoe. phi hop va logic dam bao d¢ tin ¢dy cho HQ]]LI] clru. .lc di viy. trong mot

S0 ‘phuong phip. Ludn an cting chua Iy giai Iy do lya chon miu cdy (phoi hinh cau. hinh tim. phoi i

mam dé tao phéi thir cip) hay thiéu trich dan ngudn tham khéo (phuong phap giai phdu hinh thai)

v eo sirnham lin thong tin trong phuong phap nhudém NST (4 colehicine trong 30 phut).

S Két qua nghién ciru, nhirng déng gop méi, ¥ nghia khoa hoe, gid tri thye tién va do tin ciy
cnia cice kit qui dat dwge
l.uan an da thue hién cic noi dung n;,hién clru va dat duge 4 két qua noi bat. ¢o tinh mdi:

- Thong qua vi¢e khao sat cic loai miu Lll}’ di chon loc duge: nmu manh i 1a phu hop nhat cho str
a0 phoi soma: vai cice giai doan phat tricn phoi soma, phéi hinh cdu la ngudn mau phii hgp nhat dé
tao phoi thir cép.

- Khao sat vai cic chit gay tre ché phin bio da xic dinh Loldlu.mu 1 phit hop d¢ tao phdi bién di. o

nong do 0.5-0.7% trong 48 it hodc 0.7% trong 72 gio, 14 ngudn viy li¢u dé chon loc thé da boi theo

mue ti¢u cua nghién clru.

- Phin tich cae chi ticu vé sire mnu. dic diém hinh thai va ¢iu triie cua cdy phat tricén tir phoi bién di

di xde dinh colchicine & nong dé 0.5% vi thoi gian xu I\' 48 i cho hi¢u qua tao Ld\ 1 boi 1ot nhit

trong cic nghi¢m thae nghién ctru. Cay tir bdi co mot s cie dic tinh hinh thii va ciu trie Khac bi¢t

vai iy ludmg boi. theo chi¢u hudgng gia ting & cice dic tinh I_“:’-hiff" e,

- Ddnh gid sy sinh truong va phit sinh phéi dd xic dinh tinh én dinh cta qua trinh sinh truong va Qo

phoi ciing nhu mire d§ boi the cia cdy tir boi. Sy sinh trudng ctia cdy 1 bi cling vugt wdi so v
cay ludmg boi. Co thé dénh gid, ciy Ur boi tao duge tir L, lldn an 1d rit Guan li’mw d¢ lam ngudn v

li¢u cho nhin uung canh tace va thu nhin cic hep chit thir c.ap ¢t duoe chit vé sau.

Trong cic nghién ctru, Ludin dn da thye hién 13p lai & (At ¢d cde nghiém thire thi nghi¢m. mic di miuy

ciy saim Ngoc Linh dé ¢dn s6 lugng 1ém sg rdt kho khan.

6. Uu dié¢m, nhwrge diém bd cue, hinh thire ludin in, mire dd trung thye cia tom Gt luin in so

voi toan vin luiin dn

N
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- Ludn dn ¢6 bo cuc phit hop vai mot lugn én tién si. Van phong str dung mang tinh khoa hoc cao. it
16i trinh bay.

- Cac thi nghidm duge 13p lai va két qui nghién ciru duge xir Iy thong ké dé xic dinh nghiém thire
i diC'u. Ki¢n phit hop ¢ cie ndi dung nghién ciru. Tong hop cac két qua co the xdy dung thanh guy
trinh dé tao cdy sim Ngoc Linh tir bi phuc vu cho nghién ¢tru va sin XUdl.

<Y nghia khoa hoe cua Lugn an can durge vidt lai so vai hién tai, dé cho thﬁy gia trj va ¥ nghia khoa
hoc noi bit cua Ludn an do 1a sur tac dong cua chit tre ché phin bao di vai ngufm val li¢u phoi soma
dé hinh thanh ¢iy sim Ngoc Linh tir bji.

- Tong quan tai lidu mac di da duge lrge khao rit nhiu nghién ciru vi xdy dung co s khoa hoe cho
nghién cfru: mac di vily mt ndi dung lfmg quan quan trong la nhimg co ché. sur kién Xdy ra sau qui
trinh trc cl}é phin bao biing cic tac nhin dé tao thé da boi. tir dé din dén su thay ddi vé ddc tinh sinh
ly. di lru)'t\i'n \:m chura dugc tdng quan. Tlay néi cach khac, sir xdo tron vé mit di truyén, bao gom sy
gia 1ang vé s0 lugng nhiém sic (hé, s6 lugng gene chire nang. lién hé vai sy thay ddi vé dic tinh sinh
Iv. cdu triie cta co the thye viit da boi viin chua ¢d nhi¢u thong tin.

Mot s0 noi dung lfmg quan thiéu ngu[‘m tham khdo, nhur ¢ trang 4. 5. Noi dung vé Cu sir sinh hoc
ciia nudi cdy in vitro & trang 8. “vai cic kich thich hod hoe va moi trudme thich hop. cic 1é bao bidy
hod s¢ tiép tue phan chia...”™ 1a chua phii hgp vi cin qua giai doan phan bi¢t hod. Théng tin vé “1¢
bao soma duge chuyén gen, phdi soma va cdy (i sinh s& 1a ciy chuyén gen™ o trang 9 la khong can
thiét.

Niing lve sinh phoi cling cin duoc lt:mg quan.

- Cac hinh anh minh hoa két qua nghién ciru v& sur phét sinh phdi thir cap tir phéi so cip khong rd
ring v thiéu tinh chi tiét dé khing dinh cic ndi dung trinh by trong két qua, nhur hinh 3.5, 3.6, 3.7
va k¢ ca hinh 3.9D, hinh 3.11.

Két qua trinh bdy trong cic bang 3.1, 3.2, 3.3 cin phai lim ro $O lwrgng phoi trung binh thu nhin
duge 1 phéi & giai doan ndo, vi voi dic trung sy phat sinh phoi trye tiép hay gidn tiép wr miu iy
trén moi triromg, ran sé cho rit nhiu phdi ¢ cde giai dogn Khie nhau, nén rat kho xdce dinh chinh xic
s& lugng. Neodi ra, cling cin phai xic dinh s lugng phoi trudng thanh trong s6 legng pho nay,
Thao ludn vé két qua o trang 81 vé sir lira chon phdi hinh cAu lam nguf\n vt lidu dé xur IV v
colchicine ¢o co s khoa hoe ehira chic chan,

Nhan dinh =“C6 mdt mi wong quan nguge giira m:mg do chit gdy ddt bicn da boi vi thoi eian xur
Iy 1a khong rd riang va chua da y.

Trong mot s& ndi dung & phin két qud, Ludn én dang co sy ddnh df‘mg gitra bién di va da bdi 13 kKhong
phtt hop. Ngodi ra. nhiin djnh “ndng dg va thai gian Xt Iy colchicine khac nhau ¢6 dnh huong ding
ké dén higu qui tgo ra cic thé da boi™ o trang 83 13 hai voi vi tai ddy véi cho (hiy sy anh hudng cua
colchicine dén sy bicn dj cta phéi soma.

Mét o lye lap trong ¢ bio bio v¢ khi khdng/mm? néu khang 6 sd ligu ey thé thi khong nén trinh
bay dang dinh lugng nhir viy,
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Trong mot s hinh minh hoa vé die diém hinh thii cdy luomg boi va ciy tir boi. hitlh 3.29, 3.30. mac
dit iy phat tridn wr phdi nhung tai phin gdc 18 ¢o rit nhi¢u md sco va nhimg cau triic khac, diy co
phii 1d su bt thuemg hay mdi truong nudi ciy khong phit hp?

Mdt sd gop ¥ vé hinh thire va ndi dung nho: _ '

- Danh phap khoa hoe ¢y sam Ngoc Linh mét s6 chd trong Ludn viin chua dirge vidt dang quy tac.
nhu o trang 7.

- Can thong nhdt mot s thuat ngr, cach dung tir trong Ludn dn: hot hay hat, 1é bao vé tinh (1¢ bio
soma. 1¢ bao co théo hay té bio sinh dudmg. dich treo (¢ bao hay dich huyén pha (¢ bao. lipit hay
lipid. soi hay quan sét. trong lugng hay khdi lugng (hiu hét Ludn dn dang ding chir trong hugmg)...

- Ciie hinh trong phéin téng quan tai lidu cén duge din vao bai viét.

- Thong tin ham lugng tro cao do (¢ bao da boi ¢6 mang day la chua pht hgp.

- B3 sung thong tin vé ndng d§ cic chit colchicine va oryzalin ding trong thi nghiém la wiv.

7. Mire dd edng b6 bai bio khoa hoe 1 két qui chinh cia d@ tai ludin dn v gid tri khoa hoc ciia
cic eong trinh di cong bd

Cac két qua nghién ctru chinh cta ludn dn da duge cong bd trong 02 bai bio khoa hoc., gom 1 bai
trén cic tap chi trong nude va 1 bai wén cic tap chi quéc té. Bai bio trén Tap chi Scicntia
Horticulturae thude danh muc SCIE, 1" 4.342, rank QI trong linh vue khoa hoc sinh hoc va nong
nghiép. ¢d mire dd uy tin va tic dong cao déi vai linh vye sinh hoc va nong nghiép. Két qua quan
trong cua ludn an vé o cdy U boi tlr phdi soma cdy sdm Ngoc Linh di duge trinh bay trong bai bao
nay. Bai bao rén Tap chi Khoa hoe Cong ngh¢ Viét Nam da ding (di cdc két qua vé kha nang phit
sinh phoi vo tinh ir nhiéu nguén vil liéu khidc nhau coa cdy. sim Ngoc Linh (Panax
vietnamensis a et Grushy.) duge thue hi¢n nhdm chon duge vt ligu thich hop cho sur phat sinh
phoi trong nudi cdy in vitro. Nhin chung. nhimg cong bé khoa hoe etia ludn én co chit lugng va gid
(ri cao. gop phfm dua duge nhimg thong tin k]'lt.)i-l hoc vé k¥ lhuE_'u l;!u cay ur boi sim Neoe Linh i
ngufm mau cfly phoi soma gioi thi¢u vdi cong dong khoa hoc qudce 1¢. Day la diéu co y nghia hét stre
quan trong. Két qua tir cde nghicn clru ndy 1a mot bude tién khoa hoE.: quan trong trong cong tac cai
thién gidng cay sam Ngoe Linh tai Vi¢t Nam. Dy la nhimng cong bo dau tién trén thé gidi vé chon
tyo gidng cdy sdm Ngoc Linh.

8. Két luin chung

- Mire do dap ang ycu ciiu ctia mot ludn dn tién si theo quy dinh: véri nhimg ndi dung nhan xét duge
néu ra & cae phin ké trén, ludin dn mic di co mét vai ndi dung ¢in bd sung va didu chinh nhung nhin
chung nhimg két qua trinh bay trong ludn dn dép tmg duge yéu cdu clia mot ludn an tién si chuyén
nganh,

- Ban 1om it ludn dn phan anh trung thire ndi dung co bin cia ludin dn va dap (mg ding véu ciu cua
mat ban tom 1t ludn an.
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BAN NHAN XET LUAN AN TIEN Si

Ho tén ngudi nhin xét ludn dn: Nguyén Du Sanh

Hoc ham hoc vi PGS.TS

Co quan cOng tic: Trudng DHKHTN, DHQGTPHCM

Ho v tén nghién ciru sinh LE THI DIEM

Tén dé tai ludn 4n: “Ng!nen cirn da bgi hda in vitro cdy sam Ngoc Linh (Panax vietnamensis
Ia e Grushv.)”

Chuyén nganh: Sinh 1y hoc Thuc vit Misé: 94201 12

Y KIEN NHAN XET
1. Tinh cin thiét, thoi sur, y nghia khoa hoc va thye tién cia dé tai

Sam Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) la loai sim dic hiru, cé gia tri dchrc
lidu rat cao vi ¢ chira ham lugng cao sapomn dac trung MR2, G-Rb1 va G-Rgl. Viéc phat trién
ving tréng sim Ngoc Linh dbl hoi phai c6 nhiéu cay giéng co chit lugng cao méi c6 thé dép g
duoc nhu cau Thoi gian trdng va khai théc hoat chét c6 chit lugng twong dbi 1au (trén 6 nam
tr.1). Cay trong (ké ca cay duge ligu) da bdi thudng mang lai lgi ich kinh té cao do kha ning tang
truong nhanh trong ciing mét thoi gian so v6i cdy ludng bdi. Viée nghién ciru da boi trén cay sim
Ngoc Linh la mét viéc lam ¢ tinh thoi sy, ¢6 y nghia thuc tién ddi véi Viét Nam hién nay. bay
ciing 1a mot viée lam can thiét vi nghién ciru tao cdy sim Ngoc Linh da bdi (du la in vitro) neu
thanh cong s& 1a mot ngudn tu lidu quy gid vé dm tugng (dugc li¢u) va phuong phap phii hop dé
c6 thé dua ra quy trinh ap dung cho cédc loai cay trong co gia tri kinh té khac.

2. Sy khong trang lip ciia dé tai nghién ciru so voi edc cong trinh, ludn vin, luin an di cong
bo trong va ngoii nude, tinh trung thye, rd ring vi diy da trong trich din tai liéu tham
khio

Cac nghién ciru vé cdy Sam dd duge nhiéu tic gia nghién ciru trén nhiéu khia canh, chu
yéu 1a phan dugc ligu. Sdm Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) 14 loai sim dic hiu
cua Viét Nam, cling dugc nghién ciru nhung it co tai liéu duoc cong b6 Con viéc tao da bdi thé
cdy sém Ngoc Linh tir phul in vitro, ban thin chua thiy cé sir trung lip vé noi dung cua cong trinh
va ludn 4n dugc cong bd trude diy. Day 1a mat cdng trinh nghlen ciru kha chi tiét vé num cay tao
phdi Sam Ngoc Linh in vitro. Sau d¢, ding ddi trgng nay dé xir Iy héa chit véi ndng do khac
nhau dé tao ciy da bdi. Cac cdy da bdi ndy duge theo dai, phan tich va bude diu danh gia su sinh
truong. Céc ket qua thi nghiém thu nhén dugc trinh bay rd; Céc ghi nhin va ly giai co lién quan
déu duoc trich dan.

3. Sw phi hop giira tén dé tai voi ndi dung, giira ndi dung véi chuyén nganh va ma s6 chuyén
nginh

Tén dé tai ludn 4n da thé hién diy du qua ndi dung nghién ciru va phit hop véi chuyén
nganh Sinh 1y hoc thuc vat va ma sé chuyén nganh. Dé tai c6 4 ndi dung v6i 9 thi nghiém dugc
thuc hién.
4. D§ tin ¢y va tinh hién dai ciia cia phwong phdp di sir dung dé nghién ciru

Phuong phép nghién cuu trong ludn 4n 14 cdc phuong phdp thudng dugc sir dung trong
nghlcn ctru nhu k¥ thuft nudi c1y md, tao phdi b’ing cdch str dung phytohonnone tac djng lén céic
ph:m clia ciy Sam Ngoc Linh in vitro. Xir ly tao da bdi b”mg hoa chat colchicine va oryzalin.
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Khao sét cdc phdi da bdi va kha ning sinh trudng cla cdc cdy da bgi nay sau 3 lin cay chuycn
béng céch quan sat giai phiu hinh thdi cdy sim Ngoc Linh, so lugng NST va té bao khi khéng.

5. Két quéa nhitng nghién ciu moi cia tic gia; nhimg dong, g,up lllOl cho su phat trién khoa
!llpc chuyén nganh; déng gép moi phuc vy cho sin xut. kinh té qubc, phong, xi hoi va doi
song, ¥ nghia khoa hge, gid trj va dj tin cdy ctia nhirng két qui do

Da ¢6 thé dénh gid dugce kha ning phat sinh phoi th cap tr cac dang phbi soma (sinh
dm‘mg) cla cdy Sam Ngoc Linh in virro. Da tao duge cdc phdi cdy Sim Ngoc Linh da boi thé
b.’mg hda chit colchicine va ory zalin va khao sat kha mng sinh trudng, tai sinh cta ching, dic
bi¢t 13 cdc cay tr bdi nudi cdy in vitro sau 24 tudn nudi cdy. Céc két qua thi nghiém duogc trinh
bdy 13 rang qua cdc hinh anh va bing biéu minh hoa. S6 liéu dugc ghi nhan va c6 phan tich théng
ké. Céde ghi nhan duoc trich dan diy du va sic tich.

6. Uu diém va nhuoec diém vé noi dung, két cAu va hinh thic ciia luiin 4n

Ludn an c6 ddy du cic plmn theo quy dinh. Lugn én trinh bay trong 134 trang. Céc phan
dugc phan phéi hop ly. Mo diu: (03 trang) dit van dé o (néu dugc ly do va muc dich nghién
cliu); Chuong 1: Téng quan tai li¢u (35 trang) trong déi diy du (Jién quan dén déi tugng, nji
dung nghién ctu qua tham khao cdc tai lidu da xudt ban); Chwong 2: Vit liéu, Noi dung &
Phwong phép: (13 trang) Tuong déi diy du, rd rang; Gdm 4 noi duncr v6i 9 thi nghiém duoc thuc
hi¢n, da thu thip dugc cdc 56 liéu chimg minh cho muc tiéu dé ra dua trén cac phuong phap duoc
str dung trong nudi cay in vitro xir Iy héa chit tao da bdi thé. Chwong 3: Két qua & Thio luén:
(58 trang) dugc thé hién qua hinh anh, bang, sb lidgu c6 tinh théng ké; Cac két qua dugc ly giai
(thao ludn). Clmm:g 4: Két ludn & Kién nuln (2 trang) Dua trén ket qua thuc nghiém da dac
két lai cac noi dung dit ra va dua vao d6 dé xudt cic cong viée co lién quan. Phin cong trinh da
cong b6: (1 trang) di diéu kién (2 bai da dang trén 2 tap chi ¢ uy tin mot trong nudc va mot &
nudc ngoal) Tai liéu tham khio: (22 trang) véi 207 tdi liéu co tmh cdp nhit, c6 lién quan va

duoc trich dan.

U diém:
Trinh bay sach dep, G rang. C6 hinh &nh bang di kém nén d& theo ddi. Tai ligu tham khao
phong phti va c6 tinh cdp nhat.

Han ché:

- Bang Danh muyc chir v iét tit: chua theo thir tu chir cdi; GA (khdng la Gibberellic acid); thiéu

SE, SSE (di ndi dung c6 dé cip)

- Con 16i in 4n, du it (tr 6, 45, 46, 66, ...); D6i chd cdu van dién dat chua rd (tr.1, 71,..); Céc tiéu

dé noi dung: 1,2,3,4 6 pllan V{lt li¢u, ndi dung phucmg phdp: nén théng nhit cach in (damz’ lot) va
noi dung tiéu dé phai théng nhét v6i phin ghi & phin muc lue, két qua, két luan .

- Dong gop mdi (tr.3)= No6i dung ludn 4n chua ré Phin: bude ddu thanh cong trong vige Xy

dymg quy trin h eo ban..... (phin két ludn ciing khong thiy dé cap).

- Phin Vit liéu... TN2,3 (tr44) Can cho biét cach 14y va sb lugng cua cac dang phdi lam vat

liéu thi nghiém dc tao phoi thir cap, S6 luong phdi dem xir ly & cdc TN 4,5.... 9 1a bao nhiéyu dé

¢6 thé tinh thong ké cé do tin cdy cao.

- Phin kién nghj (tr111): Muc dich tror15 Sdm Ngoc Linh dé lam gi? Nén ching cin theo ddi va
danh gid ham lugng dugc chﬁl ctia Sim Ngoc Linh tir bdi cdn duge vu tién hon,

Ciu hoi:

1) Cho biét phdi soma (sinh dudng) cdy Sdm Ngoc Linh trdi qua mfn) glm doan? Binh
thudng khi nudi cdy tao phéi ciy Sdm Ngoc Linh téc gid ¢6 ghi nhdn duge phdi bién di (di dang)?

2
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C6 bao nhiéu dang phoi bién di (%) khi xtr ly véi colchicine? So sanh vai doi ching, s& luom;,

phoi bién di (di dang) thé nao? (tr.74). Tac gia chon loai bién dj nao dé nghién ciru? c6 dang bién
di nao khodng nay méam (sinh trudng) o thi nghi¢ém ND 4 khong?

2) Téc gia ¢6 so sdnh cac chi tiéu cta ciy Sam Ngoc Linh tir boi voi cay Sam Ngoc Linh
da bdi khac? (ND 3 tr.110)

7. Noi dung cia lufin 4n da dwge cong b trén tap chi, ky yéu Hoi nghj Khoa hoc nao va gia
tri ciia cic cong trinh di cong b

Ca6 2 bai bao dugce cong bd trong nam 2022 ¢6 lién quan dén ndi dung luin 4n véi tén tic
giad la ngudi dung dau. Trong dé c6 01 bai bdo dang trong tap chi nuGc ngoai (Scientia

Horticulturae) va 01 bai bdo dang trén tap chi chuyén nganh trong nudc ¢ uy tin (Tap chi Khoa
hoc va Cong nghé Viét Nam).

8. Két luiin chung cin khing dinh:
Miic dd dip ung cic yéu ciu d6i voi mot lufin an tién si chuyén nganh.
So v6i yéu cau thi luan an dap Gng dugc diy di yéu cdu cua mot luan an tién si.
Bin tom tit qu'_in'. in ¢6 phin dnh trung thinh ndi dung co ban cia luin in khong.
Ban tom tit di thé hién twong ddi d.“&y di ndi dung cua ludn an.
Luin 4n c6 thé dua ra bio vé ¢Ap Hoc vién dé nhin bing tién s duge hay khéng.

Dé& nghi ludn 4n duoc dua ra bao vé cip Hoc vién dé nhan bang tién si chuyén nganh.

Tp. Hd Chi Minh ngay 16 thdng 10 nam 2023
Nguoi nhin xét

e
.____,/'/_’

e

Nguyén Du Sanh
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BAN NHAN XET LUAN AN TIEN Si
Ho va tén nguoi viét lugn dn: NGUYEN BA NAM

Hoe ham, hoe vi: Tién st

Co quan cdng tdc cia ngudi nhdn xét: Trung dm Nghién ctru Da dang va Bién dbi
Khi hiu- Trudmg Dai hoe Da Lat.

Ho v 1én Nghién ciru sinh: L& Thj Didm
D¢ tai: Nghién ctru da bdi héa in vitro cdy Sam Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et
Grushv.)
Chuyén nganh: Sinh ly thyre vit
Misb: 94201 12
Y KIEN NHAN XET

1. Tinh cip thiét, thoi sy, y nghia khoa hoe va thue tidn ciia dé tai

Lufn dn * Nghién ciu da bgi héa in vitro cdy Sim Ngoc Linh (Panax
vielnamensis Ha et Grushv.) ” di dap (mg dugc tinh cin thiét, thai sy, ¢6 ¥ nghia khoa
hoc va thuc tién. Céch dat vin dé va giai quyét vin dé ctia luin 4n duoc nhin xét Ia
hop 1y.
2. Sy khéng tring lip cia d& tai nghién ciu so véi cic cong trinh, luin vin, luin
in di céng bd & trong va ngodi nudéce; tinh trung thue, rd ring vi diy da trong
trich din tai liéu tham khio

Ludn dn dugc thyuc hién trén déi tugng cdy sim Ngoc Linh, m§t lodi Sim qui va
djc hiru ciia Viét Nam. Dén nay da ¢6 nhidu cong trinh nghién ciru trong nuéc lién
quan dén ddi tuong ndy, nhung chua e nghién ciru ndo d& cip vé vén dé da bdi héa
in vitro & cdy Sam Ngoc Linh cua téc gid. Vi vy, dé tai khong tring 1dp véi cdc cong
trinh da cong bd. Tac gia trich din 207 tai liéu tham khdo, mang tinh chét trung thye,
rd ring va dly du.
3. Sy phi hgp giira tén d& tai véi ngi dung, gira ndi dung véi chuyén nginh va
mi s6 chuyén nginh

Dé tai thyc hi¢n véi 4 ndi dung chinh:

1. Téi wu héa nguén vit li¢u |én phdt sinh phdi tir cdy Sim Ngoc Linh (cu thé 13
anh huéng cia cc ndng d§ 2,4 - D va TDZ Ién sy phdt sinh phdi cda ménh 14, cudng
14, ré, phét sinh phdi thir cdp tir cdc dang phdi, phat sinh phéi thir cdp tir mdu phdi

H
hinh cdu).
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2. Nghién ctru xir Iy 90 da bdi biing colchicine va oryzalin (cy thé 14 anh huémg
riéng 1¢ eta colchicine vl ornzalin 1¢n sy phdt sinh phdi thir cdp bién dj, sy sinh
tardng cua edy tr phat sinh phéi thir cap bién dj phat sinh tir tien xut 1y colchicine,
quan sdt dic diém hinh (hdi, giai phiu ctia cdy con khi xir 1y da bdi)

3. Nghién ciru xdc dinh mirc dd da bi (cu thé 13 théng qua phuong phip dém
NST, xdc dinh dic didm khi khiu cia ciy 1 bji) J

4. Nghién etru dnh huémg ctia kha nang sinh trudng, téi sinh va tinh én dinh ciia
cdy tr boi.

Céc ndi dung twrén phi hop vai tén dd 1ai va phi hop véi chuyén nganh ding ky la
sinh 1y thue vt véi ma sé: 9 42 01 12
4. DJ tin cdy va tinh hi¢n dai ciia phwong phip da sir dyng dé nghién ciru

- V& d¢ tin cdy: Ludn dn duoe thyc hién tai Vién Nghién efru khoa hoc Tiy
Nguyén - Vién Han Lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam, duge thuc hién trén 8bi
tuong sdm Ngoc Linh do Vién nghién ciru cung cép. Tac gii di sir dung cdc phuong
phép: Phuong phép bd tri thi ti wu hoa cic ngudn vit ligu phat sinh phdi tir cdy Sim
Ngoc Linh in vitro; Phuong phép giai phiu va quan sat gidi phdu hinh thdi; Phuong
phip nhudm NST; Phuong phip quan sat khi khﬁu. thuc hién theo ddi thi nghiém
thong qua céc chi tiéu cia thi nghi¢m. S§ li¢u duge xir ly thong ké dam bio do tin cdy.

- Vé tinh hién dai: Ludn 4n nghién cfru da bdi héa trén déi tugng duge ligu Sam

Ngoc Linh 1a mdt y tuong méi cho vige tidp cin va phat trién phuong phip da bdi
nhan tao trén cic ddi tuong dugc lidu qui, nhim tang sirc séng 4 thé va ham lugng
hop chét thir cp.
5. Két qui nghitn ciru méi cin tic gid; nhirng déng gép méi cho sy phat trién
khoa hge chuyén nganh; déng gép méi phuc vy cho sin }llﬂ‘\t: kinh t¢, qube
phdng, xi hdi va di sdng. Y nghia khoa hoe, gi trj vi 4§ tin edy cua nhirg két
qua do.

Két qua nghién ciru trong ludn 4n cia tic gia di cung cé'ip khdi qudt cac kién thie
vé¢ dbi tugng Sim Ngoc Linh trong nghién ciru da bdi. Céc tdc nhan xir ly va vit ligu
cling nhur phurong phap phit hgp dé xdc dinh d3 bdi. Ludn én cia tac gia gép phn 1Am
co s& cho qui trinh xir Iy da bdi trén cdy Sam Ngoc Linh dé tao cdy tir bdi noi riéng va
cling tao tién d& cho cdc nghién cimi ké tiép trong nghién ciru da bdi nhin tao cdy
duge ligu.

6. Uu diém va nhwoe diém v& ndi dung, két cdu va hinh thice ciia lufin dn
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Uu didm: Myc tiéu va ndi dung nghién ciru phi hop véi tén dé (di lujn dn va
chuyén nganh sinh ly thyc vét. Cu thé dugce nhin xét rd & cdc mat sau:

Vé miit b cuc luin an da dap tmg yéu ciu co ban ciia mét lun 4n Tién s, lugn
an gdm 134 trang, 3 chuong va phin m& ddu c6 néu rd myc tiéu, y nghia ciia nghién
ctru, Thoi gian nghién ciru di thisi lugng cho mét ludn 4n Tién si.

Vé mit ndi dung

Trén ngudn vét ligu cdy Sim Ngoc Linh in vitro

Phén rcfug quan; Trinh bay téng quan dfiy di cdc cong bd trong va ngodi nudc
lién quan dén ndi dung dé tai.

Vat li¢u va phiwong phdp nghién ciru: miu c:"ty cudng 14, manh 1a, ré Sim Ngoc
Linh in vitro 3 thang tudi. Phdi hinh ciu, hinh tim va hai 14 mim khong dot bién dugce
tich ra tir cum phdi. Céc phuong phap nghién ctm trong bai niy gom: phuong phép
bd tri thi t6i uu héa cic nguon vit liéu phat sinh phdi tir ciy Sim Ngoc Linh in vitro;
phuong phép giai phiu, quan sét hinh thai; phuong phip nhudm NST; phuong phéip
xir ly sb ligu. Pdy 1a cic phuong phap duge nhiéu tic gid trong va ngodi nude thyre
hi¢n cho huéng nghién ciru nay

Két qua nghién cien: Tée gid di thu dugc két qua trinh by chi tiét trong chuong 3,
cho timg ndi dung nghién ciru. Mau cdy manh 1313 v{it li¢u 18t nhit cho phdt sinh phoi,
trén moi trudng MS + 0,5 mg/L NAA va 0,5 mp/l. 24 - D.

Xir Iy da bdi véi colchicine & nbng d§ 0,5% wong 48 gitr vt 0,7 % trong 72 gity
hinh thanh phdi bién dj cao nhat so véi xir Iy oryzalin (1 1¢ miu séng (hip, cde phdi
thir cdp hinh thanh phidu kiéu bién dj khie bi¢r). Két qua xdc djnh mire dd da bdi cho
thdy ndng do colchicine & 0,5% trong 48 gitr cho 1y 1¢ 1r bi cao. Ciy tir bdi cb sy
sinh trudng cao hon so véi cdy ludng bi sau 24 tuin. Phoi ¢6 nguon goe tir cdy 1 bji
(4n = 48) c6 s\t tdi sinh én djnh qua ba Iin cdy chuyén.

Qua két qua thu duge cho thdy tic gia da thyc hi¢gn mdt khdi lugng cdng vige 16n
va két qua thu duge ¢ y nghia vé mjt Iy luin va thyc tién.

Nhimg han ché cta lujn 4n:

- Trong phin phuong phdp quan sat khi khiu: myc 2.3.5 (trang 50) tic gia da
trinh biy dé quan sat lyc lap trong khi khdng ciia cic 14 cia cdy ddt bién, 16p biéu bi
dudi cla cic 14 da chon duge tich vdo lic 9 giov sing va quan sit duéi kinh hién
vi?(c6 nhit thiét phai thu lic 9 gio sing?)

- Céc chi¥ c4i phan hang s ligu a, b, c, ... trong | c{t nén viét ndi khi tir ba chix

tr&s 1én (abe chuyén thanh a-c).
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- Bang 3.9 (trang 102) muyc 3.3.2 sira chinh ta trong bang.

- Nén nhét quan tén 1a khi khdu hodc khi khong.

7. N§i dung cta ludn dn di duge cdng b trén tap chi, ki yéu cia hdi nghj khoa
hoe nio va gid tri ciia cic cong trinh di cdng b

Tac gia ludn an cd 2 cdng trinh cdng bd vao nim 2022 (duge cong bd trong
khodng thoi gian thyuc hi¢n ludn 4n) trén cac tap chi khoa hoc ¢é uy tin, tic gia déu
dimg diu tén bai bao, trong d6 c6 1 bai dang & tap chi Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét
Nam va | bai ding & tap chi quéc té 6 uy tin (Scientia horticulturae). Cac bai ¢6 tén
va ndi dung phit hop vai két qua dé tai ludn an,

8. Két ludin chung :

Luan 4n cia NCS Lé Thi Diém c6 ni dung va két qua c6 y nghia khoa hec vi
thuc tién. DE tai luan 4an khong tring lap voi cac ludn 4n di cdng bd, ding vdi chuyén
nganh sinh 1y thuc vat va mi s chuyén nganh. Noi dung va hinh thire ctia ludn dn ddp
img yéu ciu cia mdt ludn dn tién si. Luin an ctia NCS L& Thj Didm dui didu ki¢n dua

ra bio vé trude hdi ddng chiim luin dn cap hoe vign dé NCS nhidn hoe vi Tién si.
Da lar, ngay 17 thang 10 ndm 2023

Al .. .‘ -~ »
Npwdi viet nhiin xét

(Ky va ghirg ho t1én)

TS.JY:guﬁn B¢ Nom
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BAN NHAN XET LUAN AN TIEN SI

Ho va tén ngudi viét nhan xét luan an: Nguyén Phuong Thao

Hoc ham, hoc vi: PGS.TS

Co quan cong tac: Truong Pai hoc Quéc té - Pai hoc Quéc gia TP. HCM

Ho va tén nghién cau sinh: Lé Thi Diém

Tén dé tai luan an: Nghién ctu da boi hoa in vitro cdy sam Ngoc Linh (Panax

vietnamensis Ha et Grushv.)
Y KIEN NHAN XET
1. Tinh can thiét, thoi sw, y nghia khoa hoc va thuc tién cia dé tai

Sam Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) la mot cay duoc liéu quy
hiém va dic hitu cua Viét Nam thuoc ho Nhan sam (Araliaceae). Loai cay nay duoc
ménh danh 13 “Qudc bao” cua Viét Nam véi gia tri duoc liéu va kinh té cao. Tuy nhién
viéc phat trién cay sam Ngoc Linh con gip rat nhiéu cac kho khin do sinh truéng cham
va doi hoi diéu kién trong trot khic nghiét. Ngoai ra, viéc thiéu (g dung céc bién phap
ky thuat trong nhan gidng, thuan héa va chon tao gidng lam cho ning suat trong trot
khong cao. Chinh vi vay, lan dau tién trén thé gisi, viéc nghién ctru toi wu hoa sy phat
sinh ph6i soma va tao ra cay da boi da thanh cong trén d6i twong cay trong nay. Cac két
qua cua nghién ctiru nay da mé ra mot trién vong méi dé phat trién cay sam Ngoc Linh,
mot loai cay cd gia tri cao nhung tdc d6 sinh truong lai rat cham. Thanh cong cua nghién
ctru nay 1a tién dé dé tao duoc ra cac gidng sam Ngoc Linh da boi phuc vu cho san xuét
véi muc dich nang cao ning suat va chit luong, cung tng cho nhu cau thi trueong trong
nuéc va trén thé gigi.

2. Sw khong trung lip cia dé tai nghién ciu so véi cac cong trinh, luan vin, luan
an da cong bd & trong va ngoai nwéc; tinh trung thwe, rd rang va day da trong
trich dan tai liéu tham khao

Céc noi dung nghién ciru cua luan an khdng bi tring lap véi cac cong b co trudce
& trong va ngoai nudc, CAc tai liéu tham khao duoc trich dan day dia va rd rang thé hién
su trung thuc trong nghién ctu khoa hoc.

2. Sw phi hop gitra tén dé tai véi ndi dung, giira ndi dung véi chuyén nganh va

mé s6 chuyén nganh



Tén luan an phu hgp véi cac ndi dung nghién cau phu hop, cac ndi dung nghién
ctru hoan toan phi hop vai chuyén nganh va ma sé chuyén nganh.
3. P tin cay va tinh hién dai ciia phwong phap di sir dung dé nghién cieu

Cac phuong phap nghién curu dugc st dung trong luan an nay da dang tir co ban
co dién t6i hién dai, c6 do tin cay cao.
4. Két qua nghién ciru méi cia tac gia; nhirng déong gép méi cho sy phat trién khoa
hoc chuyén nganh; déng gép méi phuc vu cho san xuét, kinh té, qudc phong, xa
hoi va doi song. Y nghia khoa hoc, gia tri va @ tin cay caa nhirng két qua do.

Luén 4n da chon dwoc ngudn vat liéu va méi truong toi vu cho qua trinh phat sinh
phdi soma trén d6i twong cay sdm Ngoc Linh. Tir cac két qua ghi nhan dugce, NCS da
xay dung thanh cdng quy trinh xir Iy tao cay da boi va bude dau khao sat sy sinh trudng
cua cy sam Ngoc Linh tir boi, ciing nhur danh gia duoc tinh on dinh vé hinh thai va di
truyén cia cay con tir boi. Day 1a tién dé cho c4c nghién ctru sau hon trong viéc chon
tao gidng, gop phan nang cao gia tri cho cdy sam Ngoc Linh va mang lai lgi ich phét
trién kinh té cho dia phuong va khu vuc.
5. Uu diém va nhwoe diém vé ndi dung, két cau va hinh thirc caa luan an

Luan an dugc trinh bay tét, c6 ndi dung, két ciu va hinh thic hop Iy
6. Noi dung cia luin an di dwoc cong bd trén tap chi, ky yéu hai nghi khoa hec
Nao va gia tri cia cac cong trinh di cong bd
NCS da cong bd duoc 02 bai bao tir cac két qua thu duoc:

- 01 bai bao trén tap chi Scientia Horticulturae (Q1/Scimago), day la tap chi
chuy@n nganh c6 chit lwgng cao va nam trong top 10 céc tap chi uy tin hang dau
vé linh vuc cong nghé té bao thuc vat.

- 01 bai bao trén tap chi Khoa hoc va Céng nghé¢ Viét Nam (Ban B).

Céc cdng bd nay déu co chat luong tét, 46 dang tin cay cao.
7. Két luan chung: Luin an du diéu kién bao vé cip hoc vién dé nhan bang tién si
Ho Chi Minh, ngay 18 thang 10 ndm 2023

Nguoi viét nhan xét
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PGS.TS. Nguyén Phuong Thao



BAN NHAN XET LUAN AN TIEN Si

Ho va tén nguoi Viét nhan xét luan an: TS. Nguyén Vin Binh

Hoc ham, hoc vi: Tién si

Co quan cong tac: Truong Pai Hoc Pa Lat

Ho va tén nghién ctu sinh: Lé Thi Diém

Tén dé tai luan an: Nghién Ciru Da Boi Hoa In Vitro Cay Sam Ngoc Linh (Panax

vietnamensis Ha et Grushv.)
Y KIEN NHAN XET
1. Tinh can thiét, thai sw, y nghia khoa hoc va thuc tién cia dé tai

Sadm Ngoc Linh, con goi la S&m K5 hay Sam Viét Nam, tén khoa hoc Panax
vietnamensis Ha et Grushv., thuoc ho Nhan sam (Araliaceae), la mot cay duoc liéu quy
hiém va dic hitu cua Viét Nam duoc ménh danh 13 “Qudc bao” cua Viét Nam. Mac du
c6 gié tri duoc liéu va kinh té cao, tuy nhién viéc phét trién sim Ngoc Linh con gap rat
nhiéu cac kho khin do dic tinh sinh hoc nhu sinh truéng cham va doi hoi diéu kién
trdng trot khic nghiét. Bén canh d6 viéc thiéu eng dung cac bién phap ky thuat trong
nhan giéng, thuan hoa va chon tao gidng lam cho ning suat trong trot khdng cao. Do
d6, viéc nghién ciru tdi wu hoa sy phét sinh phoi va tao ra cay da boi a nhimg huéng
nghién cau méi mé ra mot trién vong maéi dé phat trién cdy Sam Ngoc Linh, mot loai
cay c0 gia tri cao nhung tdc d6 sinh truéng lai rat cham. Thanh céng caa nghién ciru sé
tao duoc ra cac gidng sam Ngoc Linh da bdi phuc vu cho san xuit véi muc dich ning
cao ning suat va chat lugng, cung tng cho nhu cau thi truong trong nudc va trén thé
gioi.

2. Sw khong trung lip cia dé tai nghién cieu so véi cac cong trinh, luin vin, luin
an da cong bd & trong va ngoai nwéc; tinh trung thwe, rdé rang va diy da trong
trich dan tai liéu tham khao

Céac ndi dung nghién ciu caa luan &n khéng bi trung 13p véi cac cong bé co trudc &
trong va ngoai nudc, cac tai liéu tham khao duoc trich din day du va rd rang thé hién

su trung thuc trong nghién ciru khoa hoc.



2. Su phu hop giira tén dé tai véi ndi dung, giira ndi dung véi chuyén nganh va
ma s6 chuyén nganh

Céac noi dung nghién ciru phi hop véi tén dé tai dit ra, cac noi dung nghién ctu hoan

toan pht hop vai chuyén nganh va ma sé chuyén nganh.

3. P tin cay va tinh hién dai cia phwong phap da sir dung dé nghién ciu

Luén 4n d3 str dung cac phuong phap nghién ctru da dang tir co ban ¢ dién t6i hién dai,

c6 do tin cay cao.

4. Két qua nghién ceu méi cha tac gia; nhirng déng gop méi cho sw phat trién khoa

hoc chuyén nganh; déng gép méi phuc vu cho san xuit, kinh té, quéc phong, xa

hoi va doi song. Y nghia khoa hoc, gia tri va d¢ tin cay caa nhirng két qua d6.

Luén 4n di chon duoc ngudn vat lidu va méi trudng tdi wu cho qua trinh phat sinh phdi.

Pi xay dung duoc quy trinh xt Iy tao ciy da boi va bude dau khao sat su sinh truong

cua cay tir boi, cling nhu tinh 6n dinh vé hinh thai va di truyén cia cay t boi. Pay 1a

tién dé cho céc nghién ctru sau hon trong viéc chon tao giéng, gop phan nang cao gia

tri cho cay sam Ngoc Linh va mang lai loi ich phét trién kinh té cho dia phuong va khu

vuc.

5. Uu diém va nhwoe diém vé ndi dung, két cau va hinh thirc cia luan an

Luan an c6 noi dung, két cau va hinh thic hop ly

6. Noi dung caa luin an da dwoc cong bé trén tap chi, ky yéu héi nghi khoa hoc

Nao va gia tri caa cac cong trinh da cong bd

Cac noi dung cua luan an ciing da duoc cdng b rong rai trén céc tap chi trong nudc va

qudc té uy tin, thé hién duoc gié tri khoa hoc cao cua luan &n

7. Két luan chung: Luan an du diéu kién bao vé cap hoc vién dé nhan bang tién si

Lam Péng, ngay 18 thang 10 ndm 2023

Nguoi viét nhan xét

po

My



VIEN HAN LAM CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOC VA CONG NGHE VN Péc lap - Tw do - Hanh phic
HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NHE

Lam Dong, ngay MY thdng M ndm 2023

QUYET NGHI
CUA HOI PONG DANH GIA LUAN AN TIEN ST CAP HQC VIEN

Tén nghién ctru sinh: L& Thi Diém

V& dé tai: “Nghién ciru da boi héa in vitro cdy sim Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha
et Grushv.)”

Chuyén nganh:  Sinh Iy hoc thuc vat, Mi sb: 94201 12
Ngudi huéng dan: 1. GS.TS. Duong Tén Nhut - Vién Nghién ciru Khoa hoc Tay
Nguyén, Vién Han lam KHCNVN

2. TS. Tran Qué - Vién Nghién ciru Hat nhan

Sé thanh vién Héi déng danh gi luan 4n tién st cdp Hoc vién c6 mat: 6/7
Hoi dong d4nh gi4 luan 4n tién si cap Hoc vién ctia NCS. Lé Thi Diém da hop tir

8 gitr 30 dén 12 gid 20 tai Phong hop tang 1, Vién Nghién ciru Khoa hoc Tay Nguyén,
116 X6 Viét Nghé Tinh, Phuong 7, Pa Lat, Lam DPong

Sau khi nghe nghién ciru sinh L& Thi Diém trinh _bay ndi dung ludn an trong thoi
gian 30 phat, H)i ddng da nghe céc phan bién phat biéu nhan xét ludn an; nghe thu ky
Hoi dong doc ban tdng hop cac y kién nhan xét ludn 4n ctia cac thanh vién khéc trong
Hoi ddng va nhan xét tom téat ludn an ctia cadc nha khoa hoc giri dén. Hoi dong da tién
hanh thao luan chung tai Hoi truong, sau d6 Hoi ddng da hop riéng va nhét tri quyét
nghi nhu sau:

1. Két 'qua bo phleu dénh gid luén an cia Hoi ddng: 6/6 phleu tan thanh, trong d6 s6
phiéu xép loai xuéit sdc 1a 02.

2. Nhirmg két ludn khoa hoc co ban, nhing diém méi, dong gép méi cia ludn an:
Pay 1a nghién ctru da boi dau tién trén cay sam Ngoc Linh, do d6 c4c néi dung
nghién ctru hoan toan méi va la tién dé cho céc nghién ciru sdu hon

3. Co s& khoa hoc, dd tin cdy cta nhitng ludn d1e:m va nhitng két luan néu trong
luén 4n: C4c phuong phap nghién clru va cic két qua nghién clru cia luin an la
¢c6 co s& khoa hoc va ¢6 do tin cdy cao.

4. Y nghia vé ly lugn, thyc tién va nhitng dé nghi sir dung cac két qua nghién ciru
cia luan an: K&t qua nghién cir tir ludn an da tao ra ngudn vat lidu cay da boi rat
gia tri dé phuc vu cho cac nghién ciru tiép theo va mé ra mot huéng moéi trong
cOng tac chon tao gidng cho ciy sdm Ngoc Linh.

5. Nhitng thiéu s6t vé noi dung va hinh thirc ctia ludn an: Noi dung va hinh thirc phu
hgp, tuy nhién con nhiéu 16i cin chinh sira theo gop y cua cac thanh vién trong
hoi dong (theo nhu ban nhén xét).

6. Mic do dép tmg céc yéu cau ciia ludn an: Noi dung nghién ciru dap mg yéu cau
ctia ludn an tién si.




7. Nhimmg diém cin bd sung, sira chita (néu ¢6) truge khi ndp luén an cho Thu vién
Quoc gia Viét Nam.

+ Y nghia khoa hoc nén viét lai dé lam noi bat van dé nghién clru.

+ Chinh stra lai cac thong tin, bd sung tai liéu tham khao, phén tong quan nén bod
phén chuyén gen vi khong lién quan.

+ Xem lai cac hinh anh cho phu hop voi s6 liéu, bd sung thém hodc dua vao phu
luc.

+ Hay nham 14n gitta thuét ngir “Bién di” va “Da b)i” nén cén nhdc s dung
dang cho

+ Xem lai phén dir liéu mat do khi khong.

+ Danh phép khoa hoc can dung chinh xac.

+ Dung khoi lwgng chir khong dung trong lurong.

+ Kiém tra lai c4c thudt ngit cho thdng nhét trong toan luén an.

+ Chinh sira theo cac y kién gop y cia cac thanh vién trong hoi dong.
8. Kétluan:

e Luén an dép tng day di cac yéu ciu ctia mot ludn an Tién st chuyén nganh Sinh
1y hoc thyc vat.

e Ban tém tit ctia luan 4n trung thanh ndi dung co ban cua ludn an.
e Nghién ctru sinh L& Thi Diém xtrng dang nhén hoc vi Tién si Sinh 1y hoc thuc
vat.

~ Cain ot két qua bo phiéu, Hoi dong danh gi4 lugn 4n tién si cap Hoc vién dé nghi
cap hoc vi Tién si Sinh ly hoc thuc vat cho nghién ciru sinh Lé Thi Diém.

THU KY HOI PONG CHU TICH HQI PONG

TS. Nguyén Vin Binh PGS.TS. Truong Thi Bich Phurg
XACN 0 SO PAO TAO

Nguyén Thi Trung



VIEN HAN LAM CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HQC VA CONG NGHE VN Poc lap - Tw do - Hanh phiic
HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Lém Péng, ngay I thdng A1 ndm 2023

BIEEN BAN HOI PONG PANH GIA LUAN AN TIEN ST CAP HQC VIEN
Nghién ctru sinh: L& Thj Diém
Pé tai: “Nghién ctru da bdi hoa in vitro ciy sim Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha el
Grushv.)”

Chuyén nganh: Sinh ly hoc thyc vét, Ma s6: 9 42 01 12
Ngudi huéng din: 1. GS.TS. Duong Tan Nhyt - Vién Nghién ciru Khoa hoc Ty
Nguyén, Vién Han lam KHCNVN

2. TS. Tran Qué - Vién Nghién ctru Hat nhan

Quyét dinh thanh lap Ho6i ddng sb: 1035/QD-HVKHCN ngay 15/09/2023 cta Gidm
dbc Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé.

Thoi gian hop:

Pia diém: Phong hop tdng 1, Vién Nghién ciru Khoa hoc Tdy Nguyén, 116 Xé Viét
Nghé Tinh, phuong 7, Da Lat, Lam Dong

NOI DUNG

1.  Tir 8 gio 30 dén 9 gio 00:
- Dai dién co s& dao tao tuyén bd 1y do, doc Quyét dinh thanh 1ap Hoi d(}t‘)ng danh
gi4 luan 4n cip Hoc vién. P& nghi Chu tich Hoi ddng diéu khién budi hop.
- Chu tich Hi dbng diéu khién budi hop: :
+ Tuyén bd sb thanh vién Hoi ddng c6 mat: 6/7 (c6 danh sach kém theo), ving
PGS. TS. Nguyén Phurong Théao (c6 1y do va c6 giri ban nhén xét).
+ 86 khach moi tham dy budi bao vé: 10 ngudi.
+ Thu ky hoi dbng doc 1y lich khoa hoc va két qua hoc tap ctia nghién ciru sinh.

2. Tir9 gio 00 dén 9 giv 30:
- Nghién ctru sinh Lé Thij Diém trinh bay ndi dung luén an.

3. Tir9 gio 30 dén 11 gio 30:

- Phan bién 1: GS.TS. P6 Ning Vinh doc nhén xét ludn an, néu lén cic uu
nhuoc diém va nhimg didu cin chinh sira bd sung (kém theo toan vin nhin xét).

- Phéan bién 2: PGS.TS. Trinh Ngoc Nam, nhéit tri v6i y kién nhan xét cua
phan bién 1, doc nhén xét luéin an, néu 1én cic uu nhugc diém va nhitng didu can chinh
stra b sung (kém theo toan vidn nhén xét).

- Phan bién 3: PGS.TS. Nguyén Du Sanh, hoan toan dong y véi 2 ¥ kién nhéan
xét clia 2 phan bién trudc, doc nhan xét luan 4n, néu 1én céc wu nhuge diém va nhing
diéu cAn chinh sira bd sung (kém theo toan van nhén xét).




Ciac cAu héi ciia thanh vién Hoi déng va ciu tra 10i ciia nghién ciru sinh: (ghi rd ho

tén, hoc vi, chirc danh khoa hgc cta nguoi hoi)

Cau héi:

|. PGS.TS. Trinh Ngoc Nam: Ly do chon 3 loai phéi dé nghién ctru?
2. PGS.TS. Nguyén Du Sanh: Phéi soma saim Ngoc Linh phat trién trai qua may

giai doan? Trong nudi cdy phéi binh thudng c6 ghi nhan ty 18 bt thuong
khong? Céc phéi bién di c6 niy mam toan bd khong? Tai sao tac gia lai chon

loai bién di nay dé nghién ciru?

Tr4 10i ciia nghién ciru sinh L& Thi Diém:

1. Tran trong cam on va tiép thu cac y kién dong gop cua quy Thay C6 trong hoi

ddng va sé tién hanh chinh sira b sung nhu céc gop y.

. Viéc chon nguon vat liéu ban dau dong vai tro quan trong, chon té bao &

giai doan c6 qua trinh phan bao cao va d& dap tmg vai tdc nhan gy dot
bién nhat, va trong sb vat liéu str dung thi nghiém thi phéi hinh clu thé

hién tinh sin sang cao nhat doi voi cac tac nhan giy dot bién.

. Phoi soma sam Ngoc Linh ciing phat trién qua 4 giai doan, trong nudi cly

binh thudng ciing ghi nhén c6 ty 1¢ nhét dinh phdi bién di. Cac phéi bién
di ciing c6 mot ty 1& nhat dinh khong phat trién thanh cdy hoan chinh.
Nghién ciru sinh ciing ghi nhan nhiéu logi bién di, viéc chon lya céc loai

bién di dura vao hinh thai.

Y kién nhén xét tir cac thanh vién khac ciia hji ddng:

4.
d.

4 Thu ky hoi ddng thay mit PGS.TS. Nguyén Phuong Thao doc ban nhan xeét ciia
ludn an (kém theo toan vin nhan x¢t). ‘
+ TS. Nguy&n B4 Nam, doc ban nh4n xét ludn 4n, néu Ién cdc uu nhugc diém va
mot sb didm can bd sung, chinh stra (kém theo toan van nhdn xét).
+ TS. Nguyén Vin Binh, nhét tri vi cac y kién nhan xét tir cac thanh vién cta hoi
ddng, doc nhén xét va néu Ién cac uu nhuge diém ciing nhu mot s6 18i can chinh
stra dé luan an dugce hoan thién hon (kém theo toan van nhin x¢Et).
+ PGS.TS. Truong Thi Bich Phugng, ddng y v6i céc y kién cla cdc thanh vién
trong hoi ddng, nghién ctru sinh cn chinh sira mot cach nghiém tic nhu trong céc

nhan xét dé luan 4n hoan thién hon (kém theo toan van nhan xét).

Tir 11 gidr 30 dén 11 gio 40: Nghi gidi lao
Tir 11 gioy 40 @én 12 gid 00: Hop hdi dong riéng
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- Théng qua két luén ctia Hoi ddng (co6 vin ban kém theo).

- Ghi phiéu nhan xét luan 4n.
Két qua kiém phiéu 06/06 thanh vién tan thanh va dé nghi Hoc vién cép hoc vi Tién si
Sinh 1y hoc thuc vt cho nghién ctru sinh Lé Thj Diém.
6. Tir 12 gio 00 dén 12 gio 20

- Chi tich Hoi dong doc két luin cia hoi ddng danh gid ludn an.

- Hoéi ddng két thic lac 12 gid 20 phat, Thir bay, ngdy 18 thang 11 nam 2023.

THU KY HOI PONG CHU TICH HOQI PONG
Nguyén Viin Binh Trwong Thi Bich Phuwong

XAC NHAN CUA CO SO PAO TAO
KT. GIAM POC
G GIAM POC

Nguyén Thi Trung




VIEN HANLAM CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOC VA CONG NGHE VN Péc lap - Ty do - Hanh phiic
HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE : 2 g

BAN GIAI TRINH CHINH SUA, BO SUNG LUAN AN TIEN SI
CAP HQC VIEN

Ngay 18 thang 11 nam 2023, Hoc vién Khoa hoc va Cong ngh¢ da td chirc danh
gia ludn an tién si cAp Hoc vién cho nghién ctru sinh L& Thi Diém theo Quyét dinh 56
1035/QD-HVKHCN ngay 15 thang 09 nam 2023 cia Giam déc Hoc vién.
Ho va tén NCS: Lé Thi Diém
Tén luan an: “Nghién ciu da béi hoéa in vitro cdy sim ngoc linh (Panax
vietnamensis Ha et Grushv.)”
Chuyén nganh: Sinh ly hoc thue vat
M3 s6: 942 01 12

Ngudi huéng din Khoa hoc:
Giso vién huéng dan 1: GS.TS. Duong Tén Nhut

Gido vién hudng dan 1: TS. Tran Qué

Theo Bién ban ctia Hi ddng, NCS phai bé sung va chinh stra luan n céc diém

sau day:

Noi dung da dwge chinh sira, b6 sung

TT | Ngidung dé nghi chinh sira, b6 sung (Ghi ré 56 trang/chuong/muc... dd duoc

chinh sia)

NCS ghi nhan va da chinh stra theo gop
y cua Hoi df’ing:

Y nghia khoa hoc nén viét lai d€ lam noi | ¢ £, qué nghién ctu cia dé tai s& cung
bét van d€ nghién ciru. chp khai quat céc kién thirc vé dbi tuong
trong nghién ctru da boi bao gdm cac tac

nhan gy dot bién da boi, ngudn vat liéu




phti hop va cac phuong phéap xéc dinh
do bodi hitu hiéu. Qua do, nghién ciru
nay s€ lam co so dé xuét qui trinh xir ly
da boi trén cdy sim Ngoc Linh noi riéng
va trén cdy dugc liéu noi chung.

Trang 2

Chinh stra lai cac thong tin, bo sung tai

liéu tham khao.

NCS ghi nhén va da chinh stra theo gbép
y cua Hoi dong:

Tét ca cac thong tin khong trung khop
gitta bang va phin nhin xét da dugc

NCS chinh stra trong toan luan an.

Phén tong quan nén bd phan chuyén gen

vi khong lién quan.

NCS ghi nhan va da chinh sira theo gép
y ctia Hoi dong:

NCS da boé phan téng quan lién quan
dén phan chuyén gen.

Muc “1.2.4. Téng quan tai lieu” —
Trang 9

Can bd sung va chinh sta theo cic y
kién dong gop cua céc thanh vién trong
hoi dong vé cac ki hiéu viét tat va sip

xép theo tht tu hop ly

NCS ghi nhén va da chinh stra theo gép
y ctia Hoi dong:

Céac chir viét tit da dugc thdng nhét
trong toan bd ludn an va danh muc chir
viét tit.

Muc “Danh muc chit viét tit” — Trang

Vi - Vil

Cac 15i format trong bang can dugc

chinh stra

NCS ghi nhén va da chinh stra theo gop
y cua Hoi dong:
NCS da chinh stra 16i format trong bang

ctia toan ludn an (Bang 3.3; 3.5)




Xem lai cac hinh anh cho phtu hop voi
s6 liéu, bd sung thém hozc dua vao phu

luc.

NCS ghi nhan va da chinh stra theo gop
y cua HOl dong:

NCS da chinh stra rd hon céc hinh minh
hoa nhu: Hinh 3.1; Hinh 3.2; Hinh 3.3;
Hinh 3.4; Hinh 3.5

Muc “3.1.1. Két qua va thao lugn” —
Trang 53-62

Hay nham lan gifta thudt ngir “Bién di”
va “Da bo6i” nén can nhac st dung ding

chd

NCS ghi nhan va da chinh stra theo gop
y ctia Hoi dong:

NCS da chinh stra cac vi tri nén st dung
thuat ngit “Bién di” hay “Da boi” phl

hop trong toan ludn an.

Xem lai phan dif liéu mat do khi khong

NCS ghi nhéan va da chinh stra theo gop
y ctia Hoi dong:

NCS di xem xét phan dit liéu mat do
khi khéng va chinh sira phu hop theo
gbp v cua hoi dong. Cu thé mat do luc
lap trong té bao bao vé khi khong da bo

don vi tinh 12 mm”.

Muc “3.2.4.Két qua va thao lugn > —
Trang 96

Danh phap khoa hoc cdn dung chinh

Xac.

NCS ghi nhan va da chinh stra theo gop
y ctia Hoi ddng:

NCS da ra soat danh phap khoa hoc
chiph stra théng nhét céc thuat ngir nhu
dich huyén phu té bao, t& bao chit,
protocorm, té bao sinh dudng, khi

khéng trong toan bd luén éan.




Dung khéi lugng chir khong dung trong

luong.

NCS ghi nhan va da chinh sira theo gop
y cta Hoi dong:

NCS di ra soat chinh sira thay thé ti
“trong luwong” bing tir “khéi lugng”

théng nhét trong toan bo luan 4n

Kiém tra lai cdc thuat ngir cho thong

nhat trong toan ludn an.

NCS ghi nhén va da chinh stra theo gop
y cua Hoi dong:

NCS kiém tra lai cac thuat ngr va da
chinh stra thdng nhét theo goép y clia cac
thanh vién trong hdi dong trong toan

luén an.

10

CAn bd sung thém phén kién nghi dé mé

rong hudng nghién clru cua dé tai.

NCS ghi nhén va da chinh stra theo goép
y cua HQi dong:

Nghién ctu nay dugc thyc hién trong
pham vi va giéi han nhét dinh. Do vay,
mdt s6 ndi dung can dugce nghién ctiru va
lam r0:

Tiép tuc tién hanh x 1y tao da boi
véi cdc nong do colchicine va oryzalin
khac nhau hodc v6i chit chéng phan bao
khac dé t6i wu hod ti 1& cam Gng cdy da
boi.

Déanh gia va kiém tra cac déc diém
kiéu hinh va tinh én dinh di truyén cta
cac cdy tap bdi hinh thanh.

Tiép tuc thuc hién cac nghién curu
danh gia su 8n dinh cta céc thé to boi
qua cac doi cay con.

Panh gid tich liiy hop chét saponin
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trong cay da boi

Cac nguon vit liéu tir cdy da boi tiép
tuc lam nguyén liéu dé thuc hién cac
nghién ctru vé cam tng phdi soma, thu
sinh khdi va vat liéu dé san xuat hop

chét thir cép trén quy mé cong nghiép.

Muc “Kién nghi” — Trang 111

11

Théng nhét cach trich dan tai liéu tham

khao

NCS ghi nhan va da chinh sira theo gop
y ctua Hoi ddng:

Cach trich dan tai liéu tham khao dugc
théng nhét trong toan b luan an

Muc “Tai lieu tham khao” — Trang 113
- 134

Nghién ctru sinh chéan thanh cam on Qui thdy, cé trong Hoi déng danh gia luan

4n tién si cAp Hoc vién da gép y va tao co hoi cho NCS hoan thién ludn an cta minh.

GS. TS. Dwong Tan Nhut

XAC NHAN CUA HOC VIEN
KHOA HQC VA CONG NGHE

Xin trn trong cam on./.

TAP THE HUONG DAN

.

3¢

KT. GIAM POC
SeHO GIAM POC

Ha N¢i, ngay 30 thang 11 ndam 2023

NGHIEN CUU SINH

TS. Tran Qué

L& Thi Diém

CHU TICH HOI PONG

M

PGS.TS. Trwong Thi Bich Phuwong

NZETED
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