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BA   :    Benzyladenine 
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DNA  :    Deoxyribonucleic acid 
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NST :    Nhiễm sắc thể 
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RAPD : Random Amplified Polymorphic DNA 
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MỞ ĐẦU 

Ngày nay, nhu cầu về cây dược liệu ngày càng tăng để phục vụ nhiều lĩnh vực 

bao gồm sức khỏe và sắc đẹp. Các phương pháp nhân giống truyền thống thường phụ 

thuộc vào môi trường tự nhiên, dễ bị ảnh hưởng bởi các tác động sinh học và phi sinh 

học bất lợi, cũng như hàm lượng hợp chất thứ cấp (HCTC) thu hoạch thấp. Trong bối 

cảnh này, việc phát triển đa bội nhân tạo sẽ là một cách tiếp cận tiềm năng nhằm tăng 

sức sống cá thể và hàm lượng HCTC. Các thế hệ con lai đa bội thông qua biểu hiện 

gen đã làm sáng tỏ nguyên nhân của sự chuyển dòng chuyển hóa dẫn đến tích lũy 

vượt trội các HCTC [1]. 

 Panax vietnamensis Ha et Grushv. là loài sâm đặc hữu của Việt Nam, với tên 

thường gọi là sâm Ngọc Linh. Cho đến nay, hầu hết các nghiên cứu cho thấy nhiều 

công dụng hữu ích của sâm Ngọc Linh trong hỗ trợ giảm các hiệu ứng gây stress, 

chống trầm cảm, kháng tác nhân oxy hóa... Trong đó, nhóm chất saponin với hàm 

lượng cao và mang tính đặc trưng có giá trị quyết định của loài sâm này là MR2, G-

Rb1 và G-Rg1 [2]. Hơn nữa, nhóm saponin có cấu trúc khung dammaran chiếm tỉ lệ 

cao (12 - 15%), nhóm saponin hiện diện nhiều nhất là nhóm triterpen [3]. Vì vậy, sâm 

Ngọc Linh đã được công nhận là loài sâm quý nhất của Việt Nam cần được chú trọng 

nghiên cứu và phát triển. 

Tuy nhiên, củ sâm Ngọc Linh muốn đạt đủ chất lượng thường yêu cầu thời 

gian sinh trưởng kéo dài trên 6 năm. Hơn nữa, cây lưỡng bội sinh trưởng rất chậm 

trong tự nhiên và có khối lượng thấp, do vậy sản lượng thu được không đáp ứng đủ 

nhu cầu ngày càng tăng đối với loài dược liệu quý này. 

  Chiến lược nhân giống quan trọng để nâng cao các đặc tính có giá trị của cây 

trồng hiện nay là gây đột biến đa bội nhân tạo. Gần đây, nhiều nghiên cứu tạo thể đột 

biến đa bội trên đối tượng cây dược liệu cho thấy cây có toàn bộ bộ nhiễm sắc thể 

(NST) nhân đôi có hàm lượng dược chất cao [1]. Vì vậy, sự nhân đôi NST nhân tạo 

ở cây dược liệu có thể đem lại những kết quả kinh tế đáng kể. Kỹ thuật tạo đột biến 

theo hướng thực nghiệm mà cụ thể là sử dụng kỹ thuật xử lý gây đột biến đa bội bằng 

các tác nhân hóa học (colchicine, oryzalin) là một hướng nghiên cứu mới trên đối 

tượng sâm Ngọc Linh tại Việt Nam. Với kỹ thuật này đã mang lại ý nghĩa quan trọng, 

tạo nền tảng cho nghiên cứu các đối tượng cây dược liệu quý đang còn khá hạn chế 
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về đột biến và đột biến thể đa bội, đặt cơ sở nền móng cho nghiên cứu sâu hơn về 

chọn, lai tạo giống và nhân giống cây đa bội sâm Ngọc Linh tại Việt Nam. 

Chính vì vậy, đề tài “Nghiên cứu đa bội hóa in vitro cây sâm Ngọc Linh 

(Panax vietnamensis Ha et Grushv.)” được tiến hành với mục đích tạo các cây đa 

bội với những đặc tính mong muốn như sức sống cao, sinh trưởng và phát triển tốt, 

góp phần làm phong phú nguồn cây giống chất lượng cao cho thị trường giống cây 

dược liệu quý tại Việt Nam. 

Mục tiêu của đề tài 

- Xác định nguồn vật liệu tối ưu trong cảm ứng phôi soma sâm Ngọc Linh dưới 

tác động của các chất điều hòa sinh trưởng thực vật (PGRs) thông qua kỹ thuật nuôi 

cấy mô tế bào thực vật. 

- Xác định được tác nhân đa bội tương ứng với nồng độ chất tạo đa bội thích 

hợp để tạo cây đa bội hiệu quả. 

- Tạo được cây đa bội bằng tác nhân hóa học từ nguồn vật liệu phôi soma có 

nguồn gốc từ cây in vitro. Bước đầu đánh giá sự sinh trưởng và phát triển của các cây 

đa bội trong điều kiện in vitro. 

Ý nghĩa khoa học của đề tài 

Kết quả nghiên cứu của đề tài sẽ cung cấp khái quát các kiến thức về đối tượng 

trong nghiên cứu đa bội. Các tác nhân thường được ứng dụng để xử lý và các yếu tố 

liên quan đến hiệu quả gây đột biến đa bội. Đồng thời, chọn nguồn vật liệu phù hợp 

và các phương pháp xác định độ bội hữu hiệu. Qua đó, từ nghiên cứu này sẽ làm cơ 

sở đề xuất qui trình xử lý đa bội trên cây sâm Ngọc Linh nói riêng và trên cây dược 

liệu nói chung. 

Ý nghĩa thực tiễn của đề tài 

Xác định nguồn vật liệu tốt nhất và phương pháp áp dụng để xử lý gây đột biến 

đa bội. Chọn lọc các thể đa bội, tái sinh thể đa bội và đề xuất qui trình xử lý và thu 

nhận các thể đa bội hiệu quả trên cây sâm Ngọc Linh bằng phương pháp in vitro. Hơn 

nữa, nguồn cây sâm Ngọc Linh đa bội thu được từ nghiên cứu này sẽ làm cơ sở để 

nghiên cứu và đề xuất qui trình nhân giống cây sâm Ngọc Linh đa bội; qua đó góp 

phần hiện thực hóa việc trồng và phát triển loài sâm quý này với những đặc tính vượt 
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trội ở quy mô lớn; góp phần lưu giữ nguồn gen quý và khai thác thêm nguồn gen có 

ưu thế sau khi xử lý đa bội, làm đa dạng và thay thế nguồn giống tự nhiên đang dần 

cạn kiệt do khai thác quá mức.  

Đối tượng và phạm vi nghiên cứu của đề tài 

Đối tượng nghiên cứu 

Nghiên cứu quá trình đa bội trên cây sâm Ngọc Linh (Panax vietnamensis Ha 

et Grushv.) trong điều kiện in vitro. 

Phạm vi nghiên cứu 

Nghiên cứu tác động của PGRs đến khả năng phát sinh phôi soma (SE) và phôi 

thứ cấp (SSE) từ nhiều vật liệu khác nhau của cây sâm Ngọc Linh in vitro thông qua 

kỹ thuật nuôi cấy mô tế bào thực vật. 

Nghiên cứu ảnh hưởng của các tác nhân đa bội lên khả năng cảm ứng các thể 

đột biến của phôi thứ cấp sâm Ngọc Linh, bước đầu tạo được cây đột biến đa bội thể 

tứ bội, đồng thời đánh giá các đặc điểm sinh trưởng và phát triển theo thời gian của 

cây tứ bội.  

Các thí nghiệm in vitro được bố trí tại Phòng Sinh học phân tử và Chọn tạo 

giống cây trồng, Viện Nghiên cứu Khoa học Tây Nguyên, VAST. 

Những đóng góp mới của luận án 

Nghiên cứu đã đánh giá được khả năng phát sinh phôi thứ cấp (SSE) từ các 

dạng phôi soma (SE) của sâm Ngọc Linh. 

Luận án đã bước đầu thành công trong việc xây dựng một quy trình cơ bản tạo 

cây tứ bội thông qua quá trình tạo các phôi đột biến bằng các tác nhân gây đột biến 

đa bội. Đồng thời, nghiên cứu đã bước đầu đánh giá được một số đặc điểm sinh trưởng 

của cây sâm Ngọc Linh thể tứ bội. 
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CHƯƠNG 1.  

TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Sơ lược về cây sâm Ngọc Linh  

1.1.1. Lịch sử phân loại 

Năm 1968, sâm Ngọc Linh được phát hiện tại vùng núi Ngọc Linh. Năm 1985, 

tại Viện thực vật Kamarov (Liên Xô), tên khoa học của sâm Ngọc Linh được công 

bố do Hà Thị Dung và Grushvistky đặt tên [3]. 

1.1.2. Phân loại 

Giới: Thực vật (Plantae)  

Ngành: Thực vật hạt kín (Magnoliophyta) 

Bộ: Hoa tán (Apiales)  

Họ: Nhân Sâm (Araliaceae)   

Chi: Panax  

Loài: Panax vietnamensis Ha et Grushv. 

Tên khác: sâm Ngọc Linh, sâm Việt Nam, sâm Khu 5 

1.1.3. Đặc điểm hình thái  

Cây sâm Ngọc Linh thuộc nhóm thân thảo, có thân rễ, chiều cao khoảng 40 - 

60 cm. Thân rễ không phân nhánh, phân nhiều đốt, mang nhiều rễ nhánh. Ở cuối thân 

rễ củ thường kém phát triển, có màu vàng nhạt, nhiều rễ con. Ngoài tự nhiên, sâm 

Ngọc Linh có rễ củ rất phát triển và có nhiều kiểu hình thái khác nhau, phổ biến nhất 

là 3 kiểu chính: con quay, củ cà rốt, và bó củ. 

Quả có hạt dạng hình thận, số ít có hình cầu dẹt chứa 02 hạt. Quả mọng, chín 

màu đỏ và ở đỉnh quả màu đen. Trọng lượng của quả khoảng 275 mg. Hạt với bề mặt 

lồi lõm có màu trắng hoặc vàng nhạt, chiều dài khoảng 6 - 8 mm, rộng 5 - 6 mm [3]. 

Hoa có 05 cánh, 05 nhị màu trắng, đường kính khoảng 3 - 4 mm, màu vàng 

lục nhạt, có 05 lá đài tạo thành hình chuông, dài khoảng 1 - 1,5 mm. Bao phấn có 

dạng hình xoan. Bầu nhuỵ có hai lá noãn nhưng thông thường chỉ một lá noãn phát 

triển. 
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Lá kép có dạng chân vịt, phiến lá màu xanh lục với nhiều lông dài khoảng 1 - 

2 mm. Gân lá dạng hình lông chim, gân phụ có dạng hình mạng. Mỗi lá kép gồm năm 

lá chét hình trứng, các mép lá có dạng hình răng cưa, đầu lá có dạng nhọn, đôi khi có 

mũi nhọn và gốc lá nêm [3]. 

1.1.4. Sinh thái và phân bố 

1.1.4.1. Đặc điểm sinh thái 

Sâm Ngọc Linh thích hợp với điều kiện ẩm độ cao và có bóng râm, thường 

sinh trưởng chủ yếu ở độ cao từ 1000 - 2000 m so với mặt nước biển, cây thường mọc 

dưới tán rừng. Sâm Ngọc Linh sinh trưởng nơi ẩm ướt, nhiệt độ 15-18oC và lượng 

mưa trung bình 3000 mm/năm.  

Hàng năm, các lá sẽ rụng theo mùa, từ đầu mầm thân rễ chỉ mọc một thân 

mang lá, do vậy tuổi của sâm có thể căn cứ vào thân rễ để tính. 

Mùa hè là mùa sinh trưởng mạnh của Sâm Ngọc Linh, từ tháng 5 - 10 là mùa 

ra hoa và kết quả. Quả chín rụng xuống mặt đất và hạt nảy mầm vào mùa xuân năm 

tiếp theo. 

1.1.4.2. Đặc điểm phân bố 

Cây sâm Ngọc Linh được chính thức công bố năm 1985. Đến nay, chúng phân 

bố chủ yếu ở vùng núi Ngọc Linh (độ cao trung bình khoảng 2,598 m) thuộc tỉnh 

Quảng Nam và Kon Tum, Việt Nam. Tuy nhiên, sự phân bố tự nhiên của loài sâm 

này đã có nhiều thay đổi do việc khai thác quá mức hiện nay. 

1.1.5. Thành phần hóa học 

1.1.5.1. Hợp chất saponin 

Saponin là một nhóm glycosid, nhóm chất này xuất hiện phổ biến trong nhiều 

loài thực vật, và có nhiều trong sâm Ngọc Linh. Trong đó, saponin dammaran được 

xem là hoạt chất quyết định cho các tác dụng sinh học của sâm Ngọc Linh. Các dạng 

saponin chính trong sâm Ngọc Linh bao gồm GRb1, GRd, GRg1, MR2. Phần thân rễ 

và rễ củ dưới mặt đất có 52 hợp chất saponin, trong đó có 26 saponin có cấu trúc mới. 

Hơn nữa, phần trên mặt đất của sâm Ngọc linh cũng giàu saponin, trong đó 19 saponin 

dammaran đã được thu nhận với 11 saponin đã biết và 8 saponin có cấu trúc mới [3], 

[4]. 
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1.1.5.2. Hợp chất polyacetylen 

 Các nghiên cứu cho thấy trong sâm Ngọc Linh có 7 hợp chất thuộc nhóm chất 

polyacetylen và 5 hợp chất được xác định cấu trúc với panaxynol và heptadeca-

1,8(E)-dien-4,6-diyn-3,10-diol [3]. 

1.1.5.3. Các thành phần khác 

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) ở phần dưới mặt đất của sâm Ngọc Linh, 

bao gồm 8 acid amin thiết yếu, trong đó, lysine, tryptophan và arginine được cho là 

có tác dụng chống lão hóa cao [3]. 

Ngoài ra, ở sâm Ngọc Linh đã có 20 nguyên tố đa vi lượng được xác định. 

Trong đó sự hiện diện đa dạng các nguyên tố như Na, K, Mg, Mn, Fe, Zn, Cu, Co, Se 

có vai trò khác nhau và nhiều tác dụng sinh học nhất định [3]. 

Sâm Ngọc Linh có vùng phân bố khá hẹp nên số lượng cá thể giảm nhanh, và 

là một trong 250 loài quý hiếm đang dần biến mất do hoạt động khai thác quá mức. 

Do đó, sâm Ngọc Linh đã được giới hạn khai thác ngoài tự nhiên và để bảo vệ loài 

sâm này đã có nhiều chính sách đã được nghiên cứu và áp dụng trong đó đã đưa vào 

sách đỏ Việt Nam. Hiện nay, nhằm mục tiêu bảo tồn và phát triển cây dược liệu quý, 

đã có nhiều những nghiên cứu để phát triển và bảo tồn giống sâm Ngọc Linh, chủ yếu 

tại Quảng Nam, Kon Tum và Đà Lạt. Vì vậy, nhiều kỹ thuật mới đã được ứng dụng 

trong nghiên cứu, sản xuất, góp phần tăng sản lượng và giá trị, đồng thời xây dựng 

giá trị thương hiệu và thương mại hóa sâm Ngọc Linh. 

1.1.6. Những nghiên cứu trên sâm Ngọc Linh 

Trong hơn 20 năm qua, ở Việt Nam cây sâm Ngọc Linh đã được quan tâm 

nghiên cứu trên nhiều lĩnh vực. Năm 2010, nghiên cứu của Nhựt và cộng sự thông 

qua các nguồn mẫu mô sẹo, rễ và chồi nuôi cấy in vitro đã xác định hàm lượng 

saponin có trong sinh khối. Đồng thời nghiên cứu này cũng cho thấy các PGRs ảnh 

hưởng lên quá trình tích lũy hợp chất thứ cấp [5]. Đến năm 2012, tác động của methyl 

jasmonate đến lượng saponin tích lũy trong mô sẹo sâm Ngọc Linh in vitro đã được 

khảo sát [6]. Năm 2013, nghiên cứu của Ngô Thanh Tài và cộng sự đã chứng minh 
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ảnh hưởng của ánh sáng LED lên sự hình thành cây từ SE [7]. Một số nghiên cứu 

khác cũng đã được thực hiện để khảo sát sự ảnh hưởng của PGRs đến sự tích lũy hoạt 

chất của sâm Ngọc Linh. Năm 2012, nghiên cứu của Dương Tấn Nhựt và cộng sự đã 

xác định hàm lượng saponin và dư lượng của một PGRs tích lũy trong mô sẹo, chồi 

và rễ sâm Ngọc Linh nuôi cấy in vitro [5]. Ngoài ra Hoàng Xuân Chiến và cộng sự 

năm 2011 cũng đã thực hiện nghiên cứu một số yếu tố ảnh hưởng lên quá trình tạo củ 

sâm Ngọc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) in vitro, đồng thời nghiên cứu 

này nhóm tác giả cũng đã xác định hàm lượng saponin trong cây [8]. 

Các nghiên cứu về vi nhân giống đã được tiến hành trong nhiều năm qua nhằm 

hiện thực hóa hiệu quả nhân giống sâm Ngọc Linh [9 - 10]. Nghiên cứu phát sinh 

hình thái bằng cách sử dụng hệ thống lớp mỏng tế bào [11 - 13] và các nghiên cứu về 

phát sinh SE của sâm Ngọc Linh [14 - 17] cũng đã được thực hiện. Việc nuôi cấy 

nhân nhanh rễ thứ cấp cây sâm Ngọc Linh cũng đã được báo cáo trong nhiều nghiên 

cứu [18 - 22]. 

Ngoài ra, những nghiên cứu tạo hạt nhân tạo từ mẫu SE và khả năng nảy mầm 

của hạt nhân tạo cũng đã được thực hiện [23 - 25]; đánh giá sự ổn định di truyền bằng 

chỉ thị RAPD [26]; chuyển gen tạo rễ tơ và khảo sát sinh trưởng của rễ tơ [27 - 30]; 

nghiên cứu tích luỹ và sản xuất HCTC ở sâm Ngọc Linh [31 - 33]. Tuy nhiên, các 

báo cáo nghiên cứu về sự đa bội trên sâm Ngọc Linh vẫn chưa được ghi nhận. Vì vậy, 

đa bội hoá trên sâm Ngọc Linh mở ra một hướng nghiên cứu mới trên đối tượng sâm 

này. 

1.2. Nuôi cấy in vitro 

1.2.1. Giới thiệu 

Nuôi cấy mô thực vật là phương pháp nuôi cấy in vitro ở điều kiện vô trùng 

(sạch virus, vi khuẩn và nấm). Nuôi cấy mô thực vật, hay nuôi cấy in vitro, thường 

được dùng để nghiên cứu các cấu trúc, sinh lý, sinh hóa, di truyền thực vật, tạo dòng 

tế bào và nhân giống nhanh chóng (vi nhân giống) các loại cây trồng có giá trị kinh 

tế và dược học [34]. 
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1.2.2. Cơ sở sinh học 

Nền tảng của nuôi cấy mô thực vật là khả năng tái sinh được biểu hiện bởi các 

mô và tế bào thực vật sống. Khi được tách ra từ cây mẹ và nuôi cấy in vitro, với các 

kích thích hóa học và môi trường thích hợp, các tế bào biệt hóa sẽ được phản biệt hóa 

để tiếp tục phân chia và hướng theo các con đường phát triển khác nhau để tạo các tế 

bào, mô, cơ quan và cây hoàn chỉnh [35]. Khái niệm về mọi tế bào sống bình thường 

có khả năng tái sinh thành một cơ thể hoàn chỉnh được gọi là tính toàn năng của tế 

bào, đây được coi là cơ sở quan trọng trong nuôi cấy mô và tế bào thực vật [35 - 36]. 

1.2.3. Yêu cầu căn bản trong nuôi cấy mô thực vật 

Chọn lựa mô cấy và tìm môi trường thích hợp là hai yêu cầu quan trọng để 

nuôi cấy mô thành công. Cô lập mô cấy có tác dụng gián đoạn các tương tác trong 

cây nguyên vẹn, trong khi môi trường thích hợp giúp mô cấy thể hiện năng lực nội 

sinh. Do đó, thành phần hóa học của môi trường nuôi cấy và các điều kiện vật lý (khí 

quyển, kiểu bình nuôi cấy, ánh sáng, nhiệt độ…) cần được kiểm soát [34]. 

1.2.4. Ảnh hưởng của loại mẫu cấy trong nuôi cấy in vitro 

Các con đường tái sinh của mẫu cấy là khác nhau. Theo lý thuyết về tính toàn 

năng của tế bào, tế bào có khả năng phát triển thành cây hoàn chỉnh, tuy nhiên không 

phải bất kỳ tế bào nào cũng đều có thể biểu hiện tính toàn năng. Các mẫu cấy có tế 

bào đã biệt hóa cao như lá, thân, rễ hoặc mô hoa. Phôi chưa trưởng thành, mô phân 

sinh thực vật và tế bào mô phân sinh trong hệ thống bó mạch thì chưa biệt hóa. Các 

mẫu cấy càng có nhiều tế bào chưa biệt hóa thì càng có khả năng tái sinh tạo thành 

cây hoàn chỉnh [34]. 

Các mẫu cấy có các mô phân sinh có tổ chức, ví dụ như chồi bên, chồi hoa 

chưa trưởng thành, hoặc khúc cắt thân mang chồi bên, có xu hướng được kích thích 

để phát triển theo chương trình đã có sẵn, giúp nhân nhanh tạo số lượng chồi lớn [35]. 

Đối với các mẫu cấy không có mô phân sinh như mảnh lá, mảnh cắt cánh hoa, hoặc 

các đoạn lóng thân thì bước đầu tiên cần thiết cho nuôi cấy thành công là kích thích 

cho một nhóm nhỏ tế bào tiếp tục hoạt động phân bào. Các tế bào này có mức độ biệt 

hóa thấp như tế bào nhu mô lá và sự phản biệt hóa có thể cần thiết trước khi đi vào 

phân chia tế bào [35].  
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1.3. Phát sinh phôi soma (SE) 

1.3.1. Khái niệm 

Phát sinh phôi soma là quá trình biến đổi tế bào sinh dưỡng vô tính (tế bào 

soma, tế bào cơ thể, 2n), tức mọi tế bào khác hơn giao tử, thành phôi theo một quá 

trình tương tự với sinh phôi hợp tử. Khác với sinh sản vô phối, một kiểu sinh sản vô 

tính trong tự nhiên, phát sinh phôi soma xảy ra trong điều kiện in vitro [34]. Đây là 

một phương pháp tái sinh thực vật nhanh nhất. Việc ứng dụng phương pháp này chỉ 

với thời gian ngắn có thể tạo ra số lượng lớn cây con góp phần nâng cao chất lượng 

cây giống, đồng thời cải thiện tỷ lệ sống của cây con ở điều kiện vườn ươm [37]. 

Trong sinh phôi soma, tế bào đầu tiên (tế bào soma giữ vai trò hợp tử) phân 

chia không cân xứng, sau đó phôi trải qua các giai đoạn hình cầu, tim và cá đuối ở 

cây hai lá mầm, hay hình cầu, bao lá mầm và thuẫn ở cây một lá mầm, tương tự sinh 

phôi hợp tử. Cây con từ phôi soma có đặc tính di truyền của tế bào soma cha-mẹ [34]. 

Phát sinh phôi thứ cấp là quá trình phôi được hình thành từ phôi soma sơ cấp 

được sử dụng làm mẫu cấy, khác với phôi sơ cấp được hình thành từ mẫu cấy thực 

vật. Phát sinh phôi thứ cấp mang lại nhiều ưu điểm hơn so với quá trình phát sinh 

phôi sơ cấp, đặc biệt là tỷ lệ nhân lên và mức độ đồng đều tăng cao. Nuôi cấy phôi 

thứ cấp đã được mô tả ở ít nhất 80 loài thực vật hạt trần và hạt kín bằng cách sử dụng 

các PGRs và các loại carbohydrate khác nhau [38 - 39]. Gần đây, sự hình thành phôi 

thứ cấp đã được ghi nhận ở một số cây trồng như Cẩm chướng [40], Rosa lai 

“Samantha” [39] và Panax Gingseng [41] bằng cách sử dụng BA, 2,4-D và một số 

loại carbohydrate khác nhau. 

Phôi thứ cấp được hình thành trực tiếp hoặc/và gián tiếp trên lá mầm, trụ hạ 

diệp (hypocotyl), trụ thượng diệp (epicotyl) hoặc đầu rễ của phôi sơ cấp. Các hệ thống 

tái sinh thực vật hiệu quả thông qua phôi thứ cấp đã được ghi nhận ở một số loài thực 

vật, ví dụ như ở Cyclamen persicum, Hepatica nobilis, Pseudotsuga menziesii, Akebia 

trifoliata và Olea Europea. Phôi thứ cấp có thể tăng trưởng và kéo dài khả năng tạo 

phôi của một số dòng nhất định, nhân số lượng phôi có thể thu được (so với phôi sơ 

cấp) và phục hồi các hình thái bất thường mà nếu không thì không thể tái tạo cây bình 

thường. Con đường phát triển này đặc trưng cho chỉ số nhân giống cao, khả năng lặp 
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lại, độc lập với nguồn mẫu và mức độ đồng nhất cao. Ở nhiều loài, khả năng tạo phôi 

trong môi trường nuôi cấy in vitro suy giảm theo thời gian do quá trình lão hóa và 

cấy chuyền nhiều lần, phôi thứ cấp là cách để khôi phục tiềm năng phát sinh phôi của 

các dòng năng suất quan trọng và thường được sử dụng với loài cây lá rộng như một 

phương pháp quản lý lâu dài [42]. 

1.3.2. Vật liệu nuôi cấy trong phát sinh phôi soma 

Theo lý thuyết, từ một mẫu mô thông qua các phương pháp nuôi cấy có thể tạo 

ra vô số tế bào có khả năng phát sinh phôi. Nhiều nghiên cứu trên các đối tượng khác 

nhau cho thấy, tốc độ nhân giống từ phôi thường cao hơn mô phân sinh. Hơn nữa, 

giữa các bộ phận khác nhau của cây tồn tại mức độ phản ứng phát sinh phôi khác 

nhau. Bên cạnh đó, các mô có nguồn gốc từ phôi có khả năng phát sinh phôi soma 

cao và giảm dần đối với cuống lá, lá và rễ [43].  

Nhiều phần cơ thể thực vật được dùng để tạo phôi soma, và mô cấy thuộc về 

một trong hai nhóm chính [34]: 

- Phôi hợp tử chứa tế bào có sẵn năng lực sinh phôi. 

- Mô ít nhiều đã phân hóa chứa tế bào cần được cảm ứng để có khả năng sinh 

phôi. 

Các mô sinh dưỡng chứa các tế bào đã phân hóa, đang thực hiện chức năng 

trong cơ thể, nên cần được lập trình lại và để vào trạng thái sinh phôi. Thông thường, 

sự lập trình cần qua giai đoạn cảm ứng tạo mô sẹo với tiềm năng phân chia tế bào 

nhiều lần liên tiếp [34]. 

Trong thực tế, không phải mọi mô cấy đều thích hợp để nuôi cấy. Thông 

thường, việc tạo phôi thường thành công khi mô cấy được cô lập từ phôi hay trụ dưới 

lá mầm. Ở các loài cỏ, tế bào hợp tử, nụ hoa và lá còn giữ đặc tính mô phân sinh, khi 

được tách ra khỏi mô trưởng thành (mô đã phân hóa) dễ cho tế bào có khả năng sinh 

phôi [34]. 

1.3.3. Con đường phát sinh phôi soma 

Nền tảng trong phát sinh phôi soma là tính toàn năng của các tế bào [44]. Các 

tế bào sinh dưỡng (tế bào soma) trải qua các điều kiện cảm ứng để hình thành những 
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tế bào sinh phôi và xảy ra một loạt những biến đổi về sinh hóa, hình thái và dẫn đến 

hình thành phôi soma [34]. 

- Phản biệt hóa, tương ứng với xáo trộn hay dừng biểu hiện thông tin phát triển. 

- Cảm ứng, để giúp tế bào đạt năng lực sinh phôi, tức khả năng đáp ứng với 

tín hiệu cảm ứng, như PGRs (thường là 2,4-D), hay điều kiện cảm ứng của môi trường 

(như lạnh, khô). Phôi hợp tử không cần tín hiệu cảm ứng, vì đã được quy định vào 

con đường phát triển phôi. 

- Tái biệt hóa và quy định để giúp tế bào trở thành tế bào sinh phôi. 

Hai bước thu nhận phôi soma gồm [34]: 

(1) Tạo tế bào sinh phôi (tạo mô sẹo và/hay dịch treo tế bào), với auxin riêng 

lẽ hay kết hợp với cytokinin. 

(2) Tiến hóa phôi soma (từ mô sẹo, dịch treo tế bào), khi chuyển mô cấy sang 

môi trường giảm hay loại bỏ auxin. 

Có 2 con đường phát sinh phôi soma: Phát sinh trực tiếp và phát sinh gián tiếp 

[45]: 

Phát sinh phôi trực tiếp (direct somatic embryogenesis): Phôi hình thành trực 

tiếp trên bề mặt của mẫu cấy ban đầu mà không qua giai đoạn trung gian của mô sẹo 

[46].  

Phát sinh phôi gián tiếp (indirect somatic embryogenesis): Phôi hình thành 

gián tiếp thông qua sự hình thành mô sẹo sinh phôi và thông thường mô sẹo được 

tăng sinh trước khi được cảm ứng hình thành phôi [45]. 

1.3.4. Đặc tính hình thái của tế bào sinh phôi 

Các tế bào có khả năng phát sinh phôi soma có nhân nằm ở vị trí trung tâm, có 

những vi ống ở gần nhân và những sợi nhỏ actin [47]. Tế bào mô phân sinh cấp một 

của thực vật trưởng thành luôn giữ tiềm năng phôi, nghĩa là có thể lập trình để tạo cơ 

quan (chồi và rễ) như tế bào sinh phôi. Dưới các điều kiện xác định, tế bào từ mô sẹo 

hay dịch treo tế bào có thể cho sơ khởi cơ quan hay phôi soma [34]. 

Tế bào có khả năng sinh phôi (trong mô sẹo hay dịch treo tế bào) có hình thái 

giống tế bào mô phân sinh cấp một (có khả năng sinh mô và cơ quan): kích thước 

nhỏ, đẳng kính, vách mỏng, tế bào chất đậm đặc, nhân to và tiểu hạch giãn nở. Tế bào 
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mô phân sinh cấp một trong cơ thể thực vật trưởng thành luôn giữ tiềm năng phôi, 

nghĩa là có khả năng thực hiện chương trình tạo cơ quan (chồi và rễ) như tế bào sinh 

phôi. Ở các điều kiện xác định, tế bào từ mô sẹo hay dịch huyền phù tế bào có thể 

cho sơ khởi cơ quan (có khả năng sinh cơ quan) hay phôi soma (có khả năng sinh 

phôi soma) [34]. 

Khi phôi sinh dưỡng có nguồn gốc từ một tế bào, sự phân bào đầu tiên là sự 

phân chia bất đối xứng theo hướng ngang và tạo thành hai tế bào gồm tế bào gốc 

(basal cell) và tế bào đỉnh (apical cell). Chính tế bào nhỏ này sẽ phân chia để tạo 

thành những cơ quan của phôi không liên quan đến tế bào gốc. Sự phân chia bất đối 

xứng này đóng vai trò quan trọng cho con đường phát sinh phôi [48]. 

Giống với sinh phôi hợp tử, sinh phôi soma từ tế bào sinh phôi trong mô sẹo 

hay dịch huyền phù tế bào lần lượt qua các bước [34]: 

(1) Phân chia lần thứ nhất theo cách không cân xứng 

Phôi soma hình thành từ một tế bào ngoại vi (so sánh với hợp tử) của nhóm tế 

bào có khả năng sinh phôi. Phân chia lần thứ nhất của tế bào sinh phôi xảy ra theo 

mặt phẳng song song với mặt ngoài của nhóm tế bào, để tạo tế bào ngọn (ở phía 

ngoài), nguồn gốc của phôi soma và tế bào đáy (ở phía trong, gần môi trường rắn), 

nguồn gốc của dây treo. Những tế bào còn lại (của nhóm) họp với dây treo thành đám 

tế bào khá to, so với dây treo của phôi hợp tử. 

(2) Xuất hiện tiền bì và phôi hình cầu 

Phân hóa về cấu trúc và phát sinh mô trong sinh phôi soma bắt đầu ở phôi hình 

cầu với sự xuất hiện của tiền bì (lớp bao bọc phôi, không kể dây treo). Tiền bì tác 

động như lực cản đối với các tế bào bên trong, có vai trò điều hòa phân chia và phân 

hóa tế bào trong phôi soma. Ở cà rốt, tiền bì bất thường làm ngừng phát triển phôi 

soma. 

(3) Phân hóa tiền thượng tầng 

Ngay sau giai đoạn phôi hình cầu, phôi kéo dài đồng thời với sự kéo dài và 

phân hóa tế bào thành tiền thượng tầng. Tiền thượng tầng gồm các tế bào lớn với 

không bào, rất khác biệt với tế bào mô nền xung quanh. 
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(4) Tượng lá mầm 

Lá mầm xuất phát từ vùng ngoại vi của phôi, đánh dấu giai đoạn hình tim ở 

phôi cây hai lá mầm. Số lá mầm có thể thay đổi ở phôi soma, so với phôi hợp tử. Lá 

mầm quan trọng trong sinh cơ quan phôi, vì điều hòa dòng auxin dẫn tới khuynh độ 

sinh lý trong phôi. Lá mầm cũng cần cho nảy mầm, như ở hạt trong tự nhiên. 

(5) Phân hóa SAM và RAM 

SAM bắt đầu ở giai đoạn phôi hình cầu muộn, và xuất hiện rõ ở giai đoạn lá 

mầm. Ở cà rốt, phôi soma sẽ không tạo được sơ khởi lá nếu SAM chứa tế bào hóa 

không bào và có nhiều khoảng trống giữa các tế bào. Tạo RAM liên quan tới tế bào 

yên (tế bào dây treo ở vị trí cao nhất), và cần dây treo hiện diện, vì phôi không tạo 

được RAM nếu thiếu dây treo. 

 

Hình 1.1. Sự hình thành phôi của cây Arabidopsis từ tế bào trứng đến phôi ở 

giai đoạn hình tim [49]. 
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1.3.5. Ảnh hưởng của các chất điều hòa sinh trưởng thực vật đến sự phát sinh 

phôi soma 

Nồng độ của PGRs có vai trò rất quan trọng trong nuôi cấy tạo phôi. Khi nồng 

độ thấp, mẫu cấy sẽ không thể cảm ứng sinh phôi, ngược lại nồng độ cao có thể gây 

độc cho mẫu [37]. 

1.3.5.1. Auxin 

PGRs, đặc biệt là auxin, có liên hệ chặt chẽ đến sự chuyển đổi tế bào sinh 

dưỡng thành phôi. Việc sử dụng các auxin ngoại sinh giúp điều hòa sự phát triển của 

phôi soma bằng cách thay đổi hàm lượng auxin nội sinh như IAA. Việc đưa các loại 

auxin khác nhau vào môi trường nuôi cấy thường được sử dụng để kích hoạt quá trình 

phản biệt hóa tế bào ở cả cây hạt trần và hạt kín. Bên cạnh việc thúc đẩy sự phân chia 

tế bào trong mẫu cấy, auxin liên quan trực tiếp hoặc gián tiếp đến những thay đổi 

trong biểu hiện gen, tổng hợp protein, điều chỉnh và tái tổ chức chromatin cần thiết 

để bắt đầu con đường phát sinh phôi. 2,4-D là auxin tổng hợp được nghiên cứu rộng 

rãi nhất và ứng dụng trong các hệ thống tạo phôi thực vật khác nhau. Ở đậu nành, so 

với 2,4-D, phôi soma do NAA cảm ứng có hình thái giống phôi hợp tử hơn. 2,4-D, 

nhất là ở nồng độ cao, giúp mô sẹo phát triển nhanh, nhưng thường tạo nhiều phôi 

soma thứ cấp và phôi tạo cây con không bình thường. Ở cây một lá mầm, xử lý 2,4-

D ở nồng độ thấp dần tương ứng số phôi ít dần, nhưng phôi có chất lượng tốt hơn và 

tỷ lệ nảy mầm cao hơn. 

Auxin tự do đạt tới mức cao trước giai đoạn phôi hình cầu, và giảm mạnh khi 

phôi phát triển tính hữu cực và sinh cơ quan phôi. Auxin liên kết (amid hay ester) cao 

hơn auxin tự do vài lần, và cũng giảm theo cách tương tự. 

Trong giai đoạn tạo tế bào sinh phôi, auxin có vai trò cảm ứng tăng sinh và 

phản biệt hóa của tế bào, từ đó làm mất tính hữu cực của tế bào. Trong giai đoạn tiến 

hóa phôi soma, khi mô sẹo được chuyển sang môi trường có ít hay không có auxin, 

tính hữu cực mới của tế bào xuất hiện nhanh chóng ngay khi tế bào soma vào con 

đường sinh phôi (giống tế bào hợp tử), giúp phôi qua các biến đổi hình thái đặc trưng. 

Mẫu được cấy chuyền sang môi trường không bổ sung auxin để thiết lập tính phân 

cực của tế bào, đây là giai đoạn đầu tiên của quá trình phát triển phôi [34]. 
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1.3.5.2. Cytokinin 

Auxin và cytokinin tham gia vào quá trình điều hòa quá trình phân chia và biệt 

hóa tế bào trong mô thực vật, dẫn đến sự hình thành phôi soma. Cytokinin được cho 

là có liên quan nhiều hơn đến sự biệt hóa và phát triển hơn nữa của phôi soma [42].  

Ngoài auxin, việc sử dụng một số loại cytokinin như BAP, TDZ, kinetin và 

zeatin cho kết quả tốt. Cytokinin ngoại sinh không làm thay đổi phản ứng của mô cấy 

ở nồng độ thấp, nhưng làm giảm tăng trưởng và cản rễ phát triển khi ở nồng độ cao 

[34].  

Phôi sinh dưỡng ở một số loài thực vật hình thành gián tiếp từ những mẫu nuôi 

cấy trên môi trường có bổ sung cytokinin [50]. Tuy nhiên, vai trò của cytokinin riêng 

lẻ trong giai đoạn cảm ứng phát sinh phôi rất ít được đề cập, nhưng ở một vài loài thì 

cần phối hợp giữa auxin và cytokinin. Cytokinin thúc đẩy quá trình cảm ứng hình 

thành phôi soma từ nuôi cấy mô sẹo ở Phaseolus [51], Trifolium [52], Arachis 

hypogaea [53], Dendrobium cv. Chiengmai Pink [54]. Trong vài trường hợp, sự bổ 

sung cytokinin giúp cho sự tái sinh của phôi sinh dưỡng như sự hiện diện của BA ở 

các mẫu cấy cây hoa hồng đã giúp cho phôi sinh dưỡng trưởng thành [55]. 

1.3.5.3. Gibberellin, ethylene và ABA 

Gibberellin (GA) và ethylene đôi khi ảnh hưởng tới sinh phôi soma. GA kích 

thích nảy mẩm, qua đó kích thích tạo mô sẹo từ hạt lúa nảy mầm trên môi trường có 

auxin, trong khi ethylene liên quan trong hiện tượng ứ nước, là “bệnh sinh lý” trong 

nuôi cấy in vitro, làm cho mô trở nên trong suốt và mọng nước, thường xảy ra trên 

môi trường lỏng hay nửa-rắn (ít agar), nhất là trong bình nuôi cấy quá kín hơi nước 

chưa bão hòa [34].  

ABA giúp trưởng thành và nảy mầm của phôi soma (đậu nành, hướng 

dương,…) và tái sinh cây đơn bội từ hạt phấn lúa. Trong vài trường hợp, sự dùng 

flouridon, một chất cản sinh tổng hợp ABA, cản sinh phôi soma [34]. 



16 
 

 

1.4. Sự đa bội hóa ở thực vật 

1.4.1. Khái niệm đa bội 

Đa bội, là trạng thái có nhiều hơn 2 bộ NST, từ lâu đã được công nhận là động 

lực chính của quá trình tiến hóa và hình thành thực vật [56]. Đa bội là hiện tượng số 

tổ hợp NST đơn bội trong nhân tế bào tăng lên gấp bội. Nếu gọi một tổ hợp đơn bội 

NST là n thì nhân tế bào soma lưỡng bội là 2n, tam bội là 3n, tứ bội là 4n,... Các thể 

đa bội tự nhiên đã được xác định trong một loạt các đơn vị phân loại và các ước tính 

gần đây cho thấy hầu hết thực vật hạt kín đã trải qua các sự kiện đa bội trong lịch sử 

tiến hóa của chúng [57]. Các lợi thế tiến hóa, thích nghi tiềm năng của thể đa bội bao 

gồm tăng ưu thế lai, dư thừa gen, độ bền đột biến và tính đa dạng kiểu hình [58 - 59]. 

1.4.2. Phân loại các dạng đa bội của thể đa bội  

Thể đa bội được phân làm 2 loại chính là đa bội thể nguyên (euploidy) và đa 

bội thể lệch (aneuploidy).  

Đa bội theo thể nguyên: Bộ NST của dạng này chứa một số nguyên lần số tổ 

hợp NST như 3n, 4n, 5n, 6n… Trong đa bội thể nguyên, tùy theo con đường phát sinh 

có thể theo hai kiểu: thể tự đa bội (autopolyploidy), dị đa bội (allopolyploidy).  

Đa bội thể lệch bội: có bộ NST thay đổi số lượng cặp NST. Ở bộ NST 2n có 

1 (hoặc 2) đôi NST nào đó bị mất 1 (hoặc 2) hay thêm vào 1 (hoặc 2) NST. Tuỳ thuộc 

vào dạng thay đổi mà ta có các tên gọi khác nhau như thể một (2n - 1), thể ba (2n + 

1), thể không (2n - 2), thể bốn (2n + 2). Ngoài thể lệch bội đơn (thay đổi NST ở một 

đôi), còn tồn tại các thể lệch bội kép, đó là trường hợp ở hai đôi NST nào đó đều có 

sự thay đổi số lượng như thể một kép (2n - 1 - 1), thể ba kép (2n + 1 – 1),… 

1.4.3. Cảm ứng đa bội nhân tạo 

Sự cảm ứng đa bội nhân tạo là công cụ hữu hiệu để hỗ trợ tìm hiểu các quá 

trình tiến hóa, góp phần cải tiến và nhân giống cây trồng. Các thể đa bội thường sở 

hữu những đặc điểm ưu thế như lá dày và màu sẫm hơn; hoa to, lâu tàn và cánh hoa 

dày hơn; sức sống mạnh hơn; khả năng chống chịu với stress từ môi trường, sâu bệnh 

cao hơn; tăng sản xuất các chất chuyển hóa và có thể phục hồi khả năng sinh sản ở 

các con lai (Hình 1.2) [58 - 61]. Hơn nữa, đa bội là một trong những con đường quan 
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trọng để hình thành các loài mới, gia tăng sự đa dạng sinh học, đặc biệt ở thực vật. 

Mặc dù, nhiều nghiên cứu tập trung ở đa bội khác loài (allopolyploid), nhưng đa bội 

cùng loài (autopolyploid) cũng xảy ra phổ biến ở thực vật bật cao. Khả năng nhiều 

alen trên một locus có thể dẫn đến sự tương tác alen hoặc ảnh hưởng bởi số lượng 

alen có thể có sự thay đổi trong điều hòa và biểu hiện gen dẫn đến thay đổi về kiểu 

hình và biểu hiện gen. Nghiên cứu cơ chế phân tử biểu hiện gen và điều hòa gen trên 

cây đa bội cùng loài ngoài tự nhiên cũng như đa bội nhân tạo cho thấy cây đa bội 

thường tăng kích thước cơ quan, vượt qua sự bất thụ, gia tăng hàm lượng các hợp 

chất tự nhiên cũng như các sản phẩm trao đổi chất, tăng khả năng thích ứng với stress 

sinh học và phi sinh học (khô, hạn, mặn…) và thích nghi tốt hơn với các môi trường 

sinh thái [62]. Đa bội trong tự nhiên và nhân tạo đã tác động đến con đường tổng hợp 

các hợp chất sơ cấp và thứ cấp và từ đó làm thay đổi sự tích lũy các chất liên quan 

đến con đường này, từ đó làm ảnh hưởng đến các biểu hiện sinh lý và sinh hóa của 

nhiều đối tượng thực vật [61].  

 

Hình 1.2. Hiện tượng đa bội trong tự nhiên và nhân tạo giúp tăng cường tổng hợp 

chất chuyển hóa sơ cấp và thứ cấp [61]. 

Sự thành công của kỹ thuật đa bội ngày nay là do sự phát triển đồng thời với 

nhiều quy trình nuôi cấy in vitro hiệu quả trên nhiều đối tượng cây trồng. Bởi vì các 

hệ thống nuôi cấy mô thực vật thường khó khăn với nhiều đối tượng thực vật, đặc 

biệt là cây thân gỗ và chỉ thành công với một số loài hạn chế. Do vậy, việc phát triển 
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quy trình thường cần được tiến hành đối với từng loài và dòng thực vật để tối ưu hóa 

các quy trình tái sinh có thể áp dụng cho cảm ứng tạo đa bội in vitro [63]. 

Một số yếu tố quan trọng phải được xem xét để thiết lập quy trình đa bội hóa 

thành công gồm kiểu gen thực vật và loại mẫu cấy. Bên cạnh đó, loại chất kháng phân 

bào được sử dụng, thời gian xử lý và nồng độ cũng được xem là các yếu tố chính. 

Việc nghiên cứu ảnh hưởng của các yếu tố thực vật và chất kháng phân bào rất cần 

thiết để thiết lập hệ thống nhân giống thông qua quy trình đa bội hóa và cải tiến các 

giá trị kinh tế của cây trồng [64]. 

1.4.3.1. Các tác nhân gây đột biến đa bội 

Cảm ứng đa bội phụ thuộc vào nhiều yếu tố như: loại chất kháng phân bào, 

nồng độ và thời gian xử lý với của tác nhân đa bội phù hợp [63]. 

Tế bào đa bội có thể hình thành phụ thuộc vào nhiều yếu tố vật lý, hoá học 

khác nhau. Để gây đột biến đa bội, người ta thường dùng tác nhân gây đột biến sau:  

Sử dụng phương pháp sốc nhiệt: Nhiệt độ thay đổi đột ngột làm cho sự phân 

chia của tế bào bị rối loạn.  

Gây vết thương cơ giới như ly tâm, khuấy,… : Một tác nhân cơ giới tác động 

vào tế bào khi đang phân chia làm đứt hoặc không hình thành thoi vô sắc dẫn đến 

hình thành tế bào đa bội.  

Dùng tia phóng xạ ion hóa: Sử dụng tia rơnghen, chùm tia neutron và proton 

gây rối loạn phân bào.  

Dùng các chất hóa học gây đột biến: Đây là phương pháp được cho là có hiệu 

quả cao nhất và được sử dụng nhiều trong việc tạo ra đa bội thể. Các tác nhân hóa 

học được sử dụng để gây đa bội thể là colchicine, oryzalin, ethyl methyl sunfonate 

(EMS), acenaphthen. Ngoài ra có thể phối hợp thêm một số acid, kiềm, muối, glyxerin 

để có hiệu quả tốt nhất. 

1.4.3.2. Cơ chế hình thành thể đa bội  

Một số rối loạn diễn ra trong quá trình nguyên phân hay giảm phân của tế bào 

làm cho quá trình phân bào diễn ra không bình thường và hình thành tế bào đa bội. 

Nguyên nhân là do các NST sau khi nhân đôi nhưng không phân ly về hai cực tế bào 
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do không hình thành thoi vô sắc hoặc có sự phân ly về cực tế bào nhưng không đồng 

đều.. Sự rối loạn phân bào xảy ra ở tế bào soma hoặc ở thời kỳ phân chia thứ nhất của 

hợp tử [65].  

Dạng tự đa bội được hình thành do quá trình nội phân (endomitosis) xảy ra 

trong tế bào sống khi bộ NST nhân đôi nhưng không kèm theo phân bào, do đó số 

lượng NST được tăng gấp đôi, tức là đa bội hóa và từ đó dẫn tới hình thành các mô 

đa bội hoặc cơ thể đa bội do sinh sản sinh dưỡng [65].  

Dạng dị đa bội được hình thành qua quá trình tạo các giao tử và hợp tử đa bội, 

nghĩa là sự tạo thành các hợp tử đa bội từ các giao tử của các cơ thể khác nhau (tức 

là qua hiện tượng lai). Ngoài ra, các dạng đa bội cũng có thể được hình thành từ sự 

giao phối giữa những cây khác loài, cây có họ hàng xa về mặt di truyền [65].  

1.4.4. Ứng dụng đa bội trong nhân giống cây dược liệu 

 Cảm ứng đa bội hóa là một phương pháp tạo giống cây trồng có thể tạo ra các 

kiểu gen mới với đặc tính hình thái, đặc điểm sinh lý và sinh hóa được cải thiện thông 

qua việc tác động đến hệ gen, kiểu hình, sinh lý và cơ quan chuyển hóa của cây. Tăng 

kích thước tế bào thực vật - mở rộng cơ quan, tăng sinh khối và sản xuất chất chuyển 

hóa thứ cấp là những kết quả điển hình của phương pháp cảm ứng đa bội nhân tạo 

[64]. 

Đối với những loài cây dược liệu, là loài cây có chứa các phân tử chuyên biệt 

có công dụng làm thuốc chữa bệnh, sử dụng phương pháp đa bội hóa có thể làm biến 

đổi tỷ lệ các thành phần hiện có trong cấu hình hóa học của chúng bằng cách thay đổi 

sự điều hòa tổng hợp các chất sinh hóa, thêm một số thành phần mới vào cấu trúc hóa 

học của chúng thông qua việc biểu hiện các gen im lặng trước đây không được biểu 

hiện hoặc mất một số các thành phần do ức chế chức năng của gen. Sự cảm ứng đa 

bội có thể thay đổi kiểu biểu hiện (tăng lên, im lặng và điều hòa tăng/giảm) của các 

gen được nhân đôi, ảnh hưởng đến hệ thống chuyển hóa - phiên mã (transcriptome–

metabolome) và cuối cùng dẫn đến xuất hiện các thể có kiểu hình mới - bao gồm cả 

kiểu hình mong muốn và không mong muốn trên cây dược liệu. Do đó, hiệu quả của 

phương pháp cảm ứng đa bội nhân tạo phải được tăng lên để tạo ra một lượng lớn các 
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thể đa bội cảm ứng với tỷ lệ thấp hơn của các thể tạp bội và sàng lọc kiểu hình mong 

muốn trong số các thể đa bội cảm ứng có kiểu hình khác nhau [64]. 

Việc khai thác nguồn gen các loài cây dược liệu vẫn đang còn ở giai đoạn sơ 

khai. Ở cây đa bội, kích thước hoa, lá, quả và hạt đều tăng. Hoạt động của enzyme và 

việc sản xuất các chất chuyển hóa thứ cấp có hoạt tính sinh học cũng có thể được tăng 

cường bằng đa bội hóa. Sự nhân lên của bộ gen và số lượng gen trong thể tự bội có 

thể giúp tăng năng suất chất chuyển hóa. Cây đa bội có thể có kiểu hình khác hoặc 

giống với cây bố mẹ lưỡng bội; chúng không bị hạn chế bởi các đặc điểm của tổ tiên 

lưỡng bội và có thể có mức độ khác nhau về tính chống chịu hạn hán và côn trùng, 

sản xuất sinh khối, chất lượng và nồng độ của các HCTC [66]. 

1.4.5. Ưu điểm của cây đa bội  

Về hình thái: Cây đa bội thường có kích thước thân to, cao, lá dày; khí khổng 

lớn; hoa và quả to. Cường độ hô hấp, áp suất thẩm thấu của tế bào cao hơn cây lưỡng 

bội. Khả năng chống chịu của cây đa bội cao hơn cây lưỡng bội (chống hạn, chống 

bệnh).  

Sinh hoá: Hàm lượng các chất như đường, protein, lipid, vitamin… ở cây đa bội 

cao hơn so với cây lưỡng bội.  

Tính bất dục: Cây đa bội thể cùng nguồn hoặc cây tam bội có tính bất dục đực 

cao hơn do quá trình phân bào diễn ra không bình thường.  

Tính di truyền: Cây đa bội có ưu thế lai duy trì được lâu hơn và khi tự phối ít 

thoái hoá hơn cây lưỡng bội. Cây đa bội ít phân ly hơn cây lưỡng bội.  

Tế bào học: Tế bào đa bội thường lớn hơn tế bào lưỡng bội. Trong tế bào đa 

bội, kích thước khí khổng lớn hơn, mật độ khí khổng lại nhỏ hơn và lục lạp cũng 

nhiều hơn so với thể lưỡng bội. Số lượng NST tăng gấp bội và kích thước hạt phấn 

lớn hơn ở cây lưỡng bội (Bảng 1.1) [91]. 

 Vì các tế bào đa bội có xu hướng sở hữu khả năng tăng trưởng cao hơn, các 

tế bào này có khả năng hỗ trợ tăng trưởng cơ quan và cân bằng nội môi trong mô 

trong trường hợp không xảy ra nguyên phân. Đa bội hóa làm tăng kích thước tế bào 

và sự sản xuất sinh khối mà không làm phá vỡ cấu trúc tế bào và mô. Ngoài ra còn 

cải thiện tuổi thọ của tế bào nhờ tính chống chịu với stress [67].  
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Hầu hết các thể đa bội đã được ghi nhận có biểu hiện trội hơn các cây lưỡng 

bội cùng họ được gọi là thể “giga” [68]. Tuy nhiên, chất lượng và năng suất của các 

thể đa bội không phải lúc nào cũng cao hơn so với cây lưỡng bội cùng họ [59]. Hiện 

tượng “giga” đề cập đến sự gia tăng kích thước của tế bào (dẫn đến kích thước cơ 

quan lớn hơn) do kết quả của việc nhân đôi NST [1], [59], [69]. Mặc dù, kích thước 

tế bào thường lớn hơn ở các thể đa bội và sự mở rộng kích thước tế bào là tác dụng 

phổ biến nhất của quá trình đa bội hóa ở thực vật. Tuy nhiên, kích thước trưởng thành 

và sinh khối cuối cùng có thể không phải lúc nào cũng tăng ở thực vật [70]. Tỷ lệ 

giữa diện tích bề mặt và thể tích nhỏ hơn ở tế bào lớn hơn có thể làm giảm tốc độ 

phát triển của tế bào đa bội. Sự điều hòa kích thước và số lượng tế bào là một chiến 

lược thích ứng sinh thái ở thực vật. Do đó, việc kích thước tế bào tăng nhưng số lượng 

tế bào giảm là nguyên nhân một số loài thực vật không xảy ra hiện tượng thay đổi 

kích thước cơ thể do đa bội hóa [71]. Đôi khi các cây tứ bội không những không to 

hơn về mặt kích thước mà còn nhỏ hơn cây lưỡng bội [72]. 

 

Hình 1.3. Sự khác nhau về hình thái giữa cây ở thể lưỡng bội (a) và tứ bội (b) [64]. 

Cây đa bội được cho là có sức sống cao và thích nghi rộng, có sức chống chịu 

cao với điều kiện bất lợi [73] và tăng cường sản xuất các hợp chất thứ cấp (Hình 1.3) 

[64]. Đối với cây đa bội, có sự gia tăng hàm lượng đường và các vitamin [74]. Trên 

cây thuốc lá và đại mạch nghiên cứu gần đây cho thấy thông qua việc xác định hàm 

lượng tro của cây đa bội cho thấy hàm lượng tro cao do tế bào đa bội có vách dày 

[75].  
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Theo Gu và cộng sự (2005), đối với cây thể tứ bội có hoa nở chậm hơn cây 

lưỡng bội trung bình từ 3 đến 4 ngày trên cùng một cánh đồng [68]. Hơn nữa, nghiên 

cứu của Chen và cộng sự (2011) cho thấy trên cây hồng môn (Anthurium 

andraeanum) tứ bội có kích thước của khí khổng lớn hơn nhưng mật độ khí khẩu thấp 

hơn cây lưỡng bội [76]. 

Sau khi xử lý chồi cây Ocimum basilicum với colchicine, Omidbaigi và cộng 

sự (2010) kết luận rằng hơn 60% lá dày và xanh đậm hơn đối chứng (ĐC) [77]. Dunn 

và cộng sự (2007) cho rằng kích thước lá, độ dày lá đặc điểm hình thái tốt nhất để 

phân biệt thể đa bội ở Buddleja L. Hơn nữa, kích thước hoa, hạt phấn, đường kính 

thân, chiều dài lóng là những đặc điểm để phân biệt sau khi phát triển ở vườn ươm 

[78]. 

Nghiên cứu trên Cannabis sativa cho thấy cây con được xử lý đa bội với 0,05% 

colchicine có biểu hiện lá mầm và trụ hạ diệp dày hơn, có khí khổng lớn hơn và mật 

độ khí khổng giảm so với cây lưỡng bội [79]. Sự thay đổi về kiểu hình tương tự cũng 

biểu hiện ở cây chuối Namwa lục bội (Musa spp.) [80], Lilium davidii var. unicolor 

tứ bội [81] và Robinia pseudoacacial tứ bội [82]. 

Nghiên cứu trên Populus cathayana Rehd cho thấy cây tam bội có sự rò rỉ chất 

điện giải và hàm lượng malondialdehyde (MDA) tương đối thấp hơn, hàm lượng nước 

tương đối và Proline tự do cao hơn, đồng thời hệ thống quang hợp và chống oxy hóa 

hiệu quả hơn so với cây lưỡng bội trong trong điều kiện stress hạn. Kết quả trên chứng 

tỏ rằng cây đa bội có sự chống chịu tốt hơn trong điều kiện áp lực hạn hán tăng dần 

[83]. 

1.4.6. Cải tiến giống cây trồng 

Thay đổi di truyền  

  Sự nhân đôi toàn bộ bộ gen có thể gây ra những thay đổi về mặt di truyền như 

thay đổi trong biểu hiện gen và chức năng gen ảnh hưởng đáng kể đến sự phát triển 

và chọn giống cây trồng. Các tác động cụ thể của hiện tượng đa bội có thể rất khác 

nhau giữa các loài và các yếu tố liên quan đến cảm ứng đa bội [84]. 

Thay đổi về hình thái 

Những thay đổi về hình thái được ghi nhận thường xuyên khi nhiễm sắc thể 

được nhân đôi sau khi xử lý đa bội trên nhiều đối tượng thực vật. Trong đó, sự gia 
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tăng kích thước khí khổng thường được sử dụng để xác định sự nhân đôi của nhiễm 

sắc thể [85]. Bên cạnh đó, các đặc điểm như kích thước và độ dày của lá [78], kích 

thước và số lượng chùm hoa [86], chiều dài lóng và chiều cao cây [87] đều được báo 

cáo là bị ảnh hưởng bởi sự nhân đôi của nhiễm sắc thể. Sự gia tăng kích thước và sinh 

khối cũng được cho là kết quả của sự đa bội hóa. Ví dụ, nhiều loại cỏ được sử dụng 

làm nguyên liệu cung cấp năng lượng sinh học là loại đa bội [88]. 

Tạo giống cây trồng không hạt 

Cảm ứng đa bội in vitro tạo điều kiện để cải tiến và phát triển các giống cây 

trồng, giống không hạt. Trong đó để phát triển cây không hạt hiệu quả là tạo ra các 

cây tam bội (cây có ba bộ nhiễm sắc thể) bằng cách lai giữa cây lưỡng bội với cây tứ 

bội được cảm ứng đa bội nhân tạo [89]. Cách này đã được áp dụng thành công đối 

với một số loài như Miscanthus sinensis [90]. 
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 Sự thay đổi các đặc tính hình thái và sinh lý 

Bảng 1.1. Sự thay đổi các đặc tính hình thái và sinh lý của thể đa bội [91]. 

Loại thực vật 
Tác nhân  

đa bội 

Vật liệu 

thực vật 
Các đặc tính thay đổi 

Lilium regale Colchicine Vảy củ 

Mật độ khí khổng giảm, kích thước rộng hơn, 

kích thước lá lớn, cuống dài, chiều dài và chiều 

rộng lá rộng, chồi thấp hơn 

Impatiens 

walleriana 

(Hook.) 

Oryzalin 
Chồi 

đỉnh 

Tăng diện tích lá, độ dày lá, chiều rộng bầu nhụy 

tăng, tăng chiều dài và kích thước khí khổng, 

tăng số lượng lục lạp trong tế bào bảo vệ khí 

không giảm, chiều cao cây giảm. 

Lilium 

distichum 

Nakai and 

Lilium cernuum 

Komar 

Colchicine 
Phôi 

soma 

Lá rộng, tế bào bảo vệ dài, khí khổng và độ mở 

khí khổng lớn hơn, hàm lượng chlorophyll cao, 

nhiều lá, tế bào bảo vệ dài hơn. 

Catharanthus 

roseus (L.) G. 

Don 

Colchicine Lá 

Chiều dài, đường kính của khí khổng và số lục 

lạp trong tế bào bảo vệ khí khổng tăng lên. Tăng 

đường kính của các nhánh bên. Tăng chiều dài 

và chiều rộng lá, chiều dài cánh hoa và chiều 

rộng, và độ bền của hoa cũng tăng, tăng đường 

kính gốc, trọng lượng tươi và khô của rễ, tăng 

chiều dài hạt và đường kính hạt. 

Anemone 

sylvestris L. 
Oryzalin Cây Cây khỏe, sức sống tốt và ra hoa sớm. 

Hedychium 

coro-narium 
Colchicine TCL 

Tăng chiều rộng và chiều dài của lá, tăng chiều 

cao cây, sự phát triển của thân rễ cũng tăng, khí 

khổng lớn hơn, kích thước hoa và hạt phấn hoa 

lớn hơn, hoa kéo dài tuổi thọ. 

Bletilla striata 

(Thunb.) 

Reichb.f 

Colchicine Hạt 
Khí khổng lớn với mật độ thấp hơn, phiến lá lớn 

và cuống lá dày hơn. 

Hibiscus 

moscheutos 

L. Luna red 

Colchicine 

oryzalin 

Hạt nảy 

mầm 

Giảm chiều cao với kích thước nhỏ gọn hơn, tăng 

tổng thể độ dày của lá, hoa nở lâu, cây tứ bội 

không tạo phấn hoa, cây tam bội chỉ sản xuất 

phấn hoa nhưng hạt phấn không thể sống được. 

Agastache 

foeniculum 

Colchicine 

Oryzalin 

Trifuralin 

Mô phân 

sinh 

đỉnh 

Kích thước và mật độ khí khổng, số lượng lục 

lạp, hình thái đặc trưng (lá chiều dài và chiều 

rộng, khoảng cách giữa các đốt thân, diện tích lá, 

chiều cao cây, trọng lượng tươi và trọng lượng 

khô đều tăng. 
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Bảng 1.2. Sự cảm ứng đa bội ở các cây dược liệu [64] 

Loại thực 

vật 

Tác nhân  

đa bội 

Vật liệu 

thực vật 

Tỉ lệ đa 

bội (%) 

Các phân tử 

dược phẩm 

thay đổi mong 

muốn /không 

mong muốn 

Thành phần mới 

được sản xuất / 

mất đi 

Ajowan Colchicine 
Hạt nẩy 

mầm 
11,53 

Thymol 

(19,53%) 
–/α–Terpieol 

Andrographis 

(Andro-

graphis 

paniculata) 

Colchicine 

Lóng, hạt 

nẩy mầm 

và hạt 

40 

Andrographolid

e 

(28%) 

–/– 

Anise 

(Agastache 

foeniculum 

L.) 

Colchicine & 

trifuralin & 

oryzalin 

Mô phân 

sinh, hạt 
16–20 – 

 

–/– 

 

Cannabis 

(Cannabis 

sativa L.) 

Oryzalin Chồi bên 100 
Cannabidiol 

(9%) 
–/– 

Citrus limon 

(L.) 
Colchicine Hạt 36,36 – 

veo, geranial, 

β-

bisabolene/isocartr

ansα- 

bergamotene 

Gardenthyme 

(ThyMus 

vulgaris L.) 

Oryzalin Đốt thân 7,5 
Thymol, 

carvacrol 
–/– 

Iranianpoppy 

(Papaver 

bracteatum) 

Colchicine 

Hạt giống 

1 tháng 

tuổi 

11,44 
Thebaine, 

noscapine 
–/– 

Ispaghul 

(Plantago 

ovata Forsk.) 

Colchicine & 

trifuralin 
Chồi đỉnh 20±3,3 – –/– 

Lippia alba Colchicine Đốt thân  _ 
–/Citral and 

Linalool 

Eucalyptus 

(Eucalyptus 

polybractea) 

Colchicine Chồi bên - 
1,8-

cineole/sabine 
–/– 

Orchids 

(Dendrobium 

Phalaenopsis

) 

Colchicine 

&amiprophos

-methyl 

Protocorm 80 
Shihunidine-

hircinol 
–/– 

Plantago 

psyllium 

Colchicine & 

trifuralin 
Chồi đỉnh 23 & 19 Mucilage –/– 
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1.4.7. Các tác nhân hóa học chính được sử dụng trong cảm ứng đa bội 

1.4.7.1. Colchicine 

Colchicine thuộc nhóm chất alkaloid, có chủ yếu ở củ và hạt của loài 

Colchicum autumnade phân bố chủ yếu ở vùng địa Trung Hải. Colchicine có công 

thức phân tử C2H25O6N là một trong những chất hoá học được sử dụng rộng rãi để 

tạo các thể đa bội [92]. 

- Tính chất và tác dụng của colchicine  

Sau khi kết tinh, colchicine có dạng tinh thể màu vàng nhạt, nóng chảy ở 

155oC; tan trong rượu, cloroform, nước lạnh, ít tan trong nước nóng, benzen lạnh và 

hầu như không tan trong ether. Colchicine là hợp chất khá bền vững với nhiệt độ, 

nhưng dễ bị mất hoạt tính bởi ánh sáng [93]. Colchicine kết tủa với nhiều thuốc thử 

của alkaloid. Colchicine có khả năng khuếch tán mạnh vào tế bào thực vật, chỉ ở 

những mô phân chia mạnh khi chịu tác động của colchicine sẽ gây hiện tượng đa bội 

hóa [94]. 

- Cơ chế tác động của colchicine  

Cuối năm 1930, Blakeslee và Avery đã khám phá ra rằng colchicine ức chế sự 

hình thành của thoi vô sắc ở kỳ giữa và ngăn chặn một cách hiệu quả quá trình phân 

bào diễn ra ở kỳ sau [93]. Ở pha này, các NST đã được nhân lên nhưng sự phân bào 

vẫn chưa diễn ra, sự hình thành của thành tế bào bị hạn chế, kết quả là tế bào đa bội 

được tạo ra. Các tế bào đa bội lớn hơn tế bào lưỡng bội, các tế bào này phát triển 

thành những mô dày hơn, kết quả là tạo ra các cơ quan, bộ phận của cây trồng có kích 

thước lớn hơn. Nó cũng ảnh hưởng tới kích thước và số lượng khí khổng, đường kính 

hạt phấn và tính trạng hình thái khác biểu hiện theo mức độ đa bội mới. 

Đa bội phụ thuộc vào việc phá vỡ chu kỳ tế bào để ngăn chặn sự di chuyển về 

cực của nhiễm sắc thể trong anaphase. Các chất khác nhau, từ caffein và oxit nitơ đến 

thuốc diệt cỏ kháng vi ống đều được chứng minh là có thể cảm ứng đa bội [95]. Tuy 

nhiên, một số hợp chất kháng vi ống như colchicine và oryzalin sử dụng in vitro để 

cảm ứng đa. Colchicine [N-5,6,7,9-tetrahydro-1,2,3,10-tetra-methoxy-9-oxobenzo 

(a) heptalen-7-yl] acetamide là chất ức chế phân bào được sử dụng phổ biến nhất và 

đã được sử dụng để phục hồi đa bội ở nhiều loài. Colchicine được chiết xuất từ củ 
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của cây Colchicum autumnale và được sử dụng rộng rãi như một loại thuốc điều trị 

bệnh gút và các bệnh viêm nhiễm khác. Là một chất kháng phân bào, colchicine phá 

vỡ chu kỳ tế bào, bắt đầu từ metaphase, nơi nó làm mất ổn định các vi ống bằng cách 

liên kết với tiểu đơn vị ꞵ-tubulin để tạo thành phức hợp colchicine-tubulin. Do đó, 

colchicine ngăn chặn quá trình trùng hợp (polymerization) vi ống, mà không ảnh 

hưởng đến quá trình khử trùng hợp, dẫn đến sự phân hủy vi ống [96]. Trong nhân đôi 

nhiễm sắc thể in vitro, colchicine có ưu điểm là hòa tan trong nước, bền nhiệt, có thể 

hấp khử trùng và dễ dàng áp dụng cho các mô thực vật. Tuy nhiên, colchicine có ái 

lực liên kết cao với các vi ống của động vật và có khả năng gây độc cho người [97]. 

Ngược lại, colchicine có ái lực liên kết tương đối thấp với các vi ống của thực vật, 

đòi hỏi nó phải được sử dụng ở nồng độ cao để duy trì hiệu quả. 

- Thời gian và nồng độ xử lý  

Tùy thuộc vào từng loại cây, đặc tính sinh lý và thời gian phân bào mà ta có 

thể xử lý mẫu cấy ở thời gian và nồng độ thích hợp để đạt hiệu quả cao. Nếu thời gian 

xử lý quá dài thì mẫu sẽ bị chết hoặc không thể sinh trưởng được, còn nếu thời gian 

quá ngắn thì khả năng tạo đột biến không cao. Nồng độ colchicine xử lý tuỳ thuộc 

vào từng loại cây, colchicine được sử dụng dưới dạng dung dịch hay dạng bán rắn 

được trộn với lanonin hoặc agar.  

- Nguyên tắc  

Xử lý colchicine ở những vùng mô đang phân chia mạnh, tốt nhất là xử lý hạt 

đang nảy mầm, chồi, cây con, đỉnh sinh trưởng, nụ hoa, củ…  

Hai yếu tố thời gian xử lý và nồng độ colchicine cho các cơ quan, vùng mô 

phân sinh ở thời kỳ sinh trưởng của từng đối tượng cây trồng khác nhau phải được 

xác định bằng thực nghiệm. Trong và sau thời gian xử lý cần tạo môi trường tối ưu 

để cho cây sinh trưởng và phát triển bình thường.  

1.4.7.2. Oryzalin 

Oryzalin là chất được đăng kí lần đầu tại Mỹ năm 1974, được sử dụng làm 

thuốc diệt cỏ hàng năm, cỏ lá rộng và cây bụi. Công thức hóa học của oryzalin là 

C12H18N4O6S thuộc nhóm dinitroaniline. Nhiều năm qua, oryzaline được sử dụng để 

tạo sự đa bội ở cây trồng vì có ảnh hưởng trong ức chế sự phân bào ở thực vật. [98]. 
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Khi oryzalin được xử lý ở nồng độ µM cho kết quả ngang bằng với xử lý 

colchicine ở nồng độ mM. Ảnh hưởng oryzalin đến quá trình phân bào cũng tương tự 

colchicine nhưng việc gắn kết với vi ống của colchicine (tubulin) yếu hơn oryzalin 

[98]. Oryzalin liên kết với vi ống tạo ra phức hợp oryzalin - vi ống làm thoi vô sắc 

ngừng hoạt động, kết quả là làm ngăn cản sự phân chia tế bào [98]. 

1.4.7.3. Các tác nhân hóa học khác 

Các amide phosphoric là một nhóm thuốc diệt cỏ khác có hoạt tính kháng phân 

bào, trong đó amiprophos-metyl (APM) đã được sử dụng để nhân đôi NST in vitro 

[99]. APM cho thấy có ái lực cao với α-tubulin trong cây thuốc lá và có thể nhắm 

mục tiêu vào các vị trí liên kết tương tự như oryzalin [100]. Một ưu điểm của APM 

là hòa tan được trong nước tăng so với dinitroaniline, do đó sẽ giảm việc sử dụng 

thêm dung môi. Tương tự, các benzamide, đặc biệt là propyzamide đã cho thấy khả 

năng nhân đôi NST in vitro. Propyzamide cũng nhắm mục tiêu vào các vị trí liên kết 

tương tự như oryzalin. Cyanoacrylate là một nhóm chất chống phân bào khác có cơ 

chế tương tự như dinitroaniline. Tương tự như APM và propyzamide, các 

cyanoacrylat, ethyl (2Z) - 3-amino-2-cyano-4-ethylhex-2-enoate (CA1) và CA2 liên 

kết với α-tubulin tại các vị trí tương tự như oryzalin. Tuy nhiên, chúng vẫn chưa được 

sử dụng để cảm ứng tạo đa bội in vitro [63]. 

Nitơ oxide cũng đã được báo cáo là có thể cảm ứng tạo đa bội tuy nhiên cơ 

chế hoạt động vẫn chưa rõ [63]. Theo Kitamura và cộng sự (2009), nitơ oxide có thể 

cảm ứng đa bội bằng cách ức chế sự trùng hợp vi ống [101]. Có khả năng là nitơ 

oxide tương tác với tyrosine để tạo thành nitrotyrosine. Nitrotyrosine có thể thay thế 

tyrosine trong α-tubulin và ảnh hưởng đến quá trình trùng hợp [63]. Lipka và Müller 

(2014) nhận thấy rằng nitrotyrosine ở Arabidopsis thaliana một mình ức chế quá trình 

trùng hợp vi ống, nhưng làm giảm độ nhạy cảm với oryzalin do thay đổi vị trí liên kết 

α-tubulin [102]. Tuy nhiên, nitrotyrosine làm tăng độ nhạy khi nuôi cấy tế bào 

Nicotiana tabacum L. với oryzalin và nitrotyrosine có thể cung cấp thêm chất kháng 

vi ống [103]. 

Trái ngược với các chất kháng vi ống, thuốc diệt cỏ carbamate, như propham 

hoặc chlorpropham, hoạt động để phá vỡ nguyên phân mà không tác động đến quá 

trình trùng hợp hoặc mất ổn định vi ống. Thay vào đó, cacbamate hoạt động để phá 
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vỡ và phân mảnh các cực trong tế bào, dẫn đến sự di chuyển của NST theo đa cực 

chứ không phải lưỡng cực. Do đó, không chắc rằng cacbamate sẽ có hiệu quả trong 

việc phát triển các thể đa bội [63]. 

Không có báo cáo nào về việc sử dụng chất ức chế proteasome cho các thao 

tác tạo thể đa bội in vitro. Tuy nhiên, các chất ức chế proteasome, như lactacystin và 

MG132, can thiệp vào các protein điều hòa quan trọng chi phối quá trình chuyển tiếp 

metaphase, anaphase và cytokinesis. Một hạn chế của chất ức chế proteasome là các 

phương pháp xử lý không thể đảo ngược hoàn toàn [63]. 

Một nhóm chất ức chế chu kỳ tế bào khác, gồm hydroxyurea và aphididcolin, 

hoạt động để bắt giữ chu kỳ tế bào ở đầu pha S. Sau khi loại bỏ chất ức chế, các tế 

bào tiến qua pha S, G2 và M một cách đồng bộ. Mặc dù các hợp chất này không trực 

tiếp ảnh hưởng đến thể đa bội, nhưng chúng có thể được xử lý để tạo điều kiện đồng 

bộ hóa chu kỳ tế bào và tối đa hóa số lượng tế bào bị ảnh hưởng bởi chất kháng vi 

ống, do đó làm giảm thể tạp bội [63]. 

1.4.8. Cơ chế hình thành thể đa bội 

Phân chia tế bào nguyên nhiễm, giảm nhiễm là cơ chế phân chia chính xác về 

số lượng NST, đảm bảo cho loài được ổn định về bộ NST qua các thế hệ. Tuy nhiên, 

trong một số trường hợp sự phân chia bình thường của các tế bào bị phân hủy dẫn tới 

hình thành các tế bào đa bội. Sự nhân đôi của các NST xảy ra trước phân bào, nhưng 

các sợi tơ vô sắc bị phân hủy dưới tác động của các yếu tố gây đột biến, làm cho các 

sợi nhiễm sắc không chạy về hai cực của tế bào. Cuối cùng, lượng vật chất di truyền 

đã nhân đôi tồn tại ở một bên tế bào, hình thành nên tế bào được đa bội hoá: từ 2n trở 

thành 3n, 4n,... (Hình 1.4). Có thể xảy ra trường hợp là các sợi nhiễm sắc được vận 

động về hai cực của tế bào, song ở giữa tế bào không hình thành vách ngăn để phân 

đôi hai tế bào con và tế bào trở thành đa bội (Hình 1.1) [104]. 
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Hình 1.4. Cơ chế hình thành thể đa bội [104]. 

1.4.9. Các yếu tố ảnh hưởng đến cảm ứng đa bội in vitro 

1.4.9.1.  Loại mẫu cấy xử lý đa bội 

Mẫu cấy thực vật đóng vai trò cốt lỗi đối với nghiên cứu đa bội trong điều kiện 

in vitro. Việc sử dụng mẫu cấy chứa các mô có khả năng phân chia mạnh là nguồn 

vật liệu thích hợp nhất cho cảm ứng đa bội in vitro, gồm hạt nảy mầm, ngọn chồi, đầu 

rễ non, đốt thân cây con in vitro, chồi bên, chồi đỉnh và phôi [68]. Các mẫu cấy khác 

nhau sẽ có tiềm năng khác nhau đối với cảm ứng đa bội in vitro [64]. Cảm ứng đa bội 
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in vitro phụ thuộc nhiều vào sự sẵn có của các hệ thống tái sinh in vitro thành công 

[64]. Sự tái sinh dựa trên phát sinh SE và cơ quan là các con đường tái sinh chính 

trong cảm ứng đa bội in vitro [64]. Khả năng tạo cây hoàn chỉnh từ một hoặc một vài 

tế bào có thể cải thiện sự phát triển của cây đa bội đồng nhất và giảm thiểu khả năng 

xuất hiện dạng hỗn hợp (cytochimeras) [64]. Fu và cộng sự (2019) đã áp dụng các 

nồng độ colchicine khác nhau trên khúc cắt thân, lá và SE của Lilium distichum Nakai 

và Lilium cernuum Komar. Kết quả cho thấy, SE được cảm ứng đa bội tốt hơn so với 

mẫu cấy lá [68]. Bên cạnh đó, nhiều loại mẫu cấy khác cũng được sử dụng trong cảm 

ứng đa bội in vitro như mô phân sinh đỉnh chồi [105], hạt [106], đốt thân [107], mảnh 

lá [108] và nuôi cấy huyền phù tạo phôi [109]. 

Khi các mẫu lóng, cây con và hạt cây dược liệu Andrographis paniculata được 

xử lý với colchicine, tỷ lệ đa bội thu được từ mẫu hạt đạt được cao nhất (40%) [110]. 

Đối với Echinacea purpurea, các thể đa bội được tái sinh từ cuống lá sau khi xử lý 

bằng colchicine [111]. Tương tự, sự phát sinh cơ quan từ lá Populus sp. được xử lý 

bằng oryzalin dẫn đến đa bội. Sakhanokho và cộng sự (2009) xử lý mô sẹo tạo phôi 

của Hedychium muluense bằng colchicine hoặc oryzalin để phát triển các thể đa bội 

đồng nhất [112]. Hơn nữa, hệ thống tái sinh in vitro rất cần thiết để phát triển các thể 

đa bội [63]. Hansen và Andersen (1998) tái sinh đa bội từ vi bào tử của Triticum 

aestivum được xử lý bằng colchicine [113]. Trong một nghiên cứu khác, Yuan và 

cộng sự (2015) tái sinh đa bội từ rễ in vitro được xử lý bằng colchicine của thể đơn 

bội Brassica sp. [114]. 

Tuy nhiên, các hệ thống tái sinh in vitro dựa trên phát sinh cơ quan và SE chỉ 

mới được phát triển cho một số loài và cách tiếp cận này có thể dẫn đến sự biến dị 

dòng soma lớn hơn do đột biến và các thay đổi biểu sinh [115]. Đối với nhiều loại 

cây trồng, hệ thống tái sinh in vitro có những thách thức riêng và các mô thay thế có 

thể cần được xem xét. Do đó, các đốt thân và đỉnh chồi là những mô được sử dụng 

rộng rãi nhất để nhân đôi NST in vitro [63]. 

Để thu được các thể đa bội đồng nhất bằng cách sử dụng các đoạn nốt và đỉnh 

chồi, tất cả tế bào ban đầu trong 3 lớp mô phân sinh cần phải chịu tác động của tác 

nhân kháng phân bào [116 - 117]. Nếu tất cả tế bào ban đầu không bị ảnh hưởng, thể 

đa bội hỗn hợp (mixoploids hoặc cytochimeras) có thể hình thành [63]. Thể đa bội 
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hỗn hợp đã được quan sát thấy rộng rãi trong quá trình nhân đôi NST in vitro của 

nhiều loài thực vật gồm 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]. 

Mô tạp bội (Mixoploid tissue), một mô đơn lẻ gồm các tế bào có số lượng NST 

khác nhau [128], thường không ổn định, có xu hướng chọn lọc lưỡng bội cao và có 

thể trở lại trạng thái lưỡng bội ban đầu. Chọn lọc lưỡng bội có thể xảy ra khi các tế 

bào lưỡng bội (có ít DNA hơn hoặc đa bội thấp) có thể sao chép và phân chia nhanh 

hơn so với các tế bào đa bội cao hơn ở lân cận [116 - 117]. Hussey và Hypher (1978) 

đã ghi nhận hiện tượng chọn lọc lưỡng bội ở củ cải đường sau khi xử lý với colchicine 

và quan sát thấy rằng các tế bào đa bội biến mất qua các lần nuôi cấy tiếp theo [129]. 

Tương tự, Lattier và cộng sự (2013) phát hiện ra rằng đối với Acer platanoides, các 

mô đa bội hỗn hợp trở lại thành lưỡng bội trong khoảng thời gian 6 tháng [118]. 

Nuôi cấy nội nhũ là một kỹ thuật độc đáo để tạo ra cây tam bội từ cây lưỡng 

bội. Nội nhũ của Actinidia kolomikta (Maxim. & Rupr.) Maxim. được thu hoạch từ 

6–10 tuần sau khi ra hoa được sử dụng làm vật liệu cấy ban đầu để kiểm tra ảnh hưởng 

của các PGRs đối với sự tạo mô sẹo và hình thành cơ quan. Các mô sẹo cứng, chắc, 

phát triển nhanh được tạo ra trong môi trường MS có bổ sung 2,4-D (0,1 mg/L) kết 

hợp với kinetin (1,0, 2,0 và 5,0 mg/l), đã phát triển chồi khi được chuyển sang môi 

trường MS có bổ sung zeatin (1,0, 2,0 và 4,0 mg/L). Phép đo dòng chảy tế bào và 

phân tích NST đã xác nhận rằng các cây tái sinh là cây tam bội. Nghiên cứu này đã 

cho thấy nội nhũ của A. kolomikta có khả năng tái sinh thực vật và các cây tái sinh có 

cùng mức độ đa bội như nội nhũ (tam bội). Kết quả này có thể được sử dụng cho thao 

tác tạo thể đa bội ở các loài khác trong chi Actinidia [130]. 

1.4.9.2. Xử lý với các tác nhân kháng phân bào 

Cảm ứng đa bội rất khác nhau giữa các loài, giống cây trồng và phụ thuộc vào 

tác nhân kháng phân bào, loại mô và điều kiện nuôi cấy. Trong khi chất diệt cỏ 

dinitroaniline có ái lực cao với các tubulin thực vật và ngày càng được sử dụng nhiều 

hơn để nhân đôi NST in vitro, thì colchicine được sử dụng phổ biến để xử lý gây đột 

biến đa bội trên nhiều loài [63]. Morejohn và cộng sự (1984) đã chỉ ra rằng hiệu quả 

gắn kết của colchicine với tubulin thực vật khác nhau đáng kể giữa các loài [98] và 
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colchicine vẫn là tác nhân kháng phân bào hiệu quả và được sử dụng nhiều nhất đối 

với các loài như Populus hopeiensis [131]. 

Colchicine là tác nhân kháng phân bào được sử dụng nhiều nhất, bất kể những 

hạn chế đã được ghi nhận [125] và đã được sử dụng cho nhiều loài khác nhau từ thân 

thảo như Echinacea purpurea [111] đến cây thân gỗ như Chaenomeles japonica 

[132]. Sự thành công của colchicine với vai trò như một chất kháng phân bào là lý do 

chất này được sử dụng liên tục và thường xuyên trong các nghiên cứu gần đây hơn, 

như Bletilla striata [133], Petuna axillaris [134] và Populus Hopeiensis [131]. 

Oryzalin cũng là một tác nhân kháng phân bào được sử dụng thành công để 

tạo ra các dòng đa bội của cây thân gỗ và bán thân gỗ gồm Rosa [135], Rhododendron 

[122], Chaenomeles [132], Hypericum [120] và Acer platanoides [118]. Hơn nữa, 

oryzalin đã được chứng minh là hiệu quả hơn colchicine trong việc nhân đôi NST in 

vitro đối với Chaenomeles japonica [132], Rhododendron [123], Watsonia lepida 

[136] và Ranunculus asiaticus [125]. 

Xử lý với các hợp chất kháng phân thay đổi theo nồng độ sử dụng và thời gian 

tiếp xúc của mẫu là các yếu tố luôn được khảo sát. Trong khi thời gian xử lý thấp 

không cho hiệu quả và nồng độ cao gây chết mẫu thì sự tương tác giữa thời gian xử 

lý và nồng độ vẫn chưa được hiểu đầy đủ [63]. Meyer và cộng sự (2009) phát hiện ra 

rằng nồng độ oryzalin ảnh hưởng đáng kể đến tỷ lệ sống sót và cảm ứng đa bội của 

mô sẹo ở Hypericum sp.; đối với thời gian xử lý thì không gây ảnh hưởng [120]. 

Tương tự, thời gian xử lý và nồng độ của oryzalin không phải là yếu tố có ý nghĩa 

trong việc gây ra đa bội ở các cây lai Rhododendron [123]. Đối với Populus 

hopeiensis, cả thời gian xử lý và nồng độ colchicine đều là yếu tố có ý nghĩa lớn ảnh 

hưởng đến đa bội. Đối với Rosa sp., mối quan hệ giữa nồng độ và thời gian xử lý với 

oryzalin dường như phụ thuộc vào loại mô cấy [124], [135]. Kermani và cộng sự 

(2003) nhận thấy thời gian giảm đối với oryzalin được yêu cầu khi sử dụng các đốt 

thân 1 mm so với chồi đỉnh. Tương tự, Allum và cộng sự (2007) nhận thấy kích thước 

đoạn nốt ảnh hưởng đến thời gian xử lý với oryzalin và để đảm bảo NST nhân đôi thì 

thời gian xử lý phải kéo dài để tối đa hóa số lượng tế bào trong quá trình nguyên phân 

và thời gian xử lý với các chất kháng phân bào [124]. 
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Độ hòa tan liên quan đến ái lực liên kết với tubulin là một yếu tố khác cần 

được chú ý khi lựa chọn một chất kháng phân bào. Ví dụ, colchicine hòa tan cao trong 

nước (> 1,5M) và có thể dễ dàng thêm vào môi trường nuôi cấy tiêu chuẩn, nhưng có 

ái lực liên kết tương đối thấp với các tubulin thực vật. Ngược lại, dinitroaniline tương 

đối không hòa tan trong dung dịch nước, với oryzalin đạt đến độ bão hòa ở (< 7,5 

µM) trong nước, nhưng thường liên kết với các tubulin thực vật ở nồng độ dưới 500 

nM [137]. Nồng độ hoạt động của oryzalin thường được sử dụng để cảm ứng đa bội 

thường vượt quá ái lực liên kết và nồng độ hòa tan. Trong khi sự khác biệt giữa các 

loài về tính đặc hiệu của oryzalin đối với các tubulin có thể giải thích cho một số thay 

đổi, sự tương tác giữa nồng độ oryzalin ngoại sinh và tubulin nội bào vẫn chưa rõ 

ràng [138]. 

Phương pháp phổ biến nhất để ứng dụng chất ức chế kháng phân bào in vitro 

là xử lý trong dung dịch hoặc môi trường lỏng, sau đó phục hồi các mô trên môi 

trường tái sinh hoặc nhân giống. Tuy nhiên, trong một số trường hợp, việc bổ sung 

chất kháng phân bào vào môi trường đặc đã thành công để phát triển các thể đa bội. 

Đối với Hypericum sp., các thể đa bội được phát triển sau khi cho mô sẹo tái sinh xử 

lý với oryzalin trong môi trường lỏng từ 3 đến 9 ngày [120]. Ngược lại, Dhooghe và 

cộng sự (2009) đã sử dụng môi trường đặc có chứa oryzalin để tạo ra thể đa bội ở 

Ranunculus asiaticus [125]. 

Có thể các thành phần môi trường cũng có thể ảnh hưởng đến các chất kháng 

phân bào gây tác động đến quá trình nhân đôi của NST Hình 1.5) [64] (Ví dụ, hiệu 

quả của dinitroaniline liên kết với α-tubulin bị ảnh hưởng đáng kể bởi pH và sucrose 

[137], [139]. Trong các thử nghiệm liên kết tubulin, Hugdahl và Morejohn (1993) 

cho thấy ái lực liên kết oryzalin tăng gấp ba lần khi pH tăng từ 6,0 lên 7,0. Hơn nữa, 

tác giả lưu ý rằng sucrose có thể thay đổi sự tương tác giữa oryzalin và tubulin. 

Sucrose và pH là hai thành phần quan trọng trong môi trường nuôi cấy mô thực vật 

và cần được xem xét khi phát triển các quy trình tạo đa bội in vitro [139]. Lattier và 

cộng sự (2013) cho thấy việc bổ sung BA vào môi trường chứa oryzalin làm tăng tỷ 

lệ chết chồi ở nồng độ oryzalin cao hơn. BA có thể hoạt hóa tăng chu kỳ của tế bào, 

tạo ra các tế bào chuyển đổi nhanh hơn từ kỳ giữa (metaphase) sang kỳ sau (anaphase) 

của quá trình nguyên phân, trong giai đoạn này tế bào có thể nhạy cảm với oryzalin. 
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Vì vậy, việc xác định thành phần môi trường khi phát triển quy trình thao tác tạo đa 

bội in vitro có thể tối đa hóa hiệu quả nhân đôi NST (Hình 1.5) [64][118]. 

 

 

Hình 1.5. Các tác nhân ảnh hưởng đến xử lý đa bội [64]. 

1.4.10.  Chọn tạo những đột biến sau xử lý đa bội  

Phương pháp cảm ứng nhân đôi NST gồm nhiều giai đoạn cảm ứng, tái sinh và 

kỹ thuật xác nhận để đánh giá tỷ lệ thành công. Sau khi xử lý các tác nhân đa bội, 

việc chọn tạo cây đa bội mang những đặc tính tốt là khâu quan trọng. Vì những cây 

đa bội này sẽ được tiếp tục nghiên cứu do đó phải tiến hành kiểm tra, chọn lọc ngay 

sau khi đột biến. Đầu tiên, chọn những cây đột biến hình thái khác cây bình thường 

về những đặc điểm mà người ta mong muốn. Sau đó phân tích kiểm tra bằng nhiều 

phương pháp để phát hiện những đột biến như đếm số NST, đo hàm lượng DNA trong 

tế bào, ngoài ra để xác định đa bội, một số chỉ tiêu được áp dụng như như kích thước 

hạt phấn, khí khổng, số lượng lục lạp cao hơn dạng lưỡng bội 25 - 30%. Quan sát 

hình thái hoặc giải phẫu là phương pháp nhanh để đánh giá khả năng thành công của 

việc đa bội hóa. Hình thái khí khổng (mật độ, số lượng và kích thước của khí khổng), 

kích thước tế bào bảo vệ và hạt phấn được áp dụng để xác định gián tiếp mức độ đa 

bội và phân biệt cây đa bội cảm ứng giả định với cây lưỡng bội nguyên vẹn. Mật độ 

thấp hơn và kích thước khí khổng lớn hơn là những đặc điểm chung của thể đa bội. 

Hàm lượng lục lạp, chất diệp lục và carotenoid của tế bào bảo vệ là các chỉ số đa bội 
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đơn giản khác. Đặc điểm hình thái và giải phẫu có thể thay đổi dưới áp lực của môi 

trường; vì vậy, các chỉ thị quan sát được có thể không chính xác và đáng tin cậy. 

Sau khi chọn lọc được các cây đa bội, tiếp tục nhân lên và đưa cây ra ngoài tự 

nhiên để cây thích ứng. Đây cũng là khâu rất quan trọng, nó giải quyết khả năng ứng 

dụng vào trong sản xuất, khâu cuối cùng là lai tạo và bảo tồn các đặc tính tốt của cây 

[64]. 

1.4.11.  Các thành tựu về nghiên cứu đa bội trên thực vật 

1.4.11.1. Nghiên cứu ngoài nước 

Cảm ứng đa bội được xem là cách nhanh chóng và hiệu quả để tăng cường sản 

xuất các HCTC trên đối tượng cây dược liệu quan trọng so với cây ban đầu [140]. Đa 

bội biểu hiện các tính trạng mới rất có giá trị cả trong nông nghiệp và công tác chọn 

giống. Do đó, đa bội có thể là một công cụ quan trọng để có được giống cây dược 

liệu mới. Ví dụ, hạt tứ bội Datura stramonium L. có hàm lượng alkaloid cao gấp đôi 

cây lưỡng bội [141], hoặc thể tứ bội Artemisia annuaproduces có hàm lượng 

artemisinin cao gấp sáu lần thể lưỡng bội [142]. 

 Theo Wu (2002), phương pháp xử lý 0,05%, 0,1% colchicine và oryzalin ở 

nồng độ 0,01%; 0,05%; 0,1% trên mô sẹo tạo ra từ nuôi cấy SE in vitro ở cây có múi 

tạo ra thể quýt lai cam đường lưỡng bội kép cùng loài [143]. Nguyễn Thị Phương 

Thảo và cộng sự (2004) đã tạo thành công thể tứ bội trên cây Alocasia bằng cách xử 

lý 0,01%, 0,05% colchicine trên chồi đỉnh cây Alocasia lưỡng bội ở các thời gian 24 

giờ, 48 giờ, 72 giờ. Xử lý colchicine với nồng độ 0,05% trong 72 giờ, dòng tứ bội 

cao thu được cao nhất đạt 20%. Đối với mẫu xử lý bằng ozyzalin tỷ lệ dòng tứ bội 

cao nhất ở 0,05% trong 48 giờ [144]. Soriano và cộng sự (2005) đã tiến hành các thí 

nghiệm nghiên cứu ảnh hưởng của colchicine lên nuôi cấy bao phấn cây lúa mỳ 

Triticum aestivum L. và kết luận tỷ lệ kiểu hình đơn bội kép tăng gấp đôi ở nồng độ 

300 ppm trong 48 giờ [145].  

Ngoài ra, các nhà khoa học trên thế giới còn thu được nhiều thành tựu như tạo 

ra giống cây dưa hấu tam bội hay nho tứ bội cho sản lượng tăng 3 - 4% so với giống 

ban đầu, chất lượng tốt như hàm lượng đường tăng, không hạt, trái to, thịt quả nhiều 

và vỏ mỏng. Nimura và cộng sự (2006) đã thành công khi tạo thể lưỡng bội Dianthus 
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Caryophyllus L. và Dianthus japonicus bằng colchicine, tác giả sử dụng chồi bất định 

được lấy từ cây cẩm chướng in vitro và các đoạn mắt ngủ cây cẩm chướng trong vườn 

ươm sau đó xử lý với dung dịch colchicine và APT, kết quả có 156 thể lai được tái 

sinh, trong đó có 9 thể tứ bội, 18 thể đơn bội và 88 thể tạp bội. Thể tứ bội đạt cao nhất 

(14%) khi xử lý 0,27% colchicine trong 24 giờ [146].  

Yang và cộng sự (2006) đã xử lý colchicine trên cây nho Vitis vinifera L. nhằm 

tạo giống nho đa bội. Kết quả có 05/29 cá thể tứ bội hoàn toàn bằng phương pháp 

đếm NST [147]. Năm 2010, Islam và cộng sự nghiên cứu tạo đơn bội kép ở cây lúa 

mì bằng xử lý colchicine, kết quả đã làm tăng tỷ lệ này lên đến 81,73% [148].  

Nghiên cứu của Kaensaksiri và cộng sự (2011) chỉ ra rằng so với các loài lưỡng 

bội, các loài đa bội đã được chứng minh là thể hiện hình thái học cao hơn và khả năng 

đáp ứng với môi trường tốt hơn [149]. Ngoài ra, bộ gen được nhân lên làm tăng cả số 

lượng và chất lượng của các chất chuyển hóa thứ cấp và dẫn đến biểu hiện gen cao 

hơn so với các thể lưỡng bội [66].  

Gây đột biến đa bội với colchicine lên rễ bất định được nuôi cấy trong thời 

gian dài cho thấy sự biểu hiện của enzyme sinh tổng hợp ginsenoside tăng lên trong 

các dòng đột biến đa bội, làm tăng sinh khối và sản xuất ginsenoside ở Panax ginseng 

Mayer [150]. 

1.4.11.2. Nghiên cứu trong nước  

Ở Việt Nam, các nhà khoa học cũng đã nghiên cứu và tạo ra được một số giống 

cây đa bội có chất lượng tốt, năng suất cao. Năm 2010, Hà Thị Thúy và cộng sự tạo 

thành công thể tứ bội cây quýt Chum, bưởi và cam Phúc Trạch khi xử lý colchicine 

trên cành in vitro và cũng xử lý thành công trên hạt của cây cam sành và bưởi đỏ 

[151]. Năm 2012, Nguyễn Thị Ngọc Trâm và cộng sự đã tạo thể tứ bội của Citrus 

reticulata bằng cách sử dụng chất gây đột biến tạo đa bội là colchicine [152]. Trên 

hành củ Allium cepa L., xử lý 1,0% colchicine trong 6 ngày cho số cây sống sót đạt 

80% và tỉ lệ cây tứ bội đạt 20% [153]. Dòng cẩm chướng gấm Dianthus chinensis đa 

bội được tạo thành công bằng phương pháp xử lý 0,1% colchicine trong vòng 24 giờ 

hoặc 48 giờ; hoặc với 0,01 và 0,05% trong vòng 72 giờ với tỷ lệ đa bội đạt từ 0,87- 

12,85% [154]. 
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Bùi Văn Thắng và cộng sự (2018) đã thành công tạo ra thể tam bội Melia 

azedarach L. bằng cách nuôi cấy mô nội nhũ (3n) chưa trưởng thành. Các cây con có 

nguồn gốc từ nội nhũ là 100% thể tam bội được chứng minh bằng phân tích đo tế bào 

dòng chảy. Việc tạo ra các cây tam bội M. azedazach bằng cách tái sinh trực tiếp từ 

nội nhũ chỉ cần 5 tháng trong khi phương pháp truyền thống tạo ra các cây tam bội 

thông qua việc lai giữa các cây tứ bội (4n) và cây lưỡng bội (2n) có thể mất đến 12 

năm [155]. 

Nguyễn Phúc Huy và cộng sự (2019) đã tạo cảm ứng đa bội thành công từ chồi 

non in vitro cây Paphiopedilum villosum. Các chồi Paphiopedilum villosum cao 1,5 

cm xử lý với colchicine ở các thời gian tiếp xúc và nồng độ khác nhau. Tỷ lệ cảm ứng 

đa bội đạt 19,88% khi xử lý với 50 μM colchicine trong 6 ngày. Trong số các cây con 

đa bội thu được, các thể tứ bội đạt 88,24% [156]. 

  



39 
 

 

CHƯƠNG 2.  

VẬT LIỆU, NỘI DUNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  

2.1. Vật liệu 

2.1.1.  Vật liệu thực vật 

Các mẫu cấy cuống lá, mảnh lá và rễ của cây sâm Ngọc Linh (Panax 

vietnamensis Ha et Grushv.) in vitro ba tháng tuổi (thể lưỡng bội 2n = 24) nuôi cấy 

trong môi trường MS tại Viện Nghiên cứu khoa học Tây Nguyên, VAST được sử 

dụng như nguồn mẫu cấy ban đầu.  

Các phôi ở dạng hình cầu, dạng hình tim và phôi có lá mầm, không đột biến 

được tách ra từ cụm phôi được sử dụng như nguồn mẫu để khảo sát sự hình thành 

phôi thứ cấp. Các loại mẫu cấy được sử dụng cho các thí nghiệm được thể hiện trong 

hình 2.1. 

Cây sâm Ngọc Linh in vitro (2n=24) [157] 

 

Hình 2.1. Các nguồn vật liệu sử dụng làm mẫu cấy.  

2.1.2. Thiết bị, dụng cụ và hóa chất  

2.1.2.1. Thiết bị và dụng cụ  

Thiết bị dùng trong thí nghiệm là: Cân kỹ thuật Prescisa (Nhật Bản), cân điện tử 

(200 g, sai số 0,0001 g) (CP 224S, Sartorius – Đức), nồi hấp, tủ cấy vô trùng Sanyo 

MOV-112, tủ Sấy Menmert, máy đo pH, kính hiển vi (OLYMPUS, Nhật Bản), bếp 

ga. 
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Dụng cụ dùng trong thí nghiệm là: Bình nuôi cấy 250 mL, màng lọc Millipore 

(0,2 µm), bình tam giác 250 mL, dao cấy, đĩa cấy, pank cấy, dây thun, khẩu trang, 

nilon và găng tay. Các dụng cụ được hấp khử trùng bằng autoclave ở 121°C, áp suất 

1atm, trong 30 phút. 

2.1.2.2. Hóa chất 

Các đa vi lượng và vitamin xuất xứ từ hãng Duchefa Biochemie, Hà Lan; các 

chất điều hòa sinh trưởng của hãng Merck KGaA, Darmstadt, Đức gồm 2,4-D, TDZ, 

NAA, BA. Sử dụng dung dịch NaOH 1N để hòa tan PGRs với nồng độ 1 mg : 1 mL. 

Dung dịch sau khi được pha và bảo quản ở điều kiện 2 – 8°C. 

Dung dịch colchicine: Colchicine dạng bột (Độ tinh khiết > 95%, Sigma-

Aldrich®, Hoa Kỳ) được hòa tan trong một lượng cồn tối thiểu (90%), sau đó dung 

dịch này được điều chỉnh đến nồng độ mong muốn bằng cách thêm nước vô trùng và 

lọc qua màng lọc khử trùng (0,22 μm, Sigma-Aldrich®, USA). Dung dịch colchicine 

được thêm trực tiếp vào môi trường MS lỏng đã hấp tiệt trùng. 

Dung dịch oryzalin: Oryzalin dạng bột (Độ tinh khiết > 99%, Sigma-Aldrich®, 

Hoa Kỳ) được điều chỉnh đến nồng độ mong muốn bằng cách thêm nước vô trùng và 

lọc qua màng lọc khử trùng (0,22 μm, Sigma-Aldrich®, USA). Các dung dịch với 

nồng độ khác nhau được thêm trực tiếp vào môi trường MS lỏng đã hấp tiệt trùng. 

2.1.3. Môi trường nuôi cấy 

Môi trường nuôi cấy được sử dụng là môi trường Murashige và Skoog (MS) 

bổ sung 30 g/L sucrose, 8 g/L agar. Tùy vào yêu cầu của thí nghiệm mà PGRs 

được bổ sung vào môi trường nuôi cấy. Môi trường nuôi cấy được chỉnh về pH 5,8 

trước khi hấp khử trùng ở 121°C, áp suất 1 atm trong 30 phút. 

2.2. Nội dung nghiên cứu 

Nội dung nghiên cứu bao gồm các giai đoạn được mô tả trong hình 2.2 và hình 

2.3. 
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Hình 2.2. Sơ lược các giai đoạn thí nghiệm. 
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Hình 2.3. Sơ đồ tóm lược các giai đoạn tiến hành thí nghiệm. 

2.2.1. Nội dung 1: Tối ưu hoá nguồn vật liệu phát sinh SE từ cây sâm Ngọc Linh 

in vitro 

Nghiên cứu ảnh hưởng của nguồn mẫu cấy từ mẫu cuống lá, mảnh lá và rễ của 

cây in vitro và mẫu cấy phôi ở các dạng hình cầu, hình tim, có lá mầm lên sự phát 

sinh phôi và phôi thứ cấp của sâm Ngọc Linh. 

Đánh giá hiệu quả của việc sử dụng riêng lẻ hoặc kết hợp của 2,4-D và TDZ 

lên sự phát sinh phôi thứ cấp của sâm Ngọc Linh. 

2.2.2. Nội dung 2: Xử lý tạo đa bội trên sâm Ngọc Linh bằng colchicine và oryzalin 

Nghiên cứu ảnh hưởng của colchicine, oryzalin lên sự phát sinh của phôi thứ 

cấp biến dị của sâm Ngọc Linh. 
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2.2.3. Nội dung 3: Xác định mức độ đa bội của cây con sâm Ngọc Linh sau xử lý 

đa bội 

Nghiên cứu sinh trưởng của cây con biến dị sâm Ngọc Linh có nguồn gốc từ 

phôi thứ cấp biến dị sau khi xử lý với colchicine. 

Đánh giá các cây con biến dị thông qua các phương pháp quan sát hình thái, 

quan sát khí khổng, giải phẫu và quan sát cấu trúc giải phẫu, đếm NST 

2.2.4. Nội dung 4: Khảo sát khả năng sinh trưởng, tái sinh và tính ổn định của 

cây sâm Ngọc Linh đa bội.  

Nghiên cứu sự tái sinh phôi từ cuống lá, mảnh lá và rễ của cây sâm Ngọc Linh 

tứ bội in vitro trên môi trường sinh trường thích hợp.  

Nghiên cứu hình thành phôi thứ cấp từ phôi có nguồn gốc từ cây tứ bội in vitro 

qua 3 lần cấy chuyền trên môi trường sinh trưởng thích hợp. 

Nghiên cứu sự sinh trưởng của phôi từ cây sâm Ngọc Linh tứ bội in vitro. 

Độ ổn định của cây tứ bội được đánh giá bằng các phương pháp quan sát hình 

thái, quan sát khí khổng, giải phẫu và quan sát cấu trúc giải phẫu, hình thái cây và 

các cơ quan, kiểm tra NST của cây sâm Ngọc Linh tứ bội in vitro. 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Phương pháp bố trí thí nghiệm 

2.3.1.1.  Nội dung 1: Tối ưu hoá nguồn vật liệu phát sinh SE từ cây sâm Ngọc Linh 

in vitro 

Thí nghiệm 1: Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh phôi từ 

mảnh lá, cuống lá và rễ sâm Ngọc Linh 

Vật liệu là cuống lá, mảnh lá và rễ của cây sâm Ngọc Linh in vitro (Panax 

vietnamensis Ha et Grushv.) 12 tuần tuổi. 

Môi trường sử dụng trong nghiên cứu là MS bổ sung cố định 0,5 mg/L NAA 

[15] + 30 g/L sucrose. Theo nghiên cứu của Hiền và cộng sự đây là môi trường thích 

hợp cho cảm ứng phôi đối với mẫu cấy lát mỏng tế bào trên đối tượng sâm Ngọc Linh. 

Do vậy, trong nghiên cứu này để tối ưu hóa môi trường cảm ứng phôi đối với các 



44 
 

 

nguồn vật liệu khác nhau, chúng tôi đã sử dụng môi trường MS bổ sung cố định 0,5 

mg/L NAA [15] kết hợp với các PGRs khác nhau. 

Mảnh lá được cắt thành dạng hình vuông với kích thước 1010 mm; cuống lá 

được cắt ngang, kích thước chiều dài × đường kính khoảng 5 × 2 mm; khúc cắt rễ có 

chiều dài khoảng 10 mm và đường kính khoảng 1 mm, được nuôi cấy trong môi 

trường MS chứa cố định 0,5 mg/L NAA [15] + 30 g/L sucrose, bổ sung riêng lẻ 2,4-

D (0; 0,2; 0,5 và 0,7 mg/L) và TDZ (0; 0,1; 0,3 và 0,5 mg/L). ĐC là môi trường MS 

không bổ sung 2,4-D và TDZ nhằm xác định loại và nồng độ 2,4-D và TDZ thích hợp 

cho sự phát sinh SE sâm Ngọc Linh từ ba nguồn vật liệu trên. 

Chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ cảm ứng mô sẹo (%), tỷ lệ cảm ứng phôi (%), số lượng 

phôi/mẫu, trọng lượng tươi sau 6 tuần nuôi cấy. 

Thí nghiệm 2: Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh phôi 

thứ cấp từ dạng phôi hình cầu, hình tim, phôi có lá mầm của sâm Ngọc Linh  

Thí nghiệm này được tiến hành nhằm so sánh khả năng hình thành SSE từ ba 

dạng phôi hình cầu, phôi hình tim, phôi có lá mầm sâm Ngọc Linh có nguồn gốc từ 

vật liệu tốt nhất của thí nghiệm 1. Sau đó, dạng phôi tối ưu cho sự phát sinh SSE được 

sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo. 

Phôi dạng hình cầu, hình tim và có lá mầm từ cụm phôi sâm Ngọc Linh 6 tuần 

tuổi có kiểu hình đồng nhất không biến dị được tách riêng từng phôi và được nuôi 

cấy trong môi trường MS + 0,5 mg/L NAA [15] + 30 g/L sucrose, có bổ sung riêng 

lẻ 2,4-D (0; 0,2; 0,5; 0,7 mg/L), TDZ (0; 0,1; 0,3; 0,5 mg/L). ĐC là môi trường MS 

không bổ sung 2,4-D và TDZ. 

Chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ cảm ứng mô sẹo (%), tỷ lệ cảm ứng phôi (%), số lượng 

phôi/mẫu, trọng lượng tươi sau 6 tuần nuôi cấy. 

Thí nghiệm 3: Khảo sát ảnh hưởng kết hợp của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh 

phôi từ nguồn mẫu có sự tái sinh phôi cao nhất trên môi trường bổ sung 2,4-D, TDZ 

riêng lẻ của sâm Ngọc Linh  

Nguồn vật liệu được sử dụng là mẫu có số lượng hình thành phôi cao nhất trên 

các môi trường bổ sung 2,4-D, TDZ riêng lẻ của thí nghiệm 2. Mẫu được nuôi cấy 
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trong môi trường MS + 0,5 mg/L NAA [15] + 30 g/L sucrose, bổ sung 2,4-D tốt nhất 

của thí nghiệm 2 kết hợp với TDZ (0,1; 0,3; 0,5 mg/L) hoặc ngược lại thay đổi nồng 

độ 2,4-D (0; 0,2; 0,5; 0,7 mg/L) kết hợp với TDZ nồng tốt nhất của thí nghiệm 2. ĐC 

là môi trường MS không bổ sung 2,4-D và TDZ. 

Thí nghiệm này được thực hiện nhằm khảo sát ảnh hưởng kết hợp của 2,4-D 

và TDZ lên sự phát sinh phôi thứ cấp sâm Ngọc Linh từ nguồn vật liệu tối ưu ở thí 

thí nghiệm 2. Loại vật liệu cho khả năng hình thành phôi cao nhất sẽ được sử dụng 

cho các thí nghiệm sau. 

Chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ cảm ứng mô sẹo (%), tỷ lệ cảm ứng phôi (%), số lượng 

phôi/mẫu, trọng lượng tươi sau 6 tuần nuôi cấy. 

Mỗi nghiệm thức được lặp lại ba lần với 10 bình nuôi cấy, có 3 mẫu/ bình. 

Bình được sử dụng là bình thủy tinh có thể tích 100 ml chứa 20 ml môi trường. Môi 

trường được hấp khử trùng ở 121ºC, áp suất 1 atm trong 30 phút. 

2.3.1.2. Nội dung 2: Xử lý nguồn vật liệu tối ưu của sâm Ngọc Linh với tác nhân đa 

bội colchicine và oryzalin 

Nguồn vật liệu cho khả năng hình thành phôi thứ cấp cao nhất ở thí nghiệm 

trước là phôi hình cầu, phôi có độ đồng đều cao, đường kính khoảng 1 mm, khối 

lượng tươi khoảng 0,020 - 0,022 g. Quy trình xử lý đa bội được thể hiện ở Hình 2.4. 

ĐC là môi trường MS bổ sung PGRs tốt nhất cho sự tái sinh phôi được xác định từ 

thí nghiệm trên nhưng không bổ sung colchicine hoặc oryzalin. 

 

 
Hình 2.4. Sơ đồ mô tả khái quát các bước các bước thực hiện thí nghiệm 
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Thí nghiệm 4: Khảo sát ảnh hưởng colchicine lên sự phát sinh SSE biến dị 

của sâm Ngọc Linh 

Trong thí nghiệm này, để xác định ảnh hưởng của việc xử lý colchicine đến 

khả năng sống, tái sinh phôi thứ cấp và sự hình thành phôi thứ cấp biến dị của phôi 

sâm Ngọc Linh, các phôi sâm Ngọc Linh dạng hình cầu và đồng đều được xử lý trong 

môi trường MS lỏng có bổ sung colchicine (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 và 0,7%) w/v, thay 

đổi theo thời gian (24, 36, 48 và 72 giờ). Sau đó, các phôi đã xử lý được chuyển sang 

môi trường phát sinh phôi MS bổ sung 0,5 mg/L NAA + 0,7 mg/L+ 2,4-D + 0,1 mg/L 

TDZ để theo dõi sự hình thành các phôi thứ cấp biến dị. Các phôi có hình thái to, 

hoặc có các bất thường trên cực lá hoặc cực rễ và vượt trội hơn so với các phôi trong 

cụm sẽ được tách ra, tiến hành ghi nhận các chỉ tiêu và tiếp tục khảo sát sinh trưởng 

cho giai đoạn tiếp theo. ĐC là phôi hình cầu không xử lý với colchicine được nuôi 

cấy trên môi trường MS bổ sung PGRs tốt nhất cho sự tái sinh phôi thứ cấp. 

Chỉ tiêu theo dõi: Sau khi xử lý mẫu cấy với tác nhân đa bội theo thời gian 24 

giờ, 36 giờ, 48 giờ và 72 giờ và nồng độ khác nhau, tiến hành ghi nhận các chỉ tiêu 

tỷ lệ sống của mẫu (%), tỷ lệ cảm ứng phôi thứ cấp của mẫu sống (%), số phôi thứ 

cấp/mẫu, số phôi thứ cấp biến dị/mẫu, tỷ lệ phôi thứ cấp biến dị (%) sau 6 tuần nuôi 

cấy. 

Thí nghiệm 5: Khảo sát ảnh hưởng của oryzalin lên sự phát sinh SSE biến dị 

của sâm Ngọc Linh 

Trong thí nghiệm này, để xác định ảnh hưởng của việc xử lý oryzalin đến khả 

năng sống, tái sinh phôi thứ cấp và sự hình thành phôi biến dị của phôi sâm Ngọc 

Linh, các phôi sâm Ngọc Linh dạng hình cầu và đồng đều được xử lý trong môi 

trường MS lỏng có bổ sung oryzalin (0; 0,01; 0,02; 0,03; 0,05 và 0,07%) w/v, thay 

đổi theo thời gian (24, 36, 48 và 72 giờ). Sau đó, các phôi đã xử lý được chuyển sang 

môi trường phát sinh phôi MS bổ sung 0,5 mg/L NAA + 0,7 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L 

TDZ để theo dõi sự hình thành các phôi thứ cấp biến dị. Các phôi có hình thái to, 

hoặc có các bất thường trên cực lá hoặc cực rễ và vượt trội hơn so với các phôi trong 

cụm sẽ được tách ra, tiến hành ghi nhận các chỉ tiêu và tiếp tục khảo sát sinh trưởng 

cho giai đoạn tiếp theo. ĐC là phôi hình cầu không xử lý với oryzalin được nuôi cấy 

trên môi trường MS bổ sung PGRs tốt nhất cho sự tái sinh phôi thứ cấp. 
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Chỉ tiêu theo dõi: Sau khi xử lý mẫu cấy với tác nhân đa bội theo các mốc thời 

gian 24 giờ, 36 giờ, 48 giờ và 72 giờ và nồng độ khác nhau, tiến hành ghi nhận các 

chỉ tiêu tỷ lệ sống của mẫu (%), tỷ lệ cảm ứng SE của mẫu sống (%), số phôi thứ 

cấp/mẫu, số phôi thứ cấp biến dị /mẫu, tỷ lệ phôi thứ cấp biến dị (%) sau 6 tuần nuôi 

cấy. 

2.3.1.3. Nội dung 3: Khảo sát sự sinh trưởng của các thể có biểu hiện biến dị và xác 

định mức độ bội cây sâm Ngọc Linh  

Thí nghiệm 6: Khảo sát sự sinh trưởng và xác định mức độ đa bội của cây sâm 

Ngọc Linh biến dị có nguồn gốc từ các SSE biến dị sau khi xử lý bằng colchicine. 

Các phôi thứ cấp biến dị về kiểu hình của cây sâm Ngọc Linh (Panax 

vietnamensis Ha et Grushv.) in vitro 6 tuần tuổi sau khi xử lý colchicine ở giai đoạn 

trên được tách ra và nuôi cấy trên môi trường MS bổ sung 8 g/L agar, 30 g/L đường 

sucrose, không bổ sung PGRs để tạo cây in vitro hoàn chỉnh. Phôi cấy có rễ sau 3 

tháng được theo dõi sự sinh trưởng và phát triển của cây sâm Ngọc Linh theo thời 

gian. ĐC là cây sâm Ngọc Linh 2n bình thường.  

Bên cạnh đó, để xác định cây có biểu hiện biến dị là cây tứ bội hoặc cây tạp 

bội,… các cây có biểu hiện biến dị sau khi đã được xử lý đa bội được đánh giá khả 

năng đa bội thông qua phương pháp nhuộm NST, quan sát khí khổng, giải phẫu và 

quan sát cấu trúc giải phẫu, quan sát sự thay đổi hình thái. 

Chỉ tiêu theo dõi: Chiều cao cây (cm), đường kính cuống lá (cm), chiều rộng lá 

(cm), chiều dài lá (cm), khối lượng tươi cây (g) và kiểu hình bất thường. 

2.3.1.4. Nội dung 4: Xác định độ ổn định của cây tứ bội sâm Ngọc Linh thông qua 

các bước tái sinh  

Thí nghiệm 7: Khảo sát sự sinh trưởng của cây sâm Ngọc Linh tứ bội trong 

điều kiện nuôi cấy in vitro 

Sau khi xác định mức độ đa bội của cây con sâm Ngọc Linh bằng cách đếm số 

lượng NST, tiếp tục nuôi cấy các cây được xác định là cây tứ bội trên môi trường MS 

trong 24 tuần và ghi nhận các đặc điểm sinh trưởng gồm chiều cao cây con (cm), 

đường kính cuống lá (cm), chiều dài cuống lá (cm), chiều rộng lá (cm), chiều dài lá 
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(cm), khối lượng tươi rễ củ (g) và khối lượng tươi của cây con (g). ĐC là các cây con 

lưỡng bội. 

Chỉ tiêu theo dõi: Chiều cao cây (cm), đường kính cuống lá (cm), chiều dài 

cuống lá (cm), chiều rộng lá (cm), chiều dài lá (cm), đường kính rễ củ (cm), khối 

lượng tươi (g) của cây tứ bội. 

Thí nghiệm 8: Khảo sát sự tái sinh phôi từ các bộ phận của cây tứ bội sâm 

Ngọc Linh trên môi trường sinh trưởng thích hợp 

Để thực hiện thí nghiệm này, cây đã được xác định là cây tứ bội, 3 loại mẫu 

cấy là mảnh lá, cuống lá và rễ của cây tứ bội được khảo sát sự tái sinh phôi trên môi 

trường tốt nhất của từng loại mẫu cấy đã được xác định từ thí nghiệm trước, bởi vì 

trong thí nghiệm này khảo sát khả năng tái sinh phôi của từng loại mẫu của cây tứ bội 

so với mẫu cây nhị bội.  

Nguồn vật liệu sử dụng trong thí nghiệm này là mảnh lá, cuống, rễ của cây sâm 

Ngọc Linh tứ bội 24 tuần tuổi. Mẫu lá có kích thước 10 × 10 mm được cắt theo hình 

vuông; cuống lá được cắt ngang, mỗi đoạn cắt có kích thước 5 × 2 mm; khúc cắt rễ 

có chiều dài 10 mm và đường kính 2 mm, được nuôi cấy trên môi trường tái sinh phôi 

thích hợp cho từng loại mẫu cấy, cụ thể: đối với mẫu mảnh môi trường MS + 0,5 

mg/L NAA + 0,5 mg/L 2,4-D; mẫu cuống lá môi trường MS + 0,5 mg/L NAA + 0,5 

mg/L TDZ; mẫu rễ môi trường MS + 0,5 mg/L NAA + 0,3 mg/L TDZ. 

 Chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ cảm ứng SE (%), số SE/mẫu, khối lượng tươi (g) 

Thí nghiệm 9: Khảo sát sự hình thành phôi thứ cấp từ phôi có nguồn gốc từ 

cây tứ bội sâm Ngọc Linh qua 3 lần cấy chuyền trên môi trường sinh trưởng thích 

hợp 

Nguồn vật liệu sử dụng trong thí nghiệm này là phôi có nguồn gốc từ các nguồn 

vật liệu ở thí nghiệm 8 được tiến hành nhân sinh khối phôi trên môi trường MS + 0,5 

mg/L NAA + 0,7 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L TDZ. Phôi được cấy chuyền 3 lần sau mỗi 

4 tuần sinh trưởng, sau lần cấy chuyền thứ 3 các phôi sẽ được trải lên môi trường MS 

không bổ sung PGRs để tạo cây hoàn chỉnh. Các cây hoàn chỉnh này, sẽ được tiến 

hành lấy các chỉ tiêu sinh trưởng và kiểm tra độ bội thể thông qua phương pháp nhuộm 

NST, quan sát khí khổng, quan sát sự thay đổi hình thái. Thí nghiệm này được thực 
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hiện nhằm khảo sát khả năng hình thành SSE của phôi có nguồn gốc từ cây sâm Ngọc 

Linh tứ bội. Đồng thời nhằm đánh giá độ ổn định của cây sâm Ngọc Linh tứ bội sinh 

trưởng sau khi phôi được cấy chuyền lần thứ 3.  

Chỉ tiêu theo dõi: Khối lượng tươi của sinh khối phôi, sau đó các cây tứ bội có 

nguồn gốc từ phôi thứ cấp sau lần cấy chuyền lần thứ 3 sẽ được tiến hành đánh giá 

đột biến kiểu hình thông qua các chỉ tiêu sinh trưởng, mật độ khí khổng, chiều dài, 

chiều rộng khí khổng và đếm NST để xác định tỉ lệ cây tứ bội ổn định.  

2.3.2. Phương pháp giải phẫu và quan sát giải phẫu hình thái thực vật cây sâm 

Ngọc Linh  

Các mẫu được thu nhận và được cắt thành lát mỏng theo chiều ngang đi qua 

mẫu kích thước khoảng 10-15 µm, sau đó ngâm 15 phút trong dung dịch javen 10%, 

sau đó rửa sạch mẫu với nước cất, tiếp theo mẫu được ngâm mẫu 15 phút trong dung 

dịch acetic acid 45%, rửa lại mẫu bằng nước cất liên tục 6 lần, làm khô và ngâm mẫu 

trong phẩm nhuộm carmine red trong 5 phút sau đó rửa lại mẫu bằng nước cất 2 lần, 

cuối cùng đặt mẫu lên lam kính, nhỏ 1 giọt nước và đậy lamen kính lại. Quan sát dưới 

kính hiển vi quang học vật kính ×10.  

2.3.3. Phương pháp nhuộm NST 

Các SSE biến dị được cấy chuyển sang môi trường MS không bổ sung PGRs. 

Sau 3 tháng, SSE phát triển thành cây con và ra rễ. Mức độ đa bội được xác định bằng 

cách đếm các NST ở đầu rễ của cây con sâm Ngọc Linh đột biến.  

Để đếm NST, các đầu rễ dài 5 mm của cây con sâm Ngọc Linh biến dị được 

cho vào ống nghiệm loại 1,5 mL có bổ sung 100 µL dung dịch colchicine 0,1% và ủ 

trong 30 phút. Sau khi ủ, dung dịch colchicine được loại bỏ và thêm vào ống nghiệm 

200 µL natri axetate 0,5%, sau đó ủ mẫu trong 30 phút ở nhiệt độ phòng. Các mẫu 

được cố định trong dung dịch carnoy trong 4 giờ. Tiếp theo, loại bỏ carnoy và rửa 

mẫu nhiều lần bằng cồn 70%, nhuộm bằng dung dịch xanh methylen (1%) hoặc đỏ 

carmine ở nhiệt độ phòng trong 5 phút. Mẫu được tạo bằng cách cắt 1-2 mm đầu rễ 

và đặt trên lam kính, đậy lamen lên mẫu và ấn nhẹ [158]. 
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Mẫu được quan sát dưới kính hiển vi (OLYMPUS, Nhật Bản) để xác định số 

lượng NST. Mỗi nghiệm thức được lặp lại ba lần với 9 mẫu. Việc quan sát được thực 

hiện ít nhất mười pha nguyên phân riêng biệt. 

2.3.4. Phương pháp quan sát khí khổng  

Các lá của cây sâm Ngọc Linh biến dị và cây lưỡng bội được thu nhận và quan 

sát hình thái khí khổng để đánh giá sự khác biệt hình thái bằng kính hiển vi quang 

học, lớp biểu bì của những lá được bóc tách và quan sát gián tiếp thông qua phủ 

lanoline. Biểu bì dưới của lá cây sâm Ngọc Linh biến dị và lưỡng bội được phủ một 

lớp lanoline trong suốt và để khô, sau đó tách lớp mẫu lanoline ra và đặt trên lam kính 

trắc vi (thước kính trắc vi có chiều dài 1000 µm, chia thành 100 vạch, kích thước mỗi 

vạch là 10 µm), phủ lamen lên mẫu và quan sát dưới kính hiển vi (OLYMPUS, Nhật 

Bản) ở độ phóng đại 10x và 40x.  

Việc xác định độ chênh lệch kích thước khí khổng dựa trên cơ sở xác định kích 

thước khí khổng tương ứng với số vạch trên kính trắc vi của 30 khí khổng ngẫu nhiên. 

Mười khu vực lá (1 × 1 mm) được lấy mẫu ngẫu nhiên của mỗi lá được đếm để đánh 

giá mật độ khí khổng. Để quan sát lục lạp trong khí khổng của các lá của cây đột biến, 

lớp biểu bì dưới của các lá đã chọn được tách và quan sát bằng kính hiển vi. 

Ghi nhận các chỉ tiêu về khí khổng gồm mật độ khí khổng/mm2, chiều dài khí 

khổng (µm), chiều rộng khí khổng (µm) và mật độ lục lạp trong tế bào bảo vệ khí 

khổng. 

2.3.5. Một số công thức tỷ lệ đối với một số chỉ tiêu thu nhận 

Tỷ lệ sống của mẫu (%) = 
Số mẫu sống 

∑Tổng số mẫu
 × 100 

Tỷ lệ cảm ứng mô sẹo (%) = 
Số mẫu có hình thành mô sẹo 

∑Tổng số mẫu sống
 × 100 

Tỷ lệ cảm ứng SE (%) = 
Số mẫu có hình thành SSE 

∑Tổng số mẫu sống
 × 100 

Tỉ lệ mẫu phát sinh phôi (%) = 
∑số mẫu phát sinh phôi 

∑số mẫu theo dõi
 × 100 

Tỷ lệ SSE biến dị = 
Số SSE biến dị(/mẫu) 

∑Tổng số SSE (/mẫu)
 × 100 
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Tỷ lệ cảm ứng SE biến dị (%) = 
Số mẫu hình thành SSE biến dị

∑Tổng số mẫu sống
 × 100 

2.3.6. Điều kiện nuôi cấy  

Các bình nuôi cấy được đặt trong phòng kín có nhiệt độ 25 ± 2°C, độ ẩm 55 - 

60%. Ánh sáng được cung cấp từ đèn huỳnh quang có kích thước 1,2 m (FL-

40W/T10), điện áp 220V, công suất 40W, cường độ 40 - 45 µmol.m-2.s-1, bước sóng 

320 - 800 nm. Phòng nuôi cấy được chiếu sáng 16 giờ/ngày. Đối với mẫu mô sẹo và 

mẫu mô sẹo phát sinh phôi, các bình nuôi cấy được che tối hoàn toàn trong 2 tuần và 

sau đó chuyển ra điều kiện chiếu sáng 12 giờ/ngày. 

2.3.7. Phương pháp xử lý thống kê  

Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên với 3 lần lặp lại. Số liệu được xử 

lý bằng phần mềm Microsoft Excel 2019, so sánh ANOVA 1 yếu tố với phép thử 

Duncan (p<0,05) (Duncan 1955) trên phần mềm SPSS 16.0.  

2.3.8. Địa điểm và thời gian thực hiện luận án  

Luận án được thực hiện tại Phòng Sinh học phân tử và Chọn tạo giống cây 

trồng, Viện Nghiên cứu Khoa học Tây Nguyên – Viện Hàn lâm Khoa học và Công 

nghệ Việt Nam.  

Thời gian thực hiện luận án từ 12/2018 đến 12/2022. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Nội dung 1: Tối ưu hoá nguồn vật liệu phát sinh SE từ cây sâm Ngọc Linh 

in vitro 

3.1.1. Ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh phôi từ mảnh lá, cuống lá 

và rễ của sâm Ngọc Linh 

Kết quả ghi nhận cho thấy việc bổ sung 2,4-D hoặc TDZ ở các nồng độ khác 

nhau ảnh hưởng đến quá trình cảm ứng phôi soma của mẫu từ mảnh lá sau 6 tuần 

nuôi cấy (Bảng 3.1). 

Bảng 3.1. Ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh SE từ các nguồn mẫu cấy 

mảnh lá, cuống lá, rễ sâm Ngọc Linh in vitro. 

Mẫu 

cấy 

Nồng 

độ 

2,4-D 

(mg/L) 

Nồng 

độ 

TDZ 

(mg/L) 

Tỷ lệ cảm 

ứng mô 

sẹo (%) 

Tỷ lệ cảm 

ứng SE 

(%) 

Số 

phôi trung 

bình 

(phôi/mẫu) 

Khối 

lượng tươi 

cụm phôi 

(g) 

Mô tả 

Mảnh 

lá 

0,0 0,0 12,00b 16,33k 2,67l 0,13g 
Phôi hình cầu, 

hình tim và có 

lá mầm. Phôi 

có màu trắng 

sáng và màu 

xanh 

0,2 0,0 100,00a 86,67c 21,33f 1,48ef 

0,5 0,0 100,00a 93,67b 51,00a 1,59de 

0,7 0,0 100,00a 100,00a 35,67c 1,69bcd 

0,0 0,1 100,00a 74,67e 16,67gh 1,51ef 

0,0 0,3 100,00a 96,33b 48,33b 1,76abc 

0,0 0,5 100,00a 100,00a 36,67c 1,86a 

Cuống 

lá 

0,0 0,0 13,00b 6,33m 2,33l 1,14g 
Phôi đa phần 

hình cầu, hình 

tim, phôi lá 

mầm. Phôi có 

màu trắng 

sáng và màu 

xanh 

0,2 0,0 100,00a 15,67kl 8,33k 1,67bcd 

0,5 0,0 100,00a 35,33j 14,67hi 1,65bcd 

0,7 0,0 100,00a 47,33i 25,33e 1,67bcd 

0,0 0,1 100,00a 67,67g 16,67gh 1,51ef 

0,0 0,3 100,00a 62,67h 26,00e 1,64cd 

0,0 0,5 100,00a 14,67k 29,67d 1,77ab 

Rễ 

0,0 0,0 15,00b 18,33j 3,33l 1,15g 

Phôi chủ yếu 

hình cầu, phôi 

có màu vàng 

nhạt 

0,2 0,0 100,00a 73,33ef 12,00ij 1,44f 

0,5 0,0 100,00a 76,33e 17,67g 1,50ef 

0,7 0,0 100,00a 88,67c 11,33j 1,60de 

0,0 0,1 100,00a 71,33f 16,33gh 1,66bcd 

0,0 0,3 100,00a 83,00d 18,00g 1,68bcd 

0,0 0,5 100,00a 93,33b 13,00ij 1,71bcd 

*Các ký tự (a, b,…) khác nhau đặt cùng một cột biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê ở p < 0,05 (trong phép thử Duncan).  
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Hình 3.1. Ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh SE từ mẫu cấy mảnh lá sâm 

Ngọc Linh sau 6 tuần nuôi cấy (thước 1 cm). Mũi tên màu đen chỉ sự phát sinh phôi 

trực tiếp, mũi tên màu trắng chỉ phát sinh phôi gián tiếp. Các mũi tên màu xanh chỉ 

vị trí của phôi hình cầu, màu vàng chỉ phôi hình tim và màu đỏ chỉ phôi có lá mầm. 

Sự cảm ứng mô sẹo đạt 100% trên hầu hết các nghiệm thức. Trong khi đó, tỉ 

lệ cảm ứng phôi trực tiếp (mũi tên màu đen) hoặc gián tiếp qua mô sẹo (mũi tên màu 

trắng) (Hình 3.1) là khác nhau tại các nồng độ xử lý với PGRs khác nhau. Cụ thể, 

môi trường bổ sung 2,4-D, tỉ lệ cảm ứng phôi cũng như trọng lượng tươi của cụm 

phôi gia tăng tỉ lệ thuận với nồng độ và đạt cao nhất 100% tại 0,7 mg/L 2,4-D, tương 

ứng với trọng tượng tươi của cụm phôi là 1,69 g, cao nhất trong các nghiệm thức thí 

nghiệm (Bảng 3.1, Hình 3.1). Tuy nhiên, số phôi trung bình không tỉ lệ thuận với 

nồng độ, cao nhất là 51 phôi tại môi trường 0,5 mg/L 2,4-D nhưng sau đó giảm xuống 

35,67 phôi tại nồng độ 0,7 mg/L 2,4-D đối với mẫu mảnh lá (Bảng 3.1, Hình 3.1). 
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Phôi hình thành có các dạng hình cầu (mũi tên màu xanh), hình tim (mũi tên màu 

vàng) và phôi có lá mầm (mũi tên màu đỏ) (Hình 3.1). 

Với môi trường bổ sung TDZ, tỷ lệ cảm ứng phôi có khuynh hướng gia tăng, 

từ 93,33% và trọng lượng tươi tương ứng của cụm phôi 1,76 g tại nồng độ 0,3 mg/L 

TDZ tăng lên 100% và 1,86g tại 0,5 mg/L TDZ (Bảng 3.1). Tuy nhiên, số phôi trung 

bình giữa các nghiệm thức có sự khác biệt. Nghiệm thức bổ sung 0,3 mg/L TDZ có 

số phôi trung bình tương ứng 48,33 phôi cao nhất khi nuôi cấy mẫu mảnh lá với TDZ, 

khối lượng tươi cụm phôi đạt 1,76 g. Sau đó, số phôi trung bình giảm còn 36,67 phôi 

trong khi trọng lương tươi của cụm phôi đạt 1,86 g tại nồng độ 0,5 mg/L TDZ cao 

nhất trong các nghiệm thức với nguồn vật liệu là mảnh lá (Bảng 3.1, Hình 3.1). 

 

Hình 3.2. Ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh SE từ mẫu cuống lá sâm 

Ngọc Linh sau 6 tuần nuôi cấy (thước 1 cm). Mũi tên màu đen chỉ sự phát sinh phôi 

trực tiếp, mũi tên màu trắng chỉ phát sinh phôi gián tiếp. Các mũi tên màu xanh chỉ 

vị trí của phôi hình cầu, màu vàng chỉ phôi hình tim và màu đỏ chỉ phôi có lá mầm. 
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Với mẫu cuống lá, sự phát sinh phôi cũng diễn ra theo con đường trực tiếp 

(mũi tên màu đen) và gián tiếp (mũi tên màu trắng) (Hình 3.2), nghiên cứu cũng cho 

thấy 100% mẫu cảm ứng mô sẹo ở hầu hết các nghiệm thức (Bảng 3.1). Đồng thời, tỉ 

lệ hình thành phôi tăng theo nồng độ, cao nhất tại 0,7 mg/L 2,4-D (Bảng 3.1, Hình 

3.2). Ngược lại, khi xử lý với TDZ tỉ lệ hình thành phôi có khuynh hướng giảm dần 

khi tăng nồng độ và giảm thấp nhất tại TDZ 0,5 mg/L tương ứng là 14,67% (Bảng 

3.1). Hơn nữa, khi so sánh với mẫu mảnh lá, tỉ lệ hình thành phôi của mẫu mảnh lá 

cao hơn so với mẫu cuống lá tại hầu hết các nghiệm thức. Bên cạnh đó, môi trường 

bổ sung 2,4-D cho thấy trọng lượng tươi của cụm phôi hầu như không có sự khác biệt 

lớn giữa các nồng độ, nhưng khi xử lý với TDZ thì trọng lượng tươi có sự khác biệt 

và đạt cao nhất tại 0,5 mg/L TDZ (Bảng 3.1, Hình 3.2). Khi tăng nồng độ cả với 2,4-

D và TDZ thì số phôi hình thành tăng dần, cụ thể khi bổ sung 2,4-D số phôi hình 

thành cao nhất tại 0,7 mg/L 2,4-D, tương ứng là 25,33 phôi/mẫu, trong khi đó với 

cùng nồng độ này thì mẫu mảnh lá có số phôi cao hơn tương ứng là 35,67 phôi/ mẫu, 

phôi đồng đều và có màu trắng sáng. Tương tự như vậy, số phôi của mẫu cấy cũng 

tăng khi nồng độ TDZ tăng và đạt cao nhất tại 0,5 mg/L tương ứng là 29,67 phôi/mẫu 

nhưng thấp hơn mẫu cấy mảnh lá với cùng nồng độ (Bảng 3.1, Hình 3.2). Các giai 

đoạn phôi bao gồm dạng hình cầu (mũi tên màu xanh), hình tim (mũi tên vàng) và 

phôi có lá mầm (mũi tên màu đỏ) đều hiện diện trên mẫu (Hình 3.2). 
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Hình 3.3. Ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh SE của mẫu cấy rễ sâm 

Ngọc Linh sau 6 tuần nuôi cấy (thước 1cm). Mũi tên màu đen chỉ sự phát sinh phôi 

trực tiếp, mũi tên màu trắng chỉ phát sinh phôi gián tiếp. Các mũi tên màu xanh chỉ 

vị trí của phôi hình cầu, màu vàng chỉ phôi hình tim và màu đỏ chỉ phôi có lá mầm. 

Với mẫu rễ, phôi phát sinh cả trực tiếp (mũi tên màu đen) và gián tiếp (mũi 

tên màu trắng) (Hình 3.3) môi trường bổ sung 2,4-D (0,2; 0,5; 0,7 mg/L) hoặc TDZ 

(0,1; 0,3; 0,5) mg/L, tỉ lệ cảm ứng mô sẹo là 100% (Bảng 3.1, Hình 3.3). Hơn nữa, tỉ 

lệ cảm ứng SE của mẫu rễ cao hơn mẫu cuống lá nhưng thấp hơn mẫu mảnh lá (Bảng 

3.1). So sánh trọng lượng tươi của cụm phôi giữa các mẫu rễ trên môi trường bổ sung 

2,4-D hoặc TDZ kết quả cho thấy trọng lượng tươi trên môi trường bổ sung TDZ cao 

hơn và cao nhất tại nồng độ 0,5 mg/L TDZ tương ứng là 1,71 g (Bảng 3.1, Hình 3.3). 

Cũng như 2 nguồn vật liệu mảnh lá và cuống lá, kết quả ghi nhận số phôi trung bình 

trên môi trường bổ sung 2,4-D có khuynh hướng tăng dần khi tăng nồng độ và cao 
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nhất tại 0,5 mg/L 2,4-D tương ứng là 17,67 phôi nhưng lại giảm tại 0,7 mg/L 2,4-D 

tương ứng là 11,33 phôi (Bảng 3.1, Hình 3.3). Tương tự như vậy, sự gia tăng nồng 

độ TDZ, ban đầu số phôi trung bình của mẫu có khuynh hướng tăng và tại môi trường 

bổ sung 0,3 mg/L TDZ có số phôi trung bình cao nhất nhưng sau đó giảm xuống 13 

phôi tại 0,5 mg/L TDZ. Hơn nữa, khi so sánh số phôi trung bình của 3 nguồn vật liệu 

là mảnh lá, khúc cắt cuống lá và khúc cắt rễ thì số phôi hình thành trên mẫu rễ là thấp 

nhất (Bảng 3.1, Hình 3.3).  

 

Hình 3.4. Ảnh hưởng của nồng độ 2,4-D và TDZ tối ưu lên sự phát sinh phôi từ 

mẫu rễ (A, D, G), cuống lá (B, E, H) và mảnh lá (C, F, I) của sâm Ngọc Linh sau 6 

tuần nuôi cấy (thước 1 cm). 

Tóm lại, từ 3 nguồn vật liệu mảnh lá, cuống lá và rễ, chúng tôi tìm ra môi 

trường thích hợp cho sự cảm ứng hình thành phôi tương ứng với từng nguồn vật liệu. 

Đối với mẫu mảnh lá, sự hình thành phôi tốt nhất tương ứng với môi trường bổ sung 

0,5 mg/L 2,4-D hoặc 0,3 mg/L TDZ. Đối với mẫu cuống lá, môi trường bổ sung 0,7 

mg/L 2,4-D hoặc 0,5 mg/L TDZ phù hợp cho sự hình thành phôi. Đối với sự phát 

sinh phôi ở mẫu rễ, bổ sung 0,5 mg/L 2,4-D hoặc 0,3 mg/L TDZ là môi trường thích 

hợp (Bảng 3.1, Hình 3.4).  
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Ngoài ra, trong 3 nguồn vật liệu trên mẫu mảnh lá có số phôi hình thành/ mẫu 

là cao nhất tương ứng là 51,00 phôi và cao hơn hẳn so với 2 nguồn vật liệu còn lại.  

Chọn mô cấy và môi trường thích hợp là hai yêu cầu quan trọng trong quá 

trình cảm ứng mô thực vật [34]. Do vậy, chọn mô thích hợp cho cảm ứng tạo phôi và 

môi trường thích hợp cũng đã được thực hiện trong nghiên cứu này. Trong 3 nguồn 

mẫu cấy là mảnh lá, cuống lá, rễ thì mảnh lá cho cảm ứng tạo phôi tốt nhất so vối hai 

nguồn mẫu còn lại (Bảng 3.1; Hình 3.4). 

Nền tảng của quá trình nuôi cấy mô thực vật là khả năng tái sinh được biểu 

hiện bởi các mô và tế bào thực vật sống. Khi được tách ra từ cây mẹ và được nuôi 

cấy in vitro, với PGRs và môi trường thích hợp, các tế bào đã biệt hóa trước đó sẽ 

tiếp tục phân chia và có thể hướng theo con đường phát triển để tạo ra các tế bào, mô, 

cơ quan và cây hoàn chỉnh [35]. Trong nghiên cứu này, 2,4-D và TDZ có ảnh hưởng 

rõ rệt đến sự hình thành phôi của mẫu sâm Ngọc Linh giúp cảm ứng sự hình thành 

phôi trên hầu hết các loại mẫu cấy (Bảng 3.1; Hình 3.1; 3.2; 3.3; 3.4). Một số nghiên 

cứu cho thấy PGRs đóng vai trò quan trọng trong quá trình phát sinh phôi [159], 

[160]. Hơn nữa, mọi tế bào sống bình thường khả năng tái sinh cơ thể toàn vẹn được 

gọi là tính toàn năng của tế bào, đây được coi là cơ sở quan trọng trong nuôi cấy mô 

thực vật [35-36, 161-162]. Trong đó, auxin ngoại sinh giúp điều hòa sự phát triển của 

SE bằng cách thay đổi hàm lượng auxin nội sinh và liên quan trực tiếp hoặc gián tiếp 

đến sự cảm ứng hình thành trục phôi nhằm thiết lập tính đối xứng của giai đoạn phát 

sinh phôi sớm [163], [164], [34]. Ở nhiều loài thực vật cảm ứng sự phát sinh SE thì 

vai trò của auxin, đặc biệt là 2,4-D thường cho hiệu quả phát sinh phôi cao [165], 

[166]. Vai trò của auxin lên sự phát sinh phôi được ghi nhận ở một số loài thực vật 

như Paspalum scrobiculatum [167], Picea abies và Picea omorika [168], Panax 

gingseng [169], Stewartia [170], Camellia oleifera [171]. Hơn nữa, các nghiên cứu 

cũng cho thấy ngoài auxin, cytokinin cũng được sử dụng cho cảm ứng phát sinh phôi 

ở các loài thực vật hai lá mầm. Một số loại cytokinin như BAP, TDZ, kinetin và zeatin 

được sử dụng cho kết quả tốt cho sự phát sinh phôi trên nhiều loài thực vật [51-54].  

Đối với các mẫu cấy không có mô phân sinh, bước cần thiết đầu tiên cho nuôi 

cấy thành công là kích thích cho một nhóm nhỏ tế bào tiếp tục hoạt động phân bào. 

Các tế bào này có mức biệt hóa thấp như các tế bào nhu mô lá, và sự khử biệt hóa có 
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thể cần thiết trước khi đi vào phân chia tế bào [35]. Do vậy việc bổ sung các PGRs 

khác nhau đã góp phần cảm ứng cho quá trình phản biệt hóa của các mô này mà cụ 

thể là cảm ứng sự hình thành mô sẹo và từ đó làm cơ sở cho hình thành phôi theo con 

đường gián tiếp bằng cách, nhóm nhỏ các tế bào mới phân chia, bình thường ở bề mặt 

mẫu cấy, có thể tiếp tục phân chia để tạo ra một sinh khối tế bào chưa biệt hóa. Các 

nhóm nhỏ tế bào đang phân chia sẽ phát triển nhanh một lớp biểu bì bao phủ và giảm 

kích thước khi phân chia thường xuyên, tạo ra một cơ quan gọi là meristemoid. Sự 

phân chia liên tục sau quá trình phát sinh cơ quan này sẽ tạo mô phân sinh hình vòm 

điển hình, trong trường hợp của chồi, sơ khởi lá. Mô phân sinh chồi đang phát triển 

có thể được tạo ra để tạo ra cây con in vitro, hoàn thành con đường phát triển cần 

thiết cho vi nhân giống. Quá trình phát sinh cơ quan cần trải qua quá trình phân chia 

và biệt hóa tế bào [35]. Trong nghiên cứu này, đối với nguồn mẫu cấy không có mô 

phân sinh như mảnh lá, cuống lá, rễ thì sự phát sinh phôi cũng diễn ra theo con đường 

trực tiếp và gián tiếp dưới tác động của PGRs cụ thể là 2,4-D và TDZ (Bảng 3.1; Hình 

3.1; 3.2; 3.3). 

Con đường phát triển do hoạt động của meristemoid tạo ra các thể có lớp biểu 

bì, đang biệt hóa với mô phân sinh ở cả hai cực. Sau đó, một trong số chúng sẽ phát 

triển thành mô phân sinh chồi và phần đối cực của nó thành mô phân sinh rễ để tạo 

ra phôi soma. Sự phát triển tiếp theo của những cây mầm như vậy sẽ gần giống với 

phôi hợp tử (gọi là sự phát sinh phôi soma) và cây con hoàn chỉnh có thể được phát 

triển từ những phôi soma như vậy [35]. 

 Cảm ứng SE của chi Panax cũng đã được nghiên cứu trên loài P. ginseng 

[169], [172], [173]. Các kết quả trên cho thấy sự phát sinh phôi phụ thuộc vào loại 

mẫu cấy và nồng độ của hai PGRs là 2,4-D và TDZ. Trong thí nghiệm này, PGRs có 

ảnh hưởng lên khả năng phát sinh phôi ở mẫu mảnh lá cho hiệu quả tốt hơn các mẫu 

cuống lá và mẫu rễ của cây in vitro. Điều này có thể do tồn tại một khuynh độ 

(gradient) cảm ứng phát sinh phôi khác biệt giữa các cơ quan trong quá trình phát 

sinh phôi khác nhau [43], [174]. Hien và cộng sự (2014) cũng báo cáo rằng phôi được 

phát sinh trực tiếp từ mẫu mảnh lá cao nhất trên môi trường bổ sung 2 mg/L NAA 

(29,49 phôi/mẫu) cao hơn các mẫu như: cuống lá và thân rễ sâm Ngọc Linh [175]. 

Tương tự, nghiên cứu của Vinh và cộng sự (2014) cũng cho thấy số phôi thu được từ 
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mẫu lá của môi trường chứa 1 mg/L NAA và 1 mg/L 2,4-D cao hơn so với mẫu cuống 

lá [16]. 

3.1.2. Ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh phôi thứ cấp từ các dạng 

phôi của sâm Ngọc Linh 

Phát sinh phôi thứ cấp là quá trình phôi được hình thành từ phôi, khác với cách 

thức hình thành phôi sơ cấp. Phôi sơ cấp được hình thành từ đa dạng các loại mẫu 

cấy thực vật. Ngoài ra, sự phát sinh phôi thứ cấp mang lại những ưu điểm hơn so với 

quá trình phát sinh phôi sơ cấp, đặc biệt là tỷ lệ nhân sinh khối phôi cao và mức độ 

đồng đều của phôi tăng, quá trình này không phụ thuộc vào nguồn mẫu ban đầu. Do 

vậy, nghiên cứu này nhằm khảo sát sự hình thành phôi thứ cấp từ cả 3 dạng phôi như: 

phôi hình cầu, hình tim và phôi có lá mầm. Kết quả ghi nhận thể hiện trong bảng 3.2. 

Bảng 3.2. Ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh phôi thứ cấp từ các dạng 

phôi hình cầu, phôi hình tim, phôi có lá mầm sâm Ngọc Linh. 

  

Nồng 

độ 2,4-

D 

(mg/L) 

Nồng 

độ 

TDZ 

(mg/L) 

Tỷ lệ 

cảm ứng 

mô sẹo 

(%) 

Tỷ lệ 

cảm 

ứng SE 

(%) 

Số phôi 

trung 

bình 

(phôi/ 

mẫu) 

Khối 

lượng 

tươi 

cụm 

phôi (g) 

  

Phôi 

hình 

cầu 

ĐC 0,0 3,33b 38,67b 4,33l 0,13g 
Phôi thứ 

cấp hình 

thành 

theo 2 

kiểu trực 

tiếp, gián 

tiếp 

0,2 0,0 100,00a 100,00a 32,00jk 2,08ef 

0,5 0,0 100,00a 100,00a 45,33de 2,20de 

0,7 0,0 100,00a 100,00a 65,67a 2,27bcd 

0,0 0,1 100,00a 100,00a 39,67fg 2,11ef 

0,0 0,3 100,00a 100,00a 68,33a 2,26abc 

0,0 0,5 100,00a 100,00a 43,67e 2,46a 

Phôi 

hình 

tim 

ĐC 0,0 5,33b 25,33c 3,00l 0,13g Phôi thứ 

cấp hình 

thành 

0,2 0,0 100,00a 100,00a 34,00ij 2,40bcd 

0,5 0,0 100,00a 100,00a 54,33c 2,36cde 
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*Các ký tự (a, b,…) khác nhau đặt cùng một cột biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê ở p < 0,05 (trong phép thử Duncan). 

 

0,7 0,0 100,00a 100,00a 36,67ghi 2,37cde trực tiếp 

và gián 

tiếp 

0,0 0,1 100,00a 100,00a 38,67gh 2,34cde 

0,0 0,3 100,00a 100,00a 48,67d 2,36cde 

0,0 0,5 100,00a 100,00a 65,33a 2,46abc 

Phôi 

có lá 

mầm 

ĐC 0,0 3,67b 13,67d 3,33l 0,15g 

Phôi thứ 

cấp hình 

thành 

trực tiếp, 

gián tiếp 

0,2 0,0 100,00a 100,00a 30,00k 2,17f 

0,5 0,0 100,00a 100,00a 47,33d 2,30de 

0,7 0,0 100,00a 100,00a 42,33ef 2,35de 

0,0 0,1 100,00a 100,00a 35,67hi 2,39cde 

0,0 0,3 100,00a 100,00a 53,00c 2,43bcd 

0,0 0,5 100,00a 100,00a 60,00b 2,47ab 
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Hình 3.5. Sự phát sinh SSE từ phôi hình cầu của sâm Ngọc Linh trên môi trường bổ 

sung 2,4-D hoặc TDZ nồng độ khác nhau sau 6 tuần nuôi cấy (thước 1 cm). 

Đối với nguồn vật liệu phôi hình cầu, môi trường bổ sung riêng lẻ 2,4-D hoặc 

TDZ có 100% mẫu hình thành mô sẹo và các mô sẹo này có khả năng biệt hóa phôi 

với tỉ lệ 100% và khác biệt so với đối chứng (Bảng 3.2, Hình 3.5). Ngoài ra, sự hình 

thành phôi thứ cấp có thể diễn ra trực tiếp hoặc gián tiếp (Hình 3.5, Hình 3.6). Tuy 

nhiên, đối với chỉ tiêu số phôi thứ cấp trung bình có sự khác biệt tùy vào loại và nồng 

độ của PGRs được sử dụng. Cụ thể, số phôi thứ cấp tăng dần và đạt cao nhất tại môi 
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trường bổ sung 0,7 mg/L 2,4-D tương ứng trọng lượng tươi của mẫu là 2,27 g (Bảng 

3.2, Hình 3.5). Tương tự, môi trường bổ sung TDZ có số phôi thứ cấp đạt cao nhất 

tại 0,3 mg/L TDZ tương ứng là 68,33 phôi và là nghiệm thức cho số phôi thứ cấp 

hình thành cao hơn các nghiệm thức còn lại trên môi trường bổ sung riêng lẻ 2,4-D 

hoặc TDZ (Bảng 3.2, Hình 3.5). Ngoài ra, với TDZ riêng lẻ nhận thấy xung quanh 

mẫu phôi xuất hiện các phôi thứ cấp mới, là những nốt màu trắng mọc xung quanh 

các phôi ban đầu và sau đó chuyển dần sang màu xanh, dần dần hình thành một cụm 

phôi (Hình 3.5). 

Đối với nguồn vật liệu phôi hình tim, nghiên cứu cho thấy: Nghiệm thức bổ 

sung riêng lẻ 2,4-D hoặc TDZ cũng cho hiệu quả cảm ứng mô sẹo và phôi thứ cấp 

trên hầu hết các nồng độ khảo sát đều đạt 100% (Bảng 3.2, Hình 3.6). Khi so sánh số 

phôi trung bình của mẫu, có sự khác biệt theo từng loại và nồng độ của môi trường 

bổ sung 2,4-D hoặc TDZ, môi trường bổ sung 2,4-D có số SSE cao nhất tại 0,5 mg/L 

2,4-D tương ứng 54,33 phôi và trọng lượng tươi cụm phôi là 2,36 g (Bảng 3.2, Hình 

3.6). Cũng xu hướng đó, môi trường bổ sung TDZ giúp đẩy quá trình hình thành SSE, 

trong đó số phôi trung bình tăng dần theo sự gia tăng của nồng độ TDZ, tại 0,5 

mg/LTDZ tương ứng là 65,33 phôi và là nghiệm thức cho số phôi thứ cấp cao, trọng 

lượng tươi của cụm phôi cũng đạt cao nhất là 2,46 g. Vậy, nghiệm thức tốt nhất cho 

sự cảm ứng phôi thứ cấp của mẫu phôi hình tim là xử lý 0,5 mg/L TDZ mặc dù có 

thấp hơn so với nguồn vật liệu là phôi hình cầu.  
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Hình 3.6. Sự phát sinh SSE từ phôi hình tim sâm Ngọc Linh trên môi trường bổ 

sung 2,4-D hoặc TDZ nồng độ khác nhau sau 6 tuần nuôi cấy (thước 1 cm). 
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Hình 3.7. Sự phát sinh SSE từ phôi lá mầm sâm Ngọc Linh trên môi trường bổ sung 

2,4-D hoặc TDZ nồng độ khác nhau sau 6 tuần nuôi cấy (thước 1 cm). 

Sự biệt hóa hay độ trưởng thành của phôi có ảnh hướng đáng kể đến sự cảm 

ứng phôi thứ cấp, với nguồn vật liệu phôi có lá mầm cũng tương tự như hai nguồn 

vật liệu phôi cầu và phôi hình tim, sự hiện diện của 2,4-D hoặc TDZ trong môi trường 
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nuôi cấy cho hiệu quả cảm ứng mô sẹo và phôi trên hầu hết các nồng độ khảo sát và 

đạt 100% (Bảng 3.2, Hình 3.7). Đối với phôi lá mầm, nuôi cấy với 2,4-D hoặc TDZ 

cũng có hiệu quả cảm ứng phôi thứ cấp, tại 0,5 mg/L 2,4-D số phôi thứ cấp tương 

ứng 47,33 phôi, trọng lượng tươi cụm phôi là 2,30 g hoặc 60 phôi với môi trường có 

chứa 0,5 mg/L TDZ, trọng lượng tươi cụm phôi là 2,47 g (Bảng 3.2, Hình 3.7). Tuy 

nhiên số phôi thứ cấp hình thành hầu như thấp hơn khi so sánh với hai nguồn vật liệu 

phôi cầu và phôi hình tim. 

Tóm lại, kết quả thu được từ thí nghiệm trên, bổ sung 2,4-D, TDZ riêng lẻ cho 

thấy tất cả mẫu thí nghiệm đều có khả năng phát sinh phôi thứ cấp. Sự hình thành 

phôi thứ cấp có thể trực tiếp hoặc gián tiếp (Hình 3.10, hình 3.11). Trong ba dạng 

phôi, phôi hình cầu bổ sung 0,7 mg/L 2,4-D số phôi trung bình cao nhất 65,67 phôi, 

phôi hình tim và phôi có lá mầm, bổ sung 0,5 mg/L 2,4-D cho số phôi thứ cấp hình 

thành cao nhất tương ứng là 54,33 và 47,33 phôi (Bảng 3.2, Hình 3.8B). Với môi 

trường bổ sung 0,5 mg/L TDZ số phôi thứ cấp hình thành cao nhất ở 2 dạng phôi hình 

tim và phôi lá mầm tương ứng lần lượt 65,33 và 60,00 phôi (Bảng 3.2, Hình 3.8D); 

bổ sung 0,3 mg/L TDZ tốt nhất cho sự hình thành phôi thứ cấp của phôi hình cầu và 

cũng là nghiệm thức tốt nhất trong cả 3 nguồn vật liệu (68,33 phôi) (Bảng 3.2, Hình 

3.5) 
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Hình 3.8. Ảnh hưởng của nồng độ 2,4-D và TDZ tối ưu lên sự phát sinh SSE từ các 

dạng phôi hình cầu (A, D), phôi hình tim (B, E) và phôi lá mầm (C, F) sâm Ngọc 

Linh sau 6 tuần nuôi cấy (thước 1 cm).  

 

Hình 3.9. Sự phát sinh phôi từ các mẫu mảnh lá (A), rễ (B), cuống lá (C) và sự phát 

sinh SSE (D) của sâm Ngọc Linh sau 6 tuần nuôi cấy (thước 0,1 mm). 
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Hình 3.10. Sự hình thành SSE trực tiếp trên bề mặt của các dạng phôi của sâm 

Ngọc Linh. A: Các dạng phôi sâm Ngọc Linh; B: SSE trực tiếp trên bề mặt của các 

dạng phôi của sâm Ngọc Linh môi trường bổ 2,4-D hoặc TDZ. Hình thái giải phẫu 

các giai đoạn hình thành SSE. A1 - A3: Giai đoạn sơ khởi của phôi (phôi dạng cầu 

sớm). B1 - B4: Giai đoạn hình thành tầng tách rời (phôi dạng cầu muộn). C: phôi 

trưởng thành (hình thành lớp biểu bì) (phôi hình tim). D: phôi có lá mầm. (A, B: 

thước 1 mm; A1 - D: thước 100 µm). 
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Hình 3.11. Sự hình thành SSE gián tiếp từ các dạng phôi sâm Ngọc Linh trên môi 

trường bổ sung 2,4-D hoặc TDZ (thước 1 mm). A: Sự hình thành SSE gián tiếp. B: 

Hình thái giải phẫu sự hình thành SSE gián tiếp (thước 100 µm). 

3.1.3. Ảnh hưởng kết hợp của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh SSE từ mẫu phôi 

hình cầu của sâm Ngọc Linh 

Loại mẫu cấy phát sinh phôi hiệu quả nhất được khảo sát là mẫu phôi hình cầu 

trong môi trường có bổ sung 0,3 mg/L TDZ. Nhằm nâng cao hiệu quả phát sinh phôi, 

mẫu phôi cầu được tiếp tục khảo sát sự phát sinh phôi dưới ảnh hưởng kết hợp 2,4-D 

và TDZ. Kết quả cho thấy sự kết hợp 2,4-D và TDZ ở nồng độ thích hợp cho khả 

năng phát sinh phôi thứ cấp hiệu quả hơn so với sử dụng riêng lẻ. Số lượng phôi cảm 

ứng cao nhất (73,33 phôi/mẫu) trên môi trường bổ sung 0,7 mg/L 2,4-D và 0,1 mg/L 

TDZ (Bảng 3.3, Hình 3.12) cao hơn so với bổ sung riêng lẻ 0,3 mg/L TDZ (67,00 

phôi/mẫu). Trọng lượng tươi cụm phôi cũng đạt cao nhất ở nồng độ 0,7 mg/L 2,4-D 

kết hợp 0,1 mg/L TDZ (2,73 g) (Bảng 3.3). Thêm vào đó, sự phát triển bình thường 

của phôi thứ cấp phát sinh từ nguồn phôi hình cầu cũng được ghi nhận trên môi trường 

kết hợp TDZ và 2,4-D (Hình 3.12). 
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Bảng 3.3. Ảnh hưởng kết hợp của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh phôi thứ cấp từ mẫu 

phôi hình cầu in vitro sau 6 tuần nuôi cấy. 

Nồng độ 

2,4-D 

(mg/L) 

Nồng 

độ 

TDZ 

(mg/L) 

Tỉ lệ cảm 

ứng mô 

sẹo  

(%) 

Tỉ lệ 

cảm ứng 

SE  

(%) 

Số phôi 

trung bình 

(phôi/mẫu) 

Trọng 

lượng tươi 

cụm phôi 

(g) 

Mô tả  

0,0 0,0 3,33b 39,67b 4,67e 0,32e 
Hình thành 

nhiều dạng 

phôi bao 

gồm phôi 

hình cầu, 

hình tim, 

phôi có lá 

mầm; phôi 

có màu trắng 

sáng và màu 

xanh 

0,0 0,3 100,00a 100,00a 67,00c 2,35c 

0,2 0,3 100,00a 100,00a 51,33d 2,05d 

0,5 0,3 100,00a 100,00a 55,67d 2,62bc 

0,7 0,3 100,00a 100,00a 69,00b 2,57bc 

0,7 0,1 100,00a 100,00a 73,33a 2,73a 

0,7 0,5 100,00a 100,00a 69,33b 2,62bc 

0,7 0,7 100,00a 100,00a 59,67cd 2,65b 

*Các ký tự (a, b,…) khác nhau đặt cùng một cột biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê ở p < 0,05 (trong phép thử Duncan). 

 

 

 

Hình 3.12. Ảnh hưởng kết hợp của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh SSE từ phôi hình 

cầu của sâm Ngọc Linh (thước 1 cm). A: ĐC. B - D: môi trường bổ sung 0,2; 0,5 và 

0,7 mg/L 2,4-D kết hợp với 0,3 mg/L TDZ. E - G: môi trường bổ sung 0,1; 0,5 và 

0,7 mg/L TDZ kết hợp với 0,7 mg/L 2,4-D, tương ứng. 
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Sự phát sinh phôi có thể được cảm ứng từ nhiều nguồn vật liệu khác nhau. 

Phôi soma thứ cấp được hình thành trực tiếp hoặc/và gián tiếp trên lá mầm, trụ hạ 

diệp (hypocotyl), trụ thượng diệp (epicotyl) hoặc đầu rễ của phôi soma sơ cấp. Các 

hệ thống tái sinh thực vật hiệu quả thông qua phôi soma thứ cấp đã được ghi nhận ở 

một số loài thực vật, ví dụ như ở Cyclamen persicum, Hepatica nobilis, Pseudotsuga 

menziesii, Akebia trifoliata và Olea Europea [42]. Trong nghiên cứu này phôi có thể 

được cảm ứng từ các dạng phôi như: phôi hình cầu, phôi hình tim và phôi có lá mầm. 

Sự phát sinh phôi từ nguồn vật liệu ban đầu là phôi đây là con đường hình thành phôi 

thứ cấp. Hơn nữa, phát sinh phôi thứ cấp mang lại nhiều ưu điểm hơn so với quá trình 

phát sinh phôi sơ cấp, đặc biệt là hệ số nhân và mức độ đồng đều của phôi cao. Nuôi 

cấy phôi thứ cấp đã được mô tả ở ít nhất 80 loài thực vật hạt trần và hạt kín bằng cách 

sử dụng các PGRs và các loại carbohydrate khác nhau [39]. Gần đây, sự hình thành 

phôi thứ cấp đã được ghi nhận ở một số cây trồng như Cẩm chướng [40], Rosa lai 

“Samantha” [39] và Panax Gingseng [41] bằng cách sử dụng BA, 2,4-D và một số 

loại carbohydrate khác nhau. Với nghiên cứu này, sự hình thành phôi thứ cấp tương 

ứng với 3 dạng phôi hình cầu hình tim, phôi có lá mầm đều cao hơn so với các nguồn 

vật liệu còn lại (Bảng 3.2; Hình 3.8) 

Ngoài ra, trong nghiên cứu này PGRs có vai trò quan trọng trong việc cảm ứng 

sự hình thành phôi thứ cấp, với việc sử dụng 2,4-D, TDZ riêng lẻ và phối hợp có vai 

trò cảm ứng sự hình thành phôi thứ cấp hiệu quả trong đó môi trường phối hợp sẽ cho 

hiệu quả cao nhất (Bảng 3.2; Bảng 3.3; Hình 3.5; 3.6; 3.7; 3.8). Bởi vì, PGRs vật 

đóng vai trò như là những dấu hiệu trung gian để dẫn đến sự tái lập lại chương trình 

biểu hiện gen. Kết quả là một loạt những biến đổi trong tế bào như: sinh tổng hợp 

RNA và DNA, pH nội bào thay đổi, gia tăng sự hấp thu oxy, tăng hoạt tính của 

enzyme đặc biệt là kinase, nhân di chuyển đến gần vách tế bào, bộ xương tế bào thay 

đổi [44] từ đó dẫn đến cảm ứng phát sinh phôi sinh dưỡng bao gồm sự kết thúc sự 

biểu hiện của những gen hiện hành và thay thế bằng chương trình biểu hiện của những 

gen sinh phôi từ tế bào sinh dưỡng để hình thành phôi mới và phát triển thành một 

cây hoàn chỉnh. Tuy nhiên, tùy vào loại và nồng độ PGRs mà hiệu quả cảm ứng sự 

hình thành phôi thứ cấp khác nhau, cụ thể trong nghiên cứu này sự hình thành phôi 

thứ cấp tốt nhất là môi trường bổ sung kết hợp 2,4-D và TDZ (Bảng 3.3; Hình 3.12). 
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Hơn nữa, bằng cách sử dụng tỷ lệ thích hợp của auxin, cytokinin riêng lẻ hay 

kết hợp trong môi trường nuôi cấy giúp cảm ứng quá trình phát sinh phôi soma. Ngoài 

ra, kiểu phát sinh hình thái trong nuôi cấy mô và tế bào thực vật, được xác định do sự 

cân bằng bởi auxin và cytokinin. Vì vậy, sự hình thành phôi soma của nhiều loài thực 

vật được cảm ứng trong môi trường có cả auxin và cytokinin [176], [177]. Sự hiện 

diện đồng thời của 2,4-D với các PGRs khác trong phát sinh phôi đã được báo cáo ở 

nhiều loài cây thân gỗ [178-180]. Trong nghiên cứu này, môi trường có sự hiện diện 

đồng thời của 2,4-D và TDZ cho sự phát sinh phôi tốt nhất đối với mẫu phôi hình cầu 

cây sâm Ngọc Linh. Kết quả của nghiên cứu này phù hợp với các nghiên cứu về sự 

phát sinh phôi in vitro. Hơn nữa, so với việc nhân giống từ các nguồn vật liệu khác 

mà cụ thể là nhân giống từ mô phân sinh thì tốc độ nhân giống từ phôi cao hơn khá 

nhiều. Ngoài ra, mô có nguồn gốc từ phôi cho khả năng phát sinh phôi cao, nhưng 

khả năng này giảm dần ở trụ lá mầm, cuống lá, lá và rễ [43]. 

Ngoài ra, trong nghiên cứu này, sự phát sinh phôi có thể diễn ra trực tiếp hoặc 

gián tiếp (Hình 3.10, 3.11). Phát sinh phôi trực tiếp (direct somatic embryogenesis): 

phôi sinh dưỡng được hình thành trực tiếp trên bề mặt của mẫu cấy ban đầu không 

qua giai đoạn trung gian của mô sẹo [46]. Trong trường hợp này vẫn có sự hình thành 

của mô sẹo trên bề mặt của mẫu cấy nhưng sự tăng sinh khối của mô sẹo không đáng 

kể và mô sẹo xuất hiện trước sự hình thành phôi. Hiện tượng này cũng được ghi nhận 

trong nghiên cứu này trên đối tượng Sâm Ngọc Linh (Hình 3.10). Bên cạch đó, sự 

phát sinh phôi gián tiếp cũng đã được ghi nhận (Hình 3.11). Sự phát sinh phôi gián 

tiếp (indirect somatic embryogenesis): sự phát sinh phôi sinh dưỡng thực hiện gián 

tiếp thông qua mô sẹo và mô sẹo được cảm ứng hình thành phôi [45]. Sự phát sinh 

phôi soma gián tiếp thông qua quá trình nuôi cấy mô sẹo được nghiên cứu trên các 

loài ngũ cốc, các loài thuộc chi Trifolium, khoai mì thành công với môi trường bổ 

sung kết hợp cytokinin và auxin [176-181].  
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Hình 3.13. Sự hình thành, phát triển của SSE sâm Ngọc Linh. A: SSE hình thành 

trên bề mặt của phôi. B: sự trưởng thành của SSE. C - E: tương ứng hình cầu, hình 

tim và lá mầm (thước 1 mm). 

 

Hình 3.14. Sự sinh trưởng và phát triển tiếp theo của SSE sâm Ngọc Linh sau 3 

tuần (A), 8 tuần (B), 12 tuần (C) và 16 tuần (D) nuôi cấy (thước 0,5 cm). 

Các phôi hình thành trên các môi trường bổ sung TDZ và 2,4-D khác nhau trải 

qua đầy đủ các giai đoạn phát triển của phôi (Hình 3.13). Các phôi được tiếp tục khảo 

sát sự sinh trưởng bằng cách nuôi cấy trên môi trường MS không bổ sung PGRs. Kết 

quả cho thấy, các phôi sinh trưởng phát triển tốt và tạo được cây con hoàn chỉnh (Hình 

3.14). 

Trong tái sinh phôi soma, tế bào đầu tiên (tế bào soma giữ vai trò hợp tử) phân 

chia không cân xứng, sau đó phôi qua các giai đoạn hình cầu, tim và cá đuối ở cây 

hai lá mầm, tương tự sinh phôi hợp tử. Cây con từ phôi soma có đặc tính di truyền 

của tế bào soma cha mẹ [34]. 

3.2. Nội dung 2: Xử lý tạo đa bội trên sâm Ngọc Linh bằng colchicine và 

oryzalin 

3.2.1. Tác động của colchicine đến sự phát sinh phôi thứ cấp biến dị 

Các phôi hình cầu sâm Ngọc Linh được xử lý với colchicine ở các nồng độ, 

thời gian khác nhau. Kết quả cho thấy, việc xử lý với colchicine ảnh hưởng đáng kể 
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đến số lượng mẫu sống sót, số phôi thứ cấp, số phôi thứ cấp biến dị, tỉ lệ phôi thứ cấp 

biến dị (Bảng 3.4). 

Bảng 3.4. Ảnh hưởng của colchicine đến sự cảm ứng SSE biến dị sau 6 tuần nuôi 

cấy. 

Colchicin

e (%) 

Thời gian 

xử lý 

 (giờ) 

Tỉ lệ  

sống 

(%) 

Tỉ lệ phôi 

biến dị 

(%) 

Số SSE 

(Phôi/mẫu) 

Bình thường  Biến dị 

0,0 0 100,00a* 0,00j 27,22a 0,00j 

0,1 

24 

92,56ab 4,86ij 23,89b 1,33i 

0,2 89,00bcd 11,16i 21,22bc 2,67h 

0,3 86,11cd 12,50ghi 21,00bc 3,00fgh 

0,5 88,45bcd 23,50cdef 17,89cd 2,87h 

0,7 82,11cde 20,38efgh 14,00efgh 3,56cdef 

0,1 

36 

90,33bc 11,31ghi 12,22fgh 1,56i 

0,2 83,44bcde 17,21fgh 13,11efgh 2,67h 

0,3 80,11def 20,23efgh 12,34efgh 3,11efgh 

0,5 75,22efg 19,36efgh 15,89defg 3,78cde 

0,7 72,33fgh 23,60cdef 10,45ghi 3,22efgh 

0,1 

48 

70,33ghi 16,55fgh 16,00def 3,00fgh 

0,2 57,78jk 29,52cde 10,45ghi 4,22c 

0,3 62,45ij 21,65defg 12,44efgh 3,44defg 

0,5 52,00kl 29,52cde 13,56efgh 5,44ab 

0,7 43,22l 33,88bc 8,11i 5,11ab 

0,1 

72 

65,00hij 18,93efgh 16,89de 3,89cd 

0,2 50,45kl 21,99defg 9,89hi 2,78gh 

0,3 30,44m 31,27bcd 8,11i 3,56cdef 

0,5 32,33m 42,08ab 7,44ij 4,89b 

0,7 22,11n 46,49a 5,22j 5,57a 

*Các ký tự (a, b,…) khác nhau đặt cùng một cột biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê ở p < 0,05 (trong phép thử Duncan). 

Tại mốc thời gian 24 giờ: 

Xử lý với colchicine trong 24 giờ, kết quả cho thấy tỷ lệ sống của mẫu giảm 

khi tăng dần nồng độ từ 0,1% đến 0,7%, tỷ lệ sống của mẫu giảm từ 100% xuống còn 

82,11%. Tương tự, khi tăng nồng độ colchicine dẫn đến số phôi thứ cấp giảm, tại 
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nồng độ colchicne 0,1% số phôi thứ cấp là 23,89 phôi/mẫu, khác biệt với ĐC và 

khuynh hướng giảm số phôi thứ cấp vẫn tiếp tục diễn ra khi tăng nồng độ colchicine 

và chỉ còn trung bình 14 phôi/mẫu tại colchicine 0,7% (Bảng 3.4, Hình 3.15A, B).  

Ngược lại, khi xét đến vai trò của tác nhân đa bội cảm ứng hình thành phôi 

biến dị, kết quả nghiên cứu cho thấy xử lý với tác nhân đa bội nồng độ cao dẫn đến 

số phôi biến dị/mẫu tăng, tỷ lệ phôi biến dị cũng tăng tương ứng và cao nhất tại 0,7% 

colchicne với số phôi biến dị là 3,56 phôi/mẫu. Đồng thời, tỉ lệ hình thành phôi biến 

dị của mẫu cũng tăng từ 4,86% tại colchicine 0,1% lên 20,38% tại nồng độ colchicine 

0,7% (Bảng 3.4, Hình 3.15A, B).  

Các phôi biến dị (mũi tên màu đỏ, hình 3.15C) có hình thái đa dạng, phôi có 

sự thay đổi số lá mầm, có từ 1, 2, 3 lá mầm và hình thái các lá mầm khá đa dạng, hoặc 

phôi có cực rễ phình to hơn so với phôi bình thường, v.v. Các phôi biến dị này tương 

ứng với từng nồng độ colcicine được tách ra và khảo sát sự sinh trưởng ở các giai 

đoạn tiếp theo (Hình 3.15D). 

 

Hình 3.15. Sự phát sinh SSE biến dị từ phôi hình cầu của sâm Ngọc Linh dưới tác 

động của colchincine (0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7%) trong 24 giờ xử lý (tương ứng từ trái 
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sang phải). A và B: SSE hình thành sau 4 tuần nuôi cấy. C và D: SSE hình thành 

sau 8 tuần nuôi cấy (thước 1 cm). Các mũi tên chỉ vị trí của SSE biến dị. 

Tại mốc thời gian 36 giờ: 

Tiếp theo chúng tôi tăng thời gian xử lý mẫu với colchicine. Tại mốc thời gian 

36 giờ, tỷ lệ sống của mẫu giảm khi tăng nồng độ xử lý, từ 90,33% tại colchicine 

0,1% xuống 72,33% tại nồng độ colchicine 0,7% (Bảng 3.4). Tương tự, tỉ lệ hình 

thành phôi thứ cấp của mẫu cũng chịu ảnh hưởng đáng kể, số phôi thứ cấp giảm khi 

gia tăng nồng độ xử lý và giảm nhiều hơn so với các nghiệm thức xử lý colchicine 

trong 24 giờ. Số phôi thứ cấp trung bình thấp nhất là 10,45 phôi tại colchicine 0,7%, 

thấp hơn so với cùng nồng độ xử lý tại mốc thời gian 24 giờ. Ngược lại, số phôi thứ 

cấp có biểu hiện biến dị và tỉ lệ phôi biến dị tăng khi tăng nồng đô colchicine, cao 

nhất là 3,78 phôi biến dị tương ứng với tỷ lệ là 19,36 % tại nồng độ colchicine 0,5% 

(Bảng 3.4, Hình 3.16 A, B).  

 

Hình 3.16. Sự phát sinh SSE biến dị từ phôi hình cầu của sâm Ngọc Linh dưới tác 

động của colchincine (0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7%) trong 36 giờ xử lý (tương ứng từ trái 

sang phải). A và B: SSE hình thành sau 4 tuần nuôi cấy. C và D: SSE hình thành 

sau 8 tuần nuôi cấy (thước 1cm). Các mũi tên chỉ vị trí của SSE biến dị. 
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Mặc dù số phôi biến dị không cao vượt trội so với nghiệm thức tốt nhất của 

ngưỡng xử lý 24 giờ nhưng xét về hình thái phôi biến dị khá đặc trưng. Các phôi biến 

dị có hình thái đa dạng và biểu hiện biến dị của phôi càng nhiều khi xử lý mẫu với 

nồng độ càng cao, số lá mầm của phôi biến dị có sự thay đổi, phôi đa số có 1 lá mầm 

và hình thái các lá mầm cũng có sự đa dạng, lá mầm dày và tạo thành phiến to. Ngoài 

ra, phôi có kích thước lớn và cực rễ phình to hơn so với phôi bình thường, các phôi 

biến dị này (mũi tên màu đỏ, hình 3.16C, D) tương ứng với từng nồng độ xử lý với 

colcicine được tách ra và khảo sát sinh trưởng ở các giai đoạn tiếp theo (Hình 3.15D). 

Tại mốc thời gian 48 giờ: 

 Khi tăng thời gian xử lý từ 36 giờ lên 48 giờ tỉ lệ mẫu sống giảm khá đáng kể 

chỉ còn 43,22% tại colchicine 0,7% (Bảng 3.4, Hình 3.17A, B). Tương tự, số 

phôi/mẫu cũng chịu tác động của nồng độ và thời gian tiếp xúc của mẫu cấy với 

colchicine, số phôi thứ cấp trung bình giảm so với các mốc thời gian xử lý với tác 

nhân đa bội ngắn hơn. Cụ thể, với nghiệm thức xử lý 0,1% colchicine tương ứng số 

phôi thứ cấp là 16,0 phôi/mẫu và số phôi thứ cấp thấp nhất khi xử lý với 0,7% 

colchicine số SSE chỉ 8,11 phôi/mẫu (Bảng 3.4, Hình 3.17A, B). Ngược lại, số phôi 

thứ cấp biến dị, tỉ lệ phôi biến dị của mẫu tăng khi tăng cả thời gian xử lý và nồng đô 

colchicine tăng. Tại mốc thời gian này, số phôi thứ cấp biến dị tăng khá cao và đạt 

cao nhất tại 0,5% colchicine (5,44 phôi/mẫu) tương ứng tỷ lệ là 29,52 % (Bảng 3.4, 

Hình 3.17B).  
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Hình 3.17. Sự phát sinh SSE biến dị từ phôi hình cầu của sâm Ngọc Linh dưới tác 

động của colchincine (0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7%) trong 48 giờ xử lý (tương ứng từ trái 

sang phải). A và B: SSE hình thành sau 4 tuần nuôi cấy. C và D: SSE hình thành 

sau 8 tuần nuôi cấy (thước 1 cm). Các mũi tên chỉ vị trí của SSE biến dị. 

Các phôi biến dị có hình thái khá đa dạng (mũi tên màu đỏ, hình 3.17C, D), 

phôi có số lá mầm thay đổi, phôi xuất hiện dạng 1, 2, 3 lá mầm hoặc lá mầm chia 

thành rất nhiều thùy hoặc lá mầm không phân thùy, hình thái các lá mầm cũng có sự 

đa dạng, phôi có kích thước lớn, chắc, hoặc phôi có cực rễ phình to hơn so với bình 

thường, v.v. Các phôi biến dị này tương ứng với từng nồng độ xử lý với colchicine 

được tách ra và sự sinh trưởng được tiếp tục khảo sát ở các giai đoạn tiếp theo (Hình 

3.17D).  

Tại mốc thời gian 72 giờ: 

Tại mốc thời gian 72 giờ, rõ ràng rằng thời gian xử lý của mẫu càng dài với 

colchicine, số lượng mẫu sống giảm và chỉ còn 22,11% tại nghiệm thức colchicine 

0,7% (Bảng 3.4). Ở 4 ngưỡng thời gian và nồng độ xử lý với colchicine, nghiên cứu 

cho thấy, không những tỷ lệ sống mà sự hình thành phôi thứ cấp của mẫu giảm rất 

đáng kể. Tuy nhiên, số phôi biến dị và tỷ lệ phôi biến dị gia tăng rõ rệt. Tỷ lệ phôi 



79 
 

 

biến dị cao nhất 46,49% tại colchicine 0,7%, số phôi biến dị tương ứng cao nhất 5,57 

phôi/mẫu (Bảng 3.4, Hình 3.18A, B). 

 

Hình 3.18. Sự phát sinh SSE biến dị từ phôi hình cầu của sâm Ngọc Linh dưới tác 

động của colchicine (0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7%) trong 72 giờ xử lý (tương ứng từ trái 

sang phải). A và B: SSE hình thành sau 4 tuần nuôi cấy. C và D: SSE hình thành 

sau 8 tuần nuôi cấy. Các mũi tên chỉ vị trí của SSE biến dị. 

 Các phôi biến dị có hình thái khá đặc trưng và biểu hiện biến dị của phôi càng 

nhiều khi mẫu được xử lý với tác nhân đa bội tăng cả thời gian tiếp xúc lẫn nồng độ 

colchicine. Phôi biến dị có số lá mầm nhiều hơn hoặc phôi có 1 lá mầm, hình thái 

cũng có sự đa dạng, các lá mầm bất thường, lá mầm dày không phân thùy hoặc tạo 

thành phiến to (Hình 3.18 D). Ngoài ra, phôi có kích thước to và có cực rễ phình to 

so với bình thường. Các phôi có biểu hiện biến dị (mũi tên màu đỏ, hình 3.18C, D) 

tương ứng với từng nồng đô xử lý với colchicine được tạo ra và khảo sát các giai đoạn 

tiếp theo của sự sinh trưởng của các phôi biến dị (Hình 3.19 D). 
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Hình 3.19. Một số dạng SSE biến dị của sâm Ngọc Linh phát sinh từ phôi đã qua 

xử lý colchicine sau 4 tuần nuôi cấy (thước 1 mm). 

Tóm lại, xử lý mẫu với tác nhân đa bội colchicine, trong nghiên cứu này cho 

thấy phụ thuộc khá lớn vào thời gian và nồng độ, có ảnh hưởng đến tỉ lệ sống của 

mẫu cấy, số lượng phôi thứ cấp, số phôi thứ cấp biến dị. Xử lý colchicine để gây biến 

dị đa bội với nồng độ cao và thời gian tiếp xúc của mẫu càng lâu đã làm giảm đáng 

kể đến tỉ lệ sống, số lượng phôi thứ cấp của mẫu. Chẳng hạn, ở nồng độ 0,7% 

colchicine trong 72 giờ, số lượng phôi thứ cấp bình thường được hình thành đã giảm 

5 lần so với nghiệm thức ĐC. Một xu hướng ngược lại đã được quan sát đối với số 

lượng phôi thứ cấp biến dị. Nồng độ 0,5 - 0,7% colchicine trong 48 giờ và 72 giờ cho 

số lượng phôi biến dị cao (4,89 - 5,56 phôi/mẫu), các phôi biến dị có nhiều dạng khác 

nhau được thu nhận và tiếp tục khảo sát sự sinh trưởng trong các thí nghiệm tiếp theo 

(Hình 3.19). 

Sự đa bội hóa của thực vật thường xảy ra trong tự nhiên nhưng chậm tuy nhiên 

giúp đẩy nhanh sự tiến hóa và sự hình thành loài mới. Do vậy, quá trình này có thể 

được tạo ra trong khoảng thời gian ngắn hơn bằng cách sử dụng colchicine cản trở 

quá trình nguyên phân của tế bào và từ đó hình thành các thể đa bội [91]. Trong 

nghiên cứu này, chúng tôi cũng đã sử dụng colchicine như là một tác nhân gây đa bội 

trên đối tượng sâm Ngọc Linh ở các mức nồng độ và thời gian xử lý khác nhau đã 

cho kết quả cảm ứng phôi thứ cấp có biểu hiện biến dị (Bảng 3.4, Hình 3.15; 3.16; 

3.17; 3.18). Colchicine đã được biết đến là một chất kháng phân bào, ngăn chặn quá 

ĐC 
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trình trùng hợp (polymerization) vi ống, mà không ảnh hưởng đến quá trình khử trùng 

hợp, dẫn đến sự phân hủy vi ống [96]. Vì vậy khi sử dụng colchicine trong nghiên 

cứu này đã làm ảnh hưởng đến quá trình phân bào bình thường của chu trình tế bào 

từ đó hình thành nên các tế bào bất thường, làm cơ sở cho sự hình thành các thể phôi 

thứ cấp biến dị. 

Hơn nữa, đa bội in vitro phụ thuộc nhiều vào nguồn vật liệu và sự sẵn có của 

các hệ thống tái sinh in vitro. Sự tái sinh thông qua hình thành phôi soma hoặc hình 

thành chồi rất được mong muốn đối với các phương pháp xử lý cảm ứng đa bội. Khả 

năng tái sinh toàn bộ cây từ một hoặc chỉ một vài tế bào có thể cải thiện sự phát triển 

của các cây đa bội đồng nhất và giảm thiểu khả năng xuất hiện các tế bào phân bào 

(cytochimeras). Các hệ thống tái sinh tạo cơ quan hoặc tạo phôi đã được sử dụng để 

nhân đôi nhiễm sắc thể cho một số loài [63]. Dựa trên cơ sở này, đối với đối tượng 

sâm Ngọc Linh trong nghiên cứu này chúng tôi sử dụng phôi hình cầu làm nguồn vật 

liệu để xử lý với tác nhân đa bội colchicine. 

Tương tự, nghiên gần đây của Linlan (2019) đã sử dụng hệ thống cảm ứng đa 

bội bằng phôi soma của Lilium distichum Nakai and Lilium cernuum Komar, nghiên 

cứu này, phôi soma được nuôi cấy trên MS bổ sung 0,41 μmol L − 1 picloram và 1,07 

μmol L − 1 NAA [57]. Theo Touchell và cộng sự (2020) các hệ thống phát sinh phôi 

soma và phát sinh cơ quan là các con đường tái sinh chính trong cảm ứng đa bội hóa 

in vitro [63]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng hệ thống tái sinh phôi thứ cấp 

sau khi phôi sơ cấp được cảm ứng với các tác nhân đa bội và có sự hình thành phôi 

thứ cấp có biểu hiện biến dị tại các nồng độ xử lý colchicine và mốc thời gian xử lý 

khác nhau (Bảng 3.4, Hình 3.15; 3.16; 3.17; 3.18). Hơn nữa, colchicine được biết đến 

là chất chống phân bào và có thể làm tăng các rối loạn sinh lý khi được sử dụng ở 

nồng độ cao để xử lý gây đột biến đa bội ở nhiều đối tượng thực vật [182]. Bởi vì, 

colchicine có ái lực liên kết tương đối thấp với các vi ống của thực vật, đòi hỏi nó 

phải được sử dụng ở nồng độ cao để duy trì hiệu quả [97]. Tuy nhiên, nồng độ 

colchicine cao kết hợp với thời gian xử lý dài cũng làm giảm đáng kể tỷ lệ sống của 

mẫu [68] [124], [183-185]. 

Demtsu (2013) đã sử dụng kỷ thuật đa bội bằng cách xử lý colchicine trên SE 

để sản xuất chuối 'Namwa' và nghiên cứu đã cho thấy, tỷ lệ chết của mẫu tăng lên khi 

nồng độ colchicine cao thời gian tiếp xúc với chất gây đa bội càng tăng [80]. Kết quả 
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tương tự cũng được quan sát khi nghiên cứu tạo cây tứ bội Ligustrum sinense Lour 

[186]. Trong nghiên cứu này, nồng độ cao và thời gian xử lý colchicine ảnh hưởng 

đáng kể đến tỷ lệ sống của phôi và đồng thời tạo ra các phôi thứ cấp có các đặc điểm 

kiểu hình khác với những phôi không được xử lý bằng colchicine. 

Sự xuất hiện của các biến dị có lẽ dưới tác động của colchicine dẫn tới sự nhân 

lên của NST trong nhân tế bào nhưng không có sự phân chia nhân đã tạo ra các tế bào 

có đột biến đa bội. Theo Germana (2011) sự hình thành vách không hoàn chỉnh giữa 

nhân sinh dưỡng và nhân sinh sản của tiểu bào tử là nguồn gốc ban đầu để tạo cây đa 

bội. Trong nghiên cứu này chúng tôi ghi nhận rằng, tại các mốc thời gian xử lý và 

thay đổi nồng độ chất xử lý đa bội dẫn đến tạo các thể có đột biến đa bội là khác nhau. 

Có một mối tương quan giữa nồng độ chất gây đột biến đa bội và thời gian xử lý. 

Điều này tương tự với Populus hopeiensis, yếu tố có ảnh hưởng đến kết quả đa bội 

chính là nồng độ và thời gian tiếp xúc với tác nhân gây đột biến để tạo các thể đột 

biến đa bội [63].  

Ngoài ra, nồng độ cochicine và thời gian xử lý khác nhau ảnh hưởng đến đáng 

kể đến khả năng hình thành phôi thứ cấp có biểu hiện biến dị. Nghiên cứu của Xu et 

al. 2018 cho rằng có một tác động tương tác đáng kể giữa các loài thực vật (kiểu gen 

thực vật) và nồng độ chất kháng phân bào [187]. Chất chống phân bào là yếu tố quan 

trọng thứ hai (sau yếu tố kiểu gen thực vật) trong các thí nghiệm gây đột biến đa bội 

nhân tạo. Có một số thông số ảnh hưởng, bao gồm loại, nồng độ hiệu quả tối thiểu, 

thời gian tiếp xúc và phương pháp áp dụng cần được xem xét [64]. 

 Do vậy, nồng độ và thời gian tiếp xúc với các hợp chất kháng phân bào là 

những yếu tố luôn được khảo sát. Trong khi mức độ tiếp xúc thấp không có hiệu quả 

và mức độ cao gây chết mẫu, sự tương tác giữa thời gian tiếp xúc của mẫu và nồng 

độ vẫn chưa được hiểu đầy đủ [63]. Trong nghiên cứu này, đối với các phương pháp 

xử lý đa bội, sự tương tác giữa nồng độ và thời gian xử lý vẫn chưa được làm sáng 

tỏ, với mức độ tiếp xúc thấp với tác nhân đa bội không cho hiệu quả và mức độ cao 

gây ra chết mẫu [68]. Vì vậy, việc tìm ra nồng độ hữu hiệu tối thiểu để gây đột biến 

đa bội là rất cần thiết. Hiệu quả gây đột biến cao có thể đạt được bằng cách sử dụng 

chất gây đột biến đa bội với nồng độ cao và mẫu được tiếp xúc trong thời dài [182]. 

Allum và cộng sự (2007) đề xuất rằng để đảm bảo sự nhân đôi NST, thời gian xử lý 
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phải đủ dài để tối đa hóa số lượng tế bào trong quá trình nguyên phân và xử lý với 

các hợp chất kháng phân bào [124]. Xu và cộng sự (2018) cho rằng có sự tương tác 

đáng kể giữa nồng độ chất kháng phân bào và kiểu gen thực vật [187]. Do đó, phản 

ứng khác nhau đối với nồng độ và thời gian của các đối tượng nghiên cứu với 

colchicine có thể bị ảnh hưởng bởi kiểu gen của từng loại cây. Ví dụ, tỷ lệ cảm ứng 

tứ bội ở Trachyspermum ammi L. tối ưu ở 0,05% colchicine trong 24 giờ [183]; tỷ lệ 

cây tứ bội ở Gerbera jamesonii tối ưu ở 0,2% colchicine trong 2 giờ [185]. Trong 

nghiên cứu của chúng tôi, nồng độ và thời gian xử lý colchicine khác nhau có ảnh 

hưởng đáng kể đến hiệu quả tạo ra các thể đa bội. Nồng độ colchicine cao và thời 

gian xử lý dài cho thấy tỷ lệ đa bội hóa cao (trên 30% tại 0,5% - 0,7% colchicine 

trong 48 - 72 giờ). Kết quả này tương tự đối với nhiều loài thực vật, trong đó kết quả 

đa bội chịu ảnh hưởng đáng kể bởi nồng độ cao và thời gian tiếp xúc dài với colchicine 

[63, 188]. 

3.2.2. Ảnh hưởng của oryzalin lên sự phát sinh phôi thứ cấp biến dị 

Khi xử lý với tác nhân đa bội oryzalin, có khuynh hướng giảm dần của tỉ lệ 

sống của mẫu theo sự gia tăng của nồng độ và thời gian xử lý. Sau 4 tuần nuôi cấy, 

tỷ lệ sống của phôi sâm Ngọc linh có sự thay đổi đáng kể. Hơn nữa, nồng độ và thời 

gian cũng như sự tương tác giữa 2 nhân tố này ảnh hưởng đến tỷ lệ sống của phôi. 

Oryzalin là một chất gây đa bội nhưng ít độc đối với mô tế bào thực vật hơn 

colchicine, do đó với nồng độ thấp oryzalin hầu như không ảnh hưởng lên mẫu cấy. 

Tuy nhiên, trong thí nghiệm này oryzalin có ảnh hưởng đáng kể đến tỷ lệ sống của 

mẫu ngay cả ở nồng độ thấp và thời gian xử lý ngắn. Số mẫu sống thấp nhất được ghi 

nhận tại nồng độ oryzalin cao nhất 0,07% tại các mốc thời gian 24 giờ, 36 giờ, 48 giờ 

và 72 giờ (46,67; 40,0; 33,33 và 13,33%, tương ứng) (Bảng 3.5). 

Oryzalin có ảnh hưởng đến sự cảm ứng phôi thứ cấp biến dị. Khi tăng nồng độ 

oryzalin, số phôi thứ cấp có xu hướng giảm nhưng làm tăng số phôi thứ cấp biến dị 

và tỷ lệ phôi biến dị của mẫu (Bảng 3.5, Hình 3.20). Tại mốc thời gian 24 giờ, xử lý 

với nồng độ oryzalin thấp 0,01% số phôi thứ cấp tương đối cao (17,67 phôi/mẫu) 

nhưng cho tỷ lệ phôi thứ cấp biến dị thấp nhất (7,96%) và thấp hơn đáng kể ở nồng 

độ 0,07% (31,48%). Tại mốc 36 giờ, đối với nghiệm thức ĐC có số phôi thứ cấp cao 

nhất (24,0 phôi/mẫu) khác biệt khá đáng kể so với nghiệm thức bổ sung oryzalin làm 
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giảm số phôi thứ cấp rất đáng kể chỉ khoảng (14,67 - 12,00 phôi/mẫu). Ngược lại, tỷ 

lệ phôi biến dị tăng khi tăng nồng độ oryzalin (15,71 - 31,59%). 

Nghiệm thức với nồng độ 0,07% oryzalin trong 48 giờ có số phôi thứ cấp giảm 

chỉ 8,33 phôi/mẫu thấp hơn đáng kể so với ĐC (24,00 phôi/mẫu) nhưng cho tỷ lệ phôi 

biến dị cao (38,26%). Đối với mốc 72 giờ, nồng độ oryzalin có ảnh hưởng đến sự gia 

tăng số phôi biến dị trên kiểu hình. Xử lý với nồng độ 0,03 - 0,07% oryzalin trong 72 

giờ cho số phôi thứ cấp thấp nhất (7,67 - 8,00 phôi/mẫu) và cho tỷ lệ phôi biến dị cao 

nhất (42,59 - 45,67%) (Bảng 3.5, Hình 3.20). 
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Bảng 3.5. Ảnh hưởng của oryzalin lên sự phát sinh phôi thứ cấp sau 6 tuần nuôi cấy. 

Oryzali

n (%) 

Thời 

gian xử 

lý 

(giờ) 

Tỷ lệ sống 

của mẫu 

(%) 

Số phôi 

thứ cấp 

(phôi/mẫu) 

Số phôi thứ 

cấp biến dị 

(phôi/mẫu) 

Tỷ lệ phôi thứ 

cấp biến dị 

(%) 

0,00 0 100,00a 24,00a 0,00c 0,00h 

0,01 

24 

80,00b 17,67b 1,33b 7,96gh 

0,02 66,67bcd 14,67bc 2,33ab 16,03fg 

0,03 46,67efg 14,33bcd 2,33ab 16,74fg 

0,05 46,67efg 13,00cde 3,00a 23,68def 

0,07 46,67efg 11,00def 3,33a 31,48cde 

0,01 

36 

73,33bc 14,67bc 2,33ab 15,71fg 

0,02 53,33def 14,00cde 3,00a 21,66efg 

0,03 46,67efg 13,67cde 3,67a 28,79def 

0,05 46,67efg 13,67cde 3,33a 25,10def 

0,07 40,00fgh 12,00def 3,67a 31,59cde 

0,01 

48 

60,00cde 17,67b 3,00a 17,42efg 

0,02 53,33def 15,00bc 3,33a 22,77def 

0,03 60,00cde 10,00def 3,00a 31,30cde 

0,05 53,33def 9,67ef 3,33a 35,95bcd 

0,07 33,33fghi 8,33f 3,00a 38,26abc 

0,01 

72 

40,00fgh 11,33def 2,67a 24,22def 

0,02 26,67ghi 8,00f 2,67a 33,13bcd 

0,03 20,00hi 7,67f 3,33a 42,59ab 

0,05 13,33i 7,67f 3,33a 43,49a 

0,07 13,33i 8,00f 3,67a 45,67a 

*Các ký tự (a, b,…) khác nhau đặt cùng một cột biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê ở p < 0,05 (trong phép thử Duncan). 
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Hình 3.20. Ảnh hưởng của oryzalin lên sự phát sinh SSE biến dị từ phôi hình cầu 

của sâm Ngọc Linh tại các thời gian xử lý khác nhau (ĐC, 24 giờ, 36 giờ, 48 giờ, 72 

giờ, tương ứng từ trái sang phải). A và C: SSE hình thành sau 4 tuần nuôi cấy. B và 

D: SSE hình thành sau 8 tuần nuôi cấy (thước 1 cm). Các mũi tên chỉ vị trí của phôi 

biến dị. 

Sự phân bào bị tác động khi xử lý với oryzalin cũng tương như colchicine, tuy 

nhiên, cách thức tác động của hai chất này có khác nhau do hoạt động gắn kết của 

colchicine với vi ống (tubulin) yếu hơn so với oryzalin. Sử dụng oryzalin để gây đột 

biến đa bội trên nhiều đối tượng cây trồng được thực hiện với nồng độ micromol 

(µM) cho kết quả tương đương với những cây trồng được xử lý bằng colchicine ở 

nồng độ milimol (mM) [189]. Sử dụng oryzalin đã gây đột biến đa bội thành công để 

tạo ra các dòng đa bội của cây thân gỗ và bán thân gỗ bao gồm Rosa [135], 

Rhododendron [122], Chaenomeles [132], Hypericum [120] và Acer platanoides 

[118]. Hơn nữa, oryzalin đã được chứng minh là hiệu quả hơn colchicine trong việc 
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nhân đôi NST in vitro đối với Chaenomeles japonica [132], Rhododendron [123], 

Watsonia lepida [136], và Ranunculus asiaticus [125]. 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, phôi sâm Ngọc Linh được xử lý với tác nhân 

kháng phân bào là oryzalin ở các nồng độ khác nhau (0,01%, 0,02%, 0,03%, 0,05%, 

0,07%) tại các mốc thời gian khác nhau (24 giờ, 36 giờ, 48 giờ, 72 giờ). Kết quả sau 

4 tuần nuôi cấy cho thấy tỷ lệ sống của phôi sâm Ngọc linh có sự thay đổi và có 

khuynh hướng giảm dần theo sự gia tăng của nồng độ xử lý oryzalin và giảm theo sự 

tăng thời gian xử lý với tác nhân kháng phân bào. Kết quả này tương tự với kết quả 

của các nghiên cứu trước đây trên Hypericum sp. [120], chuối Musa acuminata [190], 

Rosa euphytica [99], Rosa rugosa [124]. 

Oryzalin gây độc cho tế bào, làm giảm tỷ lệ sống của mẫu do có khả năng gắn 

kết chặt với vi ống (tubulin) tạo thành thể phức hợp oryzalin - vi ống (tubulin). Phức 

hợp oryzalin - vi ống đã làm thoi vô sắc ngừng hoạt động vì vậy ngăn cản sự phân 

chia của tế bào [98]. Ngoài ra, tỷ lệ sống của phôi soma sâm Ngọc Linh cũng có thể 

liên quan đến tác dụng gây độc của chất kháng phân bào thông qua ảnh hưởng của 

các chất này đến nội cân bằng auxin và cytokinin bên trong mẫu cấy [191], dẫn đến 

làm tăng sự nhạy cảm của tế bào thực vật với oryzalin. Bên cạnh đó, PGRs có trong 

môi trường nuôi cấy cũng có thể tương tác với các chất kháng phân bào. Lattier và 

cộng sự (2013) đã cho thấy rằng cytokinin có thể hoạt hóa tăng chu kỳ của tế bào, tạo 

ra các tế bào chuyển đổi nhanh hơn từ kỳ giữa (metaphase) sang kỳ sau (anaphase) 

của quá trình nguyên phân, trong giai đoạn này tế bào có thể nhạy cảm với oryzalin 

[118]. 

Trong các nghiên cứu đa bội, nồng độ và thời gian xử lý với các hợp chất 

kháng phân bào là những yếu tố luôn được khảo sát, trong khi xử lý với nồng độ thấp 

không có hiệu quả thì ở nồng độ cao sẽ gây chết mẫu [63]. Kết quả nghiên cứu của 

chúng tôi ghi nhận rằng khi tăng nồng độ oryzalin, số phôi thứ cấp có xu hướng giảm 

nhưng làm tăng số phôi đột biến và tỷ lệ phôi thứ cấp đột biến xuất hiện của mẫu. Kết 

quả này cũng phù hợp với kết quả nghiên cứu của Allum và cộng sự (2007), cho rằng 

để đảm bảo NST nhân đôi, thời gian xử lý phải đủ lâu để tối đa hóa số lượng tế bào 

trong quá trình nguyên phân và xử lý với các hợp chất kháng phân bào. Mặc dù sự 

gia tăng nồng độ của chất kháng phân bào có thể làm tăng đáng kể tỷ lệ chết của mẫu 
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cấy nhưng lại tăng khả năng nhân đôi hàm lượng DNA, dẫn đến tăng khả năng tạo 

thể đa bội [124].  

3.2.3. Sự sinh trưởng của cây từ các phôi thứ cấp biến dị phát sinh từ phôi được 

xử lý colchicine 

Trong nghiên cứu này, bằng việc sử dụng tác nhân đa bội chung tôi đã thu 

nhận các phôi có biểu hiện biến dị về mặt hình thái. Tuy nhiên, sẽ có ý nghĩa hơn nếu 

các phôi này sinh trưởng tiếp theo để tạo thành cây hoàn chỉnh và từ các cây hoàn 

chỉnh này sẽ được sử dụng để xác định độ bội cho những thí nghiệm tiếp theo. Chính 

vì vậy, chúng tôi tiếp tục khảo sát sự sinh trưởng của các phôi biến dị với các chỉ tiêu 

theo dõi được trình bày trong bảng 3.6. 

Các phôi thứ cấp có biểu hiện biến dị (phát sinh từ các phôi đã xử lý colchicine) 

được chuyển sang môi trường MS chứa 8 g/L agar, 30 g/L succrose, không bổ sung 

PGRs. Sự sinh trưởng, phát triển của cây được ghi nhận sau 12 tuần tháng và thể hiện 

trong bảng 3.6.  

 
Hình 3.21. Sự sinh trưởng của phôi biến dị sau khi xử lý với colchicine sau 12 tuần 

nuôi cấy (thước 1 cm). 

Từ số liệu bảng 3.6 cho thấy, các cây biến dị sau xử lý colchicine có sự sinh 

trưởng, phát triển tốt. Trong đó, quan sát kiểu hình của cây biến dị nhận thấy cây có 
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sự sinh trưởng nhanh, được đánh giá dựa trên các chỉ tiêu về chiều cao, số lá và đường 

kính rễ. Sự xuất hiện các biến dị trên cây cả thân và lá khi xử lý colchicine nồng độ 

cao và thời gian xử lý dài (Hình 3.21). Trong các dạng cây biến dị, số lá, chiều cao 

cây, trọng lượng tươi có sự khác biệt so với ĐC, hình thái lá to và dày hơn, lá có màu 

xanh đậm, đường kính thân và lá to hơn cây đối chứng. Đồng thời, sau 12 tuần nuôi 

cấy, cây biến dị có một số đặc điểm của lá cho thấy sự khác biệt rõ nhất được thể hiện 

ở sự tăng lên hoặc giảm số lượng phiến lá, độ dày tăng, bất thường về hình dạng và 

số răng cưa ở phiến lá; khác biệt ở độ sâu của thuỳ lá; hình dạng và kích thước cuống 

lá so với ĐC (Hình 3.21).  

Bảng 3.6. Sự sinh trưởng của cây từ phôi thứ cấp phát sinh từ các phôi đã xử lý 

colchicine sau 12 tuần nuôi cấy. 

Colchicin

e (%) 

Thời 

gian xử 

lý 

(giờ) 

Chiều 

cao cây 

(cm) 

Đường 

kính 

cuống lá 

(cm) 

Chiều 

rộng lá 

(cm) 

Chiều dài 

lá 

(cm) 

Khối lượng 

tươi 

(g) 

0,0 0 2,10k 0,43i 1,11fg 4,07d 0,15j 

0,1 

24 

3,22ij 0,52ghi 1,3def 4,07d 0,31i 

0,2 2,80jk 0,50hi 1,16efg 5,17b 0,39hi 

0,3 3,15ij 0,67efg 1,32de 3,38e 0,45fgh 

0,5 3,77hi 0,63fgh 1,58bc 4,25cd 0,58de 

0,7 5,39def 0,62fgh 1,52bcd 3,57e 0,82ab 

0,1 

36 

4,55gh 0,58fgh 1,68b 3,30e 0,45fgh 

0,2 5,18efg 0,59fgh 2,14a 4,47c 0,70bcd 

0,3 4,45gh 0,68def 1,56bc 4,25cd 0,54efg 

0,5 6,29bc 0,70cde 1,68b 4,32cd 0,60cde 

0,7 6,16bcd 0,77bcd 2,13a 3,35e 0,57def 

0,1 

48 

5,65cde 0,62fgh 1,48bcd 3,31e 0,53efg 

0,2 5,65cde 0,63fgh 1,62bc 3,41e 0,56def 

0,3 7,29a 0,68def 1,43cd 4,47c 0,61cde 
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0,5 6,61ab 0,87a 1,60bc 4,62c 0,74ab 

0,7 5,37def 0,52ghi 1,07g 5,38ab 0,44gh 

0,1 

72 

6,04bcd 0,91a 1,23efg 2,62f 0,61cde 

0,2 5,80bcde 0,79ab 1,45cd 3,24e 0,76ab 

0,3 5,60cde 0,78abc 1,59bc 4,38cd 0,67bcd 

0,5 4,58fg 0,64fgh 2,16a 5,28ab 0,56def 

0,7 5,18efg 0,88a 2,25a 5,55ab 0,40hi 

*Các ký tự (a, b,…) khác nhau đặt cùng một cột biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê ở p < 0,05 (trong phép thử Duncan). 
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Tại mốc thời gian xử lý 24 giờ: Sự sinh trưởng của cây có sự khác biệt so với 

cây đối chứng. Tuy nhiên cây biến dị tại nồng độ xử lý colchicine 0,7%, chiều cao 

cây (5,39 cm) và trọng lượng tươi (0,82 g) có sự vượt trội so với các nghiệm thức còn 

lại và khác biệt so với đối chứng. Bên cạnh đó, đường kính cuống lá (0,62 cm), chiều 

rộng lá (1,52 cm) cũng tương đối cao so với các nghiệm thức còn lại (Bảng 3.6, Hình 

3.21). 

Tại các mốc thời gian xử lý 36 giờ, chiều cao cây, đường kính cuống có sự 

khác biệt đáng kể, được ghi nhận tại nồng độ colchicine từ 0,5% hoặc 0,7% (từ 5,39 

cm đến 6,29 cm). Tuy nhiên, các chỉ chiều rộng lá (1,52 cm), chiều dài lá không có 

sự khác biệt lớn giữa các nghiệm thức ngoại trừ chỉ tiêu đường kính cuống lá (0,62 

cm) (Bảng 3.6, Hình 3.21). 

Tại ngưỡng xử lý 48 giờ, tương ứng với nồng độ 0,3% - 0,5% colchicine cho 

thấy chiều cao cây tốt nhất (7,29 cm và 6,61 cm) và cao hơn đáng kể so với ĐC (2,10 

cm). Đường kính cuống lá đều có kích thước lớn hơn đáng kể so với ĐC (Bảng 3.6, 

Hình 3.21). 

Kích thước cuống lá lớn nhất được ghi nhận tại nồng độ 0,1% colchicine trong 

72 giờ (0,91 cm), đồng thời xử lý 0,5% colchicine trong 48 giờ và 0,7% colchicine 

trong 72 giờ cũng cho kích thước cuống lá lớn (0,87 cm và 0,88 cm). Bên cạnh đó, 

chiều rộng lá và chiều dài lá cao nhất cũng được ghi nhận tại nồng độ 0,7% colchicine 

trong 72 giờ (2,25 cm và 5,55 cm) (Bảng 3.6, Hình 3.21). 

Sau khi xử lý colchicine, các cây bất thường có sự sinh trưởng tốt, cả chiều 

cao, số lá và trọng lượng tươi đều vượt trội so với đối chứng. Những dấu hiệu trên có 

thể là dấu hiệu của các thể đa bội. Nghiên cứu của Oates và cộng sự (2012) cho thấy 

các đặc điểm như kích thước và độ dày của lá, chiều dài lóng và chiều cao cây đều bị 

ảnh hưởng bởi sự nhân đôi của nhiễm sắc thể [86]. 

 Thật vậy, các nghiên cứu gần đây cũng cho rằng, tác động của sự nhân đôi 

toàn bộ bộ gen có thể gây ra những thay đổi di truyền đáng kể trong biểu hiện gen, 

chức năng gen và những ảnh hưởng đáng kể đối với sự phát triển, chọn giống cây 

trồng. Các tác động cụ thể của hiện tượng đa bội có thể rất khác nhau giữa các loài 

và các yếu tố ảnh hưởng đến cảm ứng đa bội [192]. Sự tăng trưởng vượt trội của thể 

đa bội có liên quan đến sự gia tăng kích thước và sinh khối. Các phôi sau đột biến đa 

bội có sự tăng trưởng vượt trội về các chỉ tiêu sinh trưởng có thể là do sự nhân lên 
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của bộ NST làm thay đổi hàng loạt các biểu hiện về sinh lý và sinh hóa dẫn đến những 

thay đổi về mặt biểu sinh và những thay đổi này là do sự thay đổi lớn trong biểu hiện 

gen. Thật vậy, những nghiên cứu gần đây đã dần làm sáng tỏ khía cạnh này cụ thể là 

vì đa bội có ảnh hưởng đáng kể đến sự biểu hiện gen (tăng, im lặng và điều hòa 

lên/xuống) của các gen được nhân đôi. Sự thay đổi sâu rộng trong bộ gen tạo ra nhiều 

kiểu biểu hiện mới, tương tác điều hòa, những thay đổi di truyền và biểu sinh là kết 

quả của việc hợp nhất và nhân đôi hai bộ gen [193].  

Tương tự, khi xử lý ở các mốc thời gian càng tăng và nồng độ cochicine cao, 

chiều cao của cây giảm nhưng số lá, đường kính thân đều lớn hơn so với ĐC. Sự khác 

biệt về các chỉ tiêu sinh trưởng của cây đột biến so với ĐC có thể là do trên cây đột 

biến sau quá trình đột biến đa bội có sự gia tăng về kích thước của tế bào, dẫn đến sự 

gia tăng về kích thước của cơ quan. Hơn nữa, sự thay đổi sâu rộng trong bộ gen tạo 

ra nhiều kiểu biểu hiện mới, tương tác điều hòa, và những thay đổi di truyền và biểu 

sinh là kết quả của việc hợp nhất và nhân đôi hai bộ gen [70]. Do vậy, trong nghiên 

cứu này sự thay đổi trong các đặc điểm sinh trưởng có thể là do sự thay đổi về số 

lượng NST, từ đó dẫn đến thay đổi hàm lượng gen và kết quả là những thay đổi trong 

biểu hiện gen dẫn đến sự đa dạng trong kiểu hình. Thật vậy, ảnh hưởng phổ biến và 

được biết đến nhiều nhất của quá trình đa bội hóa ở thực vật là tăng kích thước tế bào 

[193]. Khối lượng tế bào tứ bội tăng gấp đôi so với tổ tiên lưỡng bội và tăng diện tích 

bề mặt tế bào lên khoảng 1,5 lần [194]. Do sự gia tăng kích thước tế bào, thể đa bội 

khác với thể lưỡng bội ban đầu về các đặc điểm hình thái và giải phẫu, ví dụ: tăng 

kích thước của các cơ quan và cấu trúc (lá, hoa và quả to ra) [193]. Sự khác biệt về 

kiểu hình có liên quan đến hai vấn đề vốn có của quá trình đa bội góp phần vào các 

tác động nhất quán nhất của “kiểu hình đa bội”, là: sự gia tăng hàm lượng DNA và 

sự gia tăng số lượng gen [193]. Các tế bào có nhiều NST hơn, do đó có nhiều DNA, 

sẽ tăng kích thước để duy trì mối quan hệ không đổi giữa thể tích tế bào và nhân. Từ 

đó, những gia tăng này có thể được quan sát ở kích thước của các cơ quan và thậm 

chí của toàn bộ cây [193]. 

Hơn nữa, thời gian và nồng độ chất xử lý khác nhau cũng cho thấy có sự xuất 

hiện các dạng biến dị khác nhau, theo Touchell và cộng sự (2020) cho rằng, các loài 

thực vật khác nhau có phản ứng khác nhau đối với nồng độ sử dụng của một loại chất 

kháng phân bào [63], cụ thể: Trong cảm ứng tạo đa bội in vitro của cây dược liệu 
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ajowan (Trachyspermum ammi L.), cảm ứng tứ bội hóa cao nhất bằng cách sử dụng 

0,05% colchicine trong 24 giờ [183]; trong khi đó, tỷ lệ cây tứ bội in vitro nhân đôi 

nhiễm sắc thể in vitro cao nhất ở cúc châu Phi (Gerbera jamesonii), đạt được bằng 

cách sử dụng 0,2% colchicine trong 2 giờ [185]. Tương tự, với kết quả nghiên cứu 

này sự đa dạng kiểu hình của các cây biến dị cũng đã được ghi nhận và có sự khác 

nhau theo từng mốc thời gian và nồng độ xử lý (Bảng 3.6; Hình 3.21). 

 Sự khác biệt về các chỉ tiêu sinh trưởng của cây biến dị so với đối chứng có 

thể là do cây biến dị sau quá trình đột biến đa bội có sự gia tăng về kích thước của tế 

bào, dẫn đến sử gia tăng về kích thước của cơ quan cũng như toàn bộ cơ thể, thật vậy, 

ảnh hưởng phổ biến và được biết đến nhiều nhất của quá trình đa bội hóa ở thực vật 

là tăng kích thước tế bào [70]. Khối lượng tế bào tứ bội tăng gấp đôi so với tổ tiên 

lưỡng bội và tăng diện tích bề mặt tế bào lên khoảng 1,5 lần [193]. Do sự gia tăng 

kích thước tế bào, thể đa bội khác với thể lưỡng bội ban đầu về các đặc điểm hình 

thái và giải phẫu, ví dụ: tăng kích thước của các cơ quan và cấu trúc (lá, hoa và quả 

to ra). Sự khác biệt về kiểu hình có liên quan đến hai vấn đề vốn có của quá trình đa 

bội hóa góp phần vào các tác động nhất quán nhất của “kiểu hình đa bội”, là: sự gia 

tăng hàm lượng DNA và sự gia tăng số lượng gen. Các tế bào có nhiều nhiễm sắc thể 

hơn, và do đó có nhiều DNA, sẽ tăng kích thước để duy trì mối quan hệ không đổi 

giữa thể tích tế bào và nhân. Do đó, những gia tăng này có thể được quan sát ở kích 

thước của cơ quan/ các cơ quan và thậm chí của toàn bộ cây [70]. 

3.2.4. Một số đặc điểm hình thái và giải phẫu của cây con biến dị sau khi xử lý đa 

bội bằng colchicine 

Các cây có nguồn gốc từ phôi thứ cấp sau khi xử lý đa bội có biểu hiện biến dị 

được ghi nhận các chỉ tiêu sinh trưởng, đánh giá sự thay đổi về hình thái, cấu trúc, 

đặc điểm khí khí khẩu và đếm số lượng NST. 
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Hình 3.22. Đặc điểm kiểu hình của một số cây con biến dị sau khi xử lý đa bội bằng 

colchicine 12 tuần nuôi cấy (thước 2 cm). 

 
Hình 3.23. Một số dạng lá biến dị của cây con có nguồn gốc từ phôi biến dị được 

xử lý colchicine sau 12 tuần nuôi cấy (thước 1 cm). 

Đặc điểm dễ nhận biết khi quan sát cây biến dị do sự thay đổi hình thái lá (Hình 

3.22, Hình 3.23). Sau 3 tháng nuôi cấy, đặc điểm của lá có sự khác biệt rõ rệt so với 

ĐC. Sự khác biệt rõ nhất thể hiện ở sự tăng lên hoặc giảm số lượng phiến lá, độ dày 

phiến lá tăng, hình dạng lá bất thường cũng như số răng cưa ở phiến lá; khác biệt ở 

độ sâu của thuỳ lá; kích thước cuống lá tăng so với ĐC (Hình 3.22, Hình 3.23).  
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 Cây có biểu hiện biến dị về mặt hình thái như cây có kích thước lớn vượt trội 

so với ĐC về chiều cao, chiều dài, chiều rộng cuống lá, … như mô tả trong hình 3.22, 

hình 3.23. Chúng tôi tiến hành giải phẩu cuống lá, rễ của cây có biểu hiện biến dị 

hình thái (Hình 3.22), hình thái giải phẫu cho thấy có sự khác biệt rõ ràng về số bó 

mạch trong cấu trúc của cuống lá cấy biến dị so với cuống lá cây ĐC (Hình 3.24). Cụ 

thể cuống lá cây biến dị có nhiều hơn 6 mạch dẫn nằm tách biệt và phân bố khá đồng 

đều trong khi cuống không xử lý có 5 mạch nằm gần nhau và phân bố không đều. 

Điều này cho thấy rõ ràng cây biến dị đa bội có sự khác biệt không chỉ về mặt hình 

thái mà còn về mặt cấu trúc so với cây không biến dị. Có lẽ, đột biến đa bội dẫn đến 

sự thay đổi kích thước của tế bào, do vậy dẫn đến thay đổi sự tổ chức của cấu trúc 

các cơ quan trong đó có sự thay đổi trong sắp xếp các hệ thống mạch dẫn cả về số 

lượng và vị trí các mạch dẫn. Điều này cho thấy cây biến dị đa bội có sự khác biệt 

không chỉ về mặt hình thái mà còn về mặt cấu trúc so với cây không biến dị.  

Nghiên cứu gần đây của Corneillie và cộng sự (2019) trên Arabidopsis 

thaliana, cho thấy đa bội cũng làm thay đổi thành tế bào và thành phần đường trong 

tế bào. Những thay đổi này ảnh hưởng đến cấu trúc liên quan đến sản xuất/dự trữ tinh 

dầu, độc lập với kích thước của chúng [195]. 

Soltis và Burleigh (2009) xác định rằng những thay đổi bao gồm chức năng 

phụ, chức năng gen mới, thay đổi biểu sinh và thay đổi biểu hiện gen, bên cạnh tác 

động đến tỷ lệ trao đổi CO2, mức độ hormone, tỷ lệ quang hợp và cân bằng nước [57].  
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Hình 3.24. Hình thái giải phẫu của cuống lá và rễ cây sâm Ngọc Linh có biến dị 

kiểu hình. Mẫu cuống lá ở cây ĐC (A) và cây biến dị kiểu hình (B) (thước 1 mm). 

Mẫu rễ ở cây ĐC (C) và cây biến dị kiểu hình (D) (thước 0,2 mm). 

Bảng 3.7. Khí khổng của lá biến dị sau xử lý colchicine sau 12 tuần sinh trưởng 

Cây 
Mật độ khí khổng 

(Số kk/mm2) 

Chiều dài 

khí khổng 

(µm) 

Chiều rộng  

khí khổng  

(µm) 

ĐC 125,70 57,33 42,33 

 Biến dị 119,70* 78,00* 55,33* 

* Biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê thông qua t-test. 

Chúng tôi tiến hành đánh giá cây biến dị đa bội thông qua các chỉ tiêu hình 

thái, kích thước khí khổng như: Mật độ khí khổng/mm2, mật độ lục lạp trong tế bào 

bảo vệ khí khổng, chiều dài khí khổng, chiều rộng khí khổng (Bảng 3.7, Hình 3.25).  
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Hình 3.25. Đặc điểm khí khổng ở lá cây sâm Ngọc Linh biến dị kiểu hình sau 12 

tuần nuôi cấy từ SSE. Mật độ lục lạp trong tế bào bảo vệ khí khổng, hình dạng khí 

khổng cây ĐC (A, B) và cây biến dị kiểu hình (C, D) (thước 20 µm); Mật độ khí 

khổng cây ĐC (E) và cây biến dị kiểu hình (F) (thước 0,1 mm). 

Kết quả quan sát cho thấy, cây biến dị có mật độ khí khổng thưa hơn (119,7 

kk/mm2) so với ĐC (125,7 kk/mm2), kích thước khí khổng dài hơn (70,8µm) so với 

ĐC (57,33µm). Bên cạch đó, mật độ lục lạp trong tế bào bảo vệ khí khổng dày đặc 

hơn so với cây ĐC (Bảng 3.7, Hình 3.25). 

Theo tác giả Ahmadi và Ebrahimzadeh (2020), ngoài các phương pháp đếm 

NST thì các chỉ tiêu của khí khổng như: mật độ khí khổng, số lượng và kích thước 

của khí khổng, kích thước tế bào bảo vệ khí khổng, được sử dụng làm chỉ tiêu gián 

tiếp để xác định mức độ đa bội từ đó có thể phân biệt cây được cảm ứng đa bội với 

cây lưỡng bội [196]. 

Phương pháp dựa trên một số đặc điểm khí khổng có thể sử dụng để xác định 

thể đa bội [197 - 199]. Tăng kích thước khí khổng thường được sử dụng để xác định 

sự nhân đôi của NST [132], [85]. Khí khổng của các thể được cảm ứng đa bội cũng 

có kích thước lớn hơn và được sử dụng như một trong những đặc điểm chính biểu thị 

sự thay đổi mức độ đa bội ở các loài, vì việc xác định kích thước của chúng rất đơn 

giản và không cần thiết bị phức tạp [1]. 
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Trong nghiên cứu này, thông qua quan sát hình thái cho thấy mật độ khí khổng 

của các dạng biến dị thấp hơn cây ĐC, kết quả này cũng phù hợp với nghiên cứu của 

Sabzehzari và cộng sự (2019) khi mật độ thấp hơn và kích thước khí khổng lớn hơn 

là những đặc điểm chung của thể đa bội. Mật độ lục lạp, chất diệp lục của các tế bào 

bảo vệ cũng là chỉ số đa bội đơn giản được ứng dụng để xác định độ bội [182]. Tuy 

nhiên, các đặc điểm hình thái và giải phẫu có thể bị thay đổi dưới áp lực yếu tố môi 

trường; do đó, các quan sát có thể không chính xác và đáng tin cậy [132]. 

Ngoài ra, thông qua quan sát kết quả cho thấy có sự khác biệt khá rõ về mật 

độ lục lạp trong tế bào bảo vệ khí khổng của lá cây đột biến và lá cây ĐC. Số lượng 

lục lạp ở tế bào bảo vệ khí khổng lá cây đột biến cao hơn so với lá cây ĐC (Hình 

3.25A, C). Theo Supena và cộng sự (2006) có sự tương quan thuận ở mức từ 80-

100% giữa lượng lục lạp trong tế bào khí khổng và mức độ bội thể [200]. Trong đó, 

số lượng lục lạp trong tế bào khí khổng của cây tứ bội gần gấp đôi so với cây lưỡng 

bội. Do vậy, có nhiều khả năng một số trong các cây đột biến trong nghiên cứu này 

là cây tứ bội. Tuy nhiên, để có thể kết luận chính xác, cần có thêm các kết quả khảo 

sát về NST. 

3.3. Nội dung 3: Xác định mức độ đa bội của cây con sâm Ngọc Linh sau khi xử 

lý đa bội 

3.3.1. Xác định mức độ đa bội thông qua phương pháp đếm NST 

Đếm số lượng NST là phương pháp xác định mức độ đa bội đáng tin cậy và rõ 

ràng nhất. Với nghiên cứu này, số lượng NST trong các đầu rễ của cây con biến dị 

được đếm để xác định các đột biến đa bội. Kết quả ghi nhận cho thấy các thể tứ bội 

và thể tạp bội đã hình thành dưới tác động của colchicine; tuy nhiên, tỷ lệ cảm ứng 

đa bội của cây con phụ thuộc đáng kể vào nồng độ và thời gian xử lý (Bảng 3.8).  

Ở thời gian xử lý 24 giờ, cây tứ bội bắt đầu được ghi nhận ở nồng độ 0,2% 

colchicine hoặc cao hơn. Đồng thời, đột biến tứ bội tăng dần khi tăng nồng độ xử lý. 

Ở nồng độ colchicine cao 0,5 - 0,7%, cây đột biến dạng tạp bội bắt đầu được ghi nhận 

với tỷ lệ thấp (dưới 10%). Ở 36 giờ, xử lý 0,1 - 0,7% colchicine đều cho tỷ lệ đột biến 

tứ bội lớn hơn 10%, tỉ lệ đột biến tứ bội cao nhất được ghi nhận tại 0,7% (22,22%) 

(Bảng 3.8; Hình 3.26).  
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Bảng 3.8. Ảnh hưởng của nồng độ colchicine đến tỉ lệ cảm ứng đa bội ở các thời gian 

xử lý khác nhau sau 12 tuần nuôi cấy. 

Nghiệm 

thức 

Colchicine 

(%) 

Thời gian 

xử lý 

(giờ) 

Tỉ lệ cảm ứng đa bội (%) 

Cây tứ bội Cây tạp bội 

1 0,0 0 0,00e* 0,00g 

2 0,1 

24 

0,00e 0,00g 

3 0,2 11,11bcd 0,00g 

4 0,3 14,81abc 0,00g 

5 0,5 18,52abc 3,70fg 

6 0,7 18,52abc 7,41ef 

7 0,1 

36 

14,81abc 7,41ef 

8 0,2 18,52abc 11,11efg 

9 0,3 18,52abc 14,81def 

10 0,5 18,52abc 22,22cde 

11 0,7 22,22ab 25,92cd 

12 0,1 

48 

18,52abc 11,11efg 

13 0,2 22,22ab 14,81def 

14 0,3 22,22ab 22,22cde 

15 0,5 25,92a 25,92cd 

16 0,7 18,52abc 29,63c 

17 0,1 

72 

11,11bcd 22,22cde 

18 0,2 7,41cde 25,92cd 

19 0,3 3,70de 40,74b 

20 0,5 3,70de 48,14ab 

21 0,7 3,70de 55,55a 

*Các ký tự (a, b,…) khác nhau đặt cùng một cột biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê ở p < 0,05 (trong phép thử Duncan). 
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Hình 3.26. Cây sâm Ngọc Linh in vitro tứ bội (A) và tạp bội (B) sau 12 tuần nuôi 

cấy (thước 1cm). 

Xử lý colchicine 0,2% - 0,5% trong 48 giờ cho hiệu quả cảm ứng cây tứ bội 

cao (22,22% - 25,92%), tuy nhiên khi tăng nồng độ lên 0,7%, tỷ lệ cây tứ bội giảm 

đáng kể (18,52%). Ở thời điểm 72 giờ, tỷ lệ cây tứ bội giảm mạnh khi nồng độ 

colchicine tăng từ 0,1% - 0,7% (từ 11,11% xuống 3,70%), ngược lại tỷ lệ cây tạp bội 

tăng mạnh, cao nhất từ 0,5 % - 0,7% colchicine (48,14% và 55,55%). Nhìn chung, tỷ 

lệ cây tạp bội được hình thành có xu hướng tăng khi tăng thời gian xử lý và nồng độ 

colchicine, trong khi thể tứ bội bắt đầu giảm hoặc không tăng ở nồng độ 0,7% 

colchicine; trừ nghiệm thức 72 giờ tỷ lệ tứ bội thấp nhất và giảm dần khi tăng nồng 

độ colchicine từ 0,1% - 0,7% (Bảng 3.8). 
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Hình 3.27. Số lượng NST ở các đầu rễ thuộc cây lưỡng bội (2n = 2x = 24) (A) và 

cây tứ bội (2n = 4x = 48) (B) ở sâm Ngọc Linh sau 12 tuần nuôi cấy (Thước 5 µm). 

Sự cảm ứng đa bội cũng phụ thuộc đáng kể vào loại mẫu cấy được sử dụng để 

cảm ứng đa bội [63]. Các mẫu cấy trong xử lý đa bội thường là hạt nảy mầm, ngọn 

rễ non, chồi bất định, đốt thân, phiến lá và các mô có khả năng phân chia tế bào mạnh 

[68], [131], [201]. Sự nhân đôi NST đã được ghi nhận ở nhiều loài thực vật thông qua 

phát sinh phôi và phát sinh cơ quan [69]; tuy nhiên, sự tái sinh thông qua hình thành 

SE trong quá trình cảm ứng đa bội được mong đợi để cải thiện sự phát triển đồng nhất 

của cây con [202]. Eeckhaut và cộng sự (2004) đã báo cáo sự cảm ứng của cây tứ bội 

Spathiphyllum wallisii thông qua sử dụng SSE hiệu quả hơn so với sử dụng phôi sơ 

cấp [203]. Tuỳ thuộc vào kiểu gen thực vật mà thời gian và nồng độ xử lý colchicine 

khác nhau [63]. Chẳng hạn, Trachyspermum ammi L. cảm ứng tứ bội hóa cao nhất 

tại 0,05% colchicine trong 24 giờ [183]; trong khi đó, tỷ lệ cây tứ bội in vitro ở 

Gerbera jamesonii đạt cao nhất tại 0,2% colchicine trong 2 giờ [185]. Các thể đa bội 

của L. distichum và L. cernuum được hình thành thành công từ SE và vảy tại các nồng 

độ colchicine (0,01%, 0,05% và 0,1%) khi mẫu được xử lý với thời gian (24, 48 và 

72 giờ). Tỷ lệ cảm ứng đa bội đạt lần lượt là 57,14% và 46,15% khi xử lý 0,05% 

colchicine trên đối tượng L. distichum trong 48 giờ. Đối với L. cernuum tỷ lệ tứ bội 

tốt nhất của Lilium distichum và Lilium cernuum lần lượt là 28,57% và 23,08% trong 

24 giờ xử lý [68]. Trong khi đối với cây cùng họ là Lilium davidii var. unicolor, cảm 

ứng tứ bội cao nhất tương ứng tỷ lệ (33,33%) là kết quả của việc xử lý 0,025% 

colchicine trong 24 giờ [81]. 
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Trong nghiên cứu hiện tại, sâm Ngọc Linh tứ bội (2n = 4x=48) được tạo thành 

công từ SSE phát sinh từ phôi được xử lý bằng colchicine với tỉ lệ cảm ứng cao 

(25,92%). Thể tứ bội hình thành từ SE cũng được ghi nhận trên Musa sp. [80], Elaeis 

quineensis [204], Lilium distichum Nakai và Lilium cernuum Komar [68]. Đồng thời, 

các thể tạp bội thường xuất hiện trong quá trình đa bội [201], [205], [206] cũng được 

ghi nhận trong quá trình xử lý đa bội với mẫu phôi sâm Ngọc Linh với tỷ lệ cao (Bảng 

3.8). Tuy nhiên, các thể tạp bội được xem là không ổn định do sự không đồng bộ 

trong chu kỳ tế bào giữa hai loại tế bào [111]. Vì vậy, các thể tạp bội ở sâm Ngọc 

Linh cần được tiếp tục nghiên cứu thêm để đánh giá mức độ ổn định (Hình 3.27B).  

3.3.2. Xác định đặc điểm khí khổng của cây tứ bội  

Sự thay đổi đặc điểm của khí khổng được coi là một trong những dấu hiệu 

thường gặp ở thể đa bội. Theo kết quả xác định độ bội, các lá của cây tứ bội và cây 

lưỡng bội được thu nhận và quan sát đặc điểm của khí khổng dưới kính hiển vi quang 

học. Kết quả quan sát cho thấy khí khổng của cây tứ bội có hình trứng, nằm rải rác 

và có kích thước lớn hơn ĐC. Chiều dài và chiều rộng của khí khổng ở lá tứ bội 

(75,46 µm và 52,63 µm) lớn hơn đáng kể so với ĐC (57,10 µm và 42,03 µm) (Bảng 

3.9, Hình 3.28A, B). Tuy nhiên, mật độ khí khổng của cây tứ bội (110,20 khí 

khổng/mm2) thấp hơn ĐC (122,67 khí khổng/mm2) (Bảng 3.9). Ngoài ra, sự khác biệt 

đáng kể mật độ lục lạp trong tế bào bảo vệ khí khổng của cây tứ bội và lưỡng bội 

cũng được quan sát. Mật độ lục lạp trong tế bào bảo vệ khí khổng của lá tứ bội cao 

hơn ĐC (Hình 3.28C, D). 

Bảng 3.9. Đặc điểm khí khổng trên biểu bì lá của cây tứ bội sau 12 tuần nuôi cấy 

*Biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê thông qua t-test. Tỉ lệ giữa chiều dài (hoặc 

chiều rộng) khí khổng của cây tứ bội và cây lưỡng bội. 
 

Cây 

Mật độ  

khí khổng 

(mm2) 

Chiều dài  

khí khổng 

(µm) 

Chiều rộng 

khí khổng 

(µm) 

Tỉ lệ khí khổng 

Chiều dài Chiều rộng 

Lưỡng bội  122,67 57,10 42,03 1 1 

Tứ bội 110,20* 75,46* 52,63* 1,32 1,24 
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Hình 3.28. Đặc điểm khí khổng của các cây lưỡng bội và cây tứ bội ở sâm Ngọc 

Linh sau 12 tuần nuôi cấy. Hình dạng và kích thước của khí khổng ở cây lưỡng bội 

(A) và cây tứ bội (B). Mật độ lục lạp trên tế bào bảo vệ khí khổng của cây lưỡng bội 

(C) và cây tứ bội (D) (thước 20 µm). 

3.4. Nội dung 4: Khảo sát khả năng sinh trưởng, tái sinh và tính ổn định của 

cây sâm Ngọc Linh tứ bội 

3.4.1. Sự sinh trưởng của cây sâm Ngọc Linh tứ bội 

Các cây con tứ bội được tiếp tục khảo sát sự sinh trưởng và phát triển trong 

điều kiện in vitro. Kết quả cho thấy cây con tứ bội có những thay đổi đáng kể đặc 

điểm hình thái so với cây lưỡng bội sau 24 tuần tuổi. Các cây tứ bội có chiều cao vượt 

trội, cao nhất 12,10 cm và cao hơn đáng kể so với cây con lưỡng bội (7,59 cm) (Hình 

3.29B). Lá cây tứ bội phát triển tốt, có sự gia tăng đường kính cuống lá, chiều dài 

cuống lá, chiều dài lá, chiều rộng lá so với lá cây lưỡng bội. Ngoài ra, cây tứ bội có 

khối lượng tươi thân rễ và cây con lớn hơn đáng kể (tương ứng là 40,00% và 54,01%) 

so với cây lưỡng bội (Hình 3.29 và 3.30). 
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Hình 3.29. Đặc điểm hình thái cây lưỡng bội và cây tứ bội của sâm Ngọc Linh sau 

24 tuần nuôi cấy. A: cây con lưỡng bội (trái) và tứ bội (phải) (thước 1 cm). B và C: 

thống kê một số đặc điểm sinh trưởng của cây con lưỡng bội và tứ bội (*p <0,05). 

 

Hình 3.30. Cây sâm Ngọc Linh in vitro cây lưỡng bội (A) và cây tứ bội (B - D) sau 

24 tuần nuôi cấy (thước 1cm). 
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Thực vật sau khi được xử lý đa bội có sinh trưởng vượt trội, có thể do sự nhân 

lên của NST đã làm thay đổi hàng loạt các biểu hiện sinh hoá, sinh lý dẫn đến các 

biến đổi biểu sinh. Tế bào có nhiều NST hơn kéo theo sự tăng kích thước tế bào để 

duy trì mối quan hệ không đổi giữa thể tích và nhân tế bào [70]. Do đó, những thay 

đổi hình thái ở thực vật thường dễ được nhận biết sau khi gây đột biến đa bội. Hầu 

hết các thể đa bội (tự nhiên hoặc tổng hợp) biểu hiện kiểu hình khác với các thể lưỡng 

bội ban đầu. Chẳng hạn, hầu hết các thể tứ bội của cây Spathiphyllum wallisii có thể 

được phân biệt bằng mắt thường thông qua hình dạng và độ dày của lá [203]. Các đặc 

điểm như kích thước cơ quan lớn hơn (lá, hoa, v.v.), sinh khối cao hơn và các biến 

thể khác cho phép các thể đa bội tồn tại và phát triển [83], [79], [188], [205]. 

Trong nghiên cứu này, các cây tứ bội của sâm Ngọc Linh đều cho thấy các chỉ 

tiêu về chiều cao cây con, kích thước lá và khối lượng tươi của cây cao hơn đáng kể 

so với cây ĐC lưỡng bội sau 6 tháng nuôi cấy. Sự tăng kích thước cơ quan cũng đã 

được ghi nhận trên một số loài thực vật sau quá trình đa bội, chẳng hạn sự tăng kích 

thước lá ở cây tứ bội Robinia pseudoacacia L. [82] và Populus hopeiensis [131], sự 

tăng sinh khối ở cây tứ bội Digitalis lanata [207]. 

3.4.2. Khả năng tái sinh cây sâm Ngọc Linh tứ bội 

Các mẫu cấy khác nhau từ cây sâm Ngọc Linh tứ bội được tái sinh phôi trên 

môi trường thích hợp sau 6 tuần nuôi cấy, đối chứng là cây lưỡng bội. Đối với mẫu 

mảnh lá: MS bổ sung 0,5 mg/L NAA + 0,5 mg/L 2,4-D; mẫu cuống lá: MS bổ sung 

0,5 mg/L NAA và 0,5 mg/L TDZ; mẫu rễ: MS bổ sung 0,5 mg/L NAA và 0,3 mg/L 

TDZ. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy các mẫu cấy từ cây tứ bội đều có sự tái sinh cao 

với tỉ lệ là 100% (Bảng 3.10). Đối với mẫu mảnh lá, số phôi trung bình (42 phôi/mẫu) 

không khác biệt so với mảnh lá cây ĐC lưỡng bội (41,7 phôi/mẫu). Tương tự, với 

mẫu cấy cuống lá, rễ cũng có số phôi hình thành cao, tương ứng là 35 phôi/ mẫu đối 

với mẫu cuống lá và 25,3 phôi/ mẫu đối với mẫu rễ (Bảng 3.10, Hình 3.31). Vậy các 

mẫu cấy khác nhau của cây tứ bội có sự tái sinh phôi tốt trên môi trường tốt nhất 

tương ứng của từng loại mẫu cấy.  
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Bảng 3.10. Sự tái sinh phôi từ mảnh lá, cuống lá, rễ và sự hình thành phôi thứ cấp 

sau ba lần cấy chuyền phôi của cây sâm Ngọc Linh tứ bội sau 6 tuần nuôi cấy 

*Các ký tự (a, b,…) khác nhau đặt cùng một cột biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê ở p < 0,05 (trong phép thử Duncan). 

Phôi của cây tứ bội được nuôi cấy trên môi trường môi trường MS bổ sung 0,5 

mg/L NAA + 0,7 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L TDZ là môi trường tốt nhất cho sự hình 

thành phôi thứ cấp (Hình 3.31). Sau 3 lần cấy chuyền chúng tôi ghi nhận trọng lượng 

tươi của phôi sau mỗi lần cấy chuyền, cụ thể như sau, lần cấy chuyền 1 trọng lượng 

tươi của phôi tương ứng như sau: của mảnh lá (2,99 g), cuống (2,04 g), rễ (1,25 g); 

cấy chuyền lần 2 trọng lượng tươi tương ứng: lá (2,82 g), cuống (2,21 g), rễ (1,25 g); 

cấy chuyền lần 3 trọng lượng tươi tương ứng: lá (2,72 g), cuống (2,14 g), rễ (1,37 g) 

(Bảng 3.10, Hình 3.31). Vậy, sau 3 lần cấy chuyền, phôi vẫn duy trì sự hình thành 

phôi thứ cấp tốt và chưa có biểu hiện giảm. Do đó, có thể thấy rằng sự hình thành 

phôi thứ cấp từ phôi cây tứ bội có sự sinh trưởng khá mạnh và ổn định nhất định.  

 Phôi soma thứ cấp có thể tăng trưởng và duy trì khả năng tạo phôi qua một số 

lần cấy chuyền nhất định để thu được số lượng phôi lớn [42]. Trong nghiên cứu này, 

thông qua con đường tạo phôi thứ cấp các phôi có nguồn gốc từ cây tứ bội có sự sinh 

trưởng tốt. Hơn nữa, con đường phát sinh phôi này là đặc trưng cho hệ số nhân giống 

cao, khả năng lặp lại, độc lập với nguồn mẫu ban đầu với mức độ đồng nhất cao [42].  

 Ngoài ra, ở nhiều loài, khả năng tạo phôi trong môi trường nuôi cấy in vitro 

suy giảm theo thời gian do quá trình lão hóa và cấy chuyền nhiều lần. Tạo phôi thứ 

cấp là cách để khôi phục tiềm năng phát sinh phôi của các đối tượng cây trồng tiềm 

năng và là phương pháp quan trọng để duy trì giống lâu dài [42]. Tương tự, với nghiên 

cứu này, việc cấy chuyền phôi 3 lần thông qua con đường tạo phôi thứ cấp, chúng tôi 

Mẫu 

Tỷ lệ cảm 

ứng SE 

(%) 

Số phôi  

(phôi/mẫu) 

Trọng lượng tươi (g) 

Lần 1 Lần 2 Lần 3 

ĐC 100 41,7a* 2,02b 2,09b 2,14b 

Mảnh lá 100 42,0a 2,99a 2,82a 2,72a 

Cuống 

lá 
100 35,0ab 2,04b 2,21b 2,14b 

Rễ 100 25,3b 1,25c 1,25c 1,37c 
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cũng đã ghi nhận tiềm năng tạo phôi vẫn được duy trì, phôi có nguồn gốc từ mảnh lá, 

cuống lá và rễ của cây tứ bội đều có khả năng tạo phôi thứ cấp tốt và chưa có dấu 

hiệu sụt giảm đến lần cấy chuyền thứ 3 (Bảng 3.10). 

 
Hình 3.31. Sự tái sinh phôi của cây sâm Ngọc Linh tứ bội từ các nguồn vật liệu 

khác nhau. A, B, C: Phôi phát sinh từ mảnh lá, cuống lá, rễ (Thước 1 cm). D, E, F, 

G: Sự tái sinh SSE từ các dạng phôi của cây tứ bội (Thước 1 mm). H, I, K: Hình 

thái giải phẫu sự phát sinh SE từ các mẫu cấy cuống lá, mảnh lá và rễ của cây sâm 

Ngọc Linh tứ bội. (Thước 1 mm). 

3.4.3. Tính ổn định của cây sâm Ngọc Linh tứ bội 

Bảng 3.11. Sự sinh trưởng của cây tứ bội từ phôi tứ bội sau lần cấy chuyền thứ 3 sau 

24 tuần nuôi cấy 

Mẫu 

Chiều 

cao cây 

(cm) 

Đường 

kính 

cuống lá 

(cm) 

Chiều 

dài 

cuống lá 

(cm) 

Chiều 

rộng lá 

(cm) 

Chiều 

dài lá 

(cm) 

Đường 

kính 

thân rễ 

(cm) 

Khối 

lượng 

tươi (g) 

ĐC 7,32b* 0,63b 3,15b 3,10b 5,80b 0,46b 1,21b 

Cây tứ 

bội 
11,10a 0,92a 5,06a 4,90a 7,10a 0,85a 4,91a 

*Các ký tự (a, b,…) khác nhau đặt cùng một cột biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê ở p < 0,05 (trong phép thử Duncan). 
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Kết quả cho thấy, các cây đa bội cho thấy có sự sinh trưởng tốt và khác biệt rõ 

rệt so với đối chứng sau 6 tháng nuôi cấy (Bảng 3.11, Hình 3.32). Cây tứ bội có chiều 

cao vượt trội (11,10 cm) so với đối chứng (7,32 cm). Bên cạch đó, đường kính cuống 

lá (0,92 cm), chiều dài cuống lá (5,06 cm), chiều rộng lá (4,90 cm) cũng có kích thước 

lớn hơn so với cây đối chứng nhị bội tương ứng là đường kính cuống lá (0,63 cm), 

chiều dài cuống lá (3,15 cm), chiều rộng lá (3,10 cm). Khi xét đến sự tích lũy sinh 

khôi cũng có sự khác biệt giữa cây tứ bội và cây đối chứng nhị bội cụ thể, đường kính 

rễ củ (0,85 cm), trọng lượng tươi (4,91 g) của cây tứ bội cao hơn đáng kể so với cây 

đối chứng nhị bội tương ứng là đường kính rễ củ (0,46 cm), trọng lượng tươi (1,21 g) 

(Bảng 3.11, Hình 3.32). Như vậy, từ kết quả này, chúng tôi nhận thấy rằng phôi tứ 

bội có nguồn gốc từ các cơ quan khác nhau của cây tứ bội trải qua 3 lần cấy chuyền 

để nhân sinh khối thông qua con đường hình thành phôi thứ cấp vẫn giữ được ngững 

đặc tính về mặt hình thái của cây tứ bội biểu hiện qua các chỉ tiêu sinh trưởng vượt 

trôi so với cây nhị bội. 

 

 
Hình 3.32. Cây in vitro, số lượng NST và mật độ lục lạp trong tế bào bảo vệ khí 

khổng của của cây sâm Ngọc Linh thể lưỡng bội (A, B, C) và thể tứ bội (D, E, F) 

sau 24 tuần nuôi cấy. (A, D: thước 1 cm; B, E: thước 5 µm; C, F: thước 20 µm). 

Việc phân biệt các cây tứ bội với cây lưỡng bội có thể được tiến hành trực tiếp 

và gián tiếp. Bên cạch các chỉ số về hình thái, quan sát đặc điểm khí khổng, mật độ 

lục lạp trong tế bào bảo vệ khí khổng, đếm nhiễm sắc thể là phương pháp gián tiếp 

để xác định mức độ ổn định của cá thể đa bội. Do vậy, tiến hành quan sát đặc điểm 

khí khổng của cây tứ bội cho thấy, khí khổng ở cây tứ bội có kích thước lớn hơn cây 
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đối chứng nhị bội, ngoài ra mật độ lục lạp của tế bào bảo vệ khí khổng của cây tứ bội 

dày đặc hơn cây đối chứng (Hình 3.32C, F). Hơn nữa, trong thí nghiệm này, quan sát 

NST dưới kính hiển vi tế bào rễ của cây tứ bội sâm Ngọc Linh sau lần cấy chuyền 

thứ 3 cho thấy có cùng bộ NST so với cây tứ bội đã được xác định trước đó, bộ nhiễm 

sắc thể gấp đôi bộ lưỡng bội (Hình 3.32 B, E). Điều này minh chứng, cây tứ bội tái 

sinh từ các cơ quan khác nhau của cây tứ bội thu được sau lần cấy chuyền thứ 3  đã 

giữ được tính ổn định bộ NST của cây tứ bội (2n=4x=48). 

  



110 
 

 

KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

Kết luận 

Nội dung 1: Tối ưu hoá nguồn vật liệu phát sinh phôi từ cây sâm Ngọc Linh 

in vitro  

Trong ba nguồn vật liệu cuống lá, mảnh lá và rễ; sự phát sinh phôi tốt nhất 

được ghi nhận đối với mẫu cấy mảnh lá trên môi trường MS bổ sung 0,5 mg/L NAA 

và 0,5 mg/L 2,4-D.  

Đối với vật liệu từ ba dạng phôi: phôi hình cầu, phôi hình tim và phôi có lá 

mầm cho hiệu quả phát sinh phôi thứ cấp cao nhất là phôi hình cầu được nuôi cấy 

trên môi trường MS bổ sung 0,5 mg/L NAA + 0,7 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L TDZ.  

Nội dung 2: Xử lý đa bội trên mẫu phôi hình cầu 

Phôi hình cầu cho sự phát sinh phôi biến dị ở tất cả các nồng độ và thời gian 

thí nghiệm. 

Thời gian xử lý mẫu càng dài kết hợp với nồng độ cao thì khả năng cho số 

lượng phôi biến dị càng lớn. Số phôi biến dị hình thành cao nhất khi xử lý colchicine 

với nồng độ 0,5% - 0,7% trong 48 giờ và 0,7% trong 72 giờ. 

Xử lý với oryzalin cho tỉ lệ mẫu sống thấp và các phôi thứ cấp hình thành các 

kiểu biến dị khác biệt với phôi đối chứng, xử lý đa bội với oryzaline không hiệu quả 

bằng xử lý với colchicine. 

Nội dung 3: Xác định mức độ đa bội của cây con sâm Ngọc Linh  

Đối với xử lý colchicine, việc tăng thời gian xử lý và nồng độ colchicine làm 

giảm tỷ lệ sống của mẫu cấy và số lượng phôi thứ cấp nhưng làm tăng tỷ lệ hình thành 

phôi thứ cấp biến dị. Kết quả xác định mức độ đa bội cho thấy nồng độ colchicine  

0,5% trong 48 giờ cho tỷ lệ tứ bội cao (25,92%). 

Kết quả cũng cho thấy cây tứ bội (4n = 4x = 48) có kích thước khí khổng lớn, 

mật độ khí khổng thấp, mật độ lục lạp trong tế bào bảo vệ khí khổng dày, sinh trưởng 

tốt hơn so với cây lưỡng bội (2n = 24). 
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Nội dung 4: Đánh giá sự phát sinh hình thái và ổn định di truyền của cây 

tứ bội 

Cây sâm Ngọc Linh tứ bội có sự sinh trưởng cao hơn đáng kể so với cây lưỡng 

bội sau 24 tuần sinh trưởng. 

Các cơ quan của cây tứ bội bao gồm mảnh lá, cuống lá, rễ có sự tái sinh phôi 

tốt trên môi trường phát sinh phôi thích hợp.  

Phôi có nguồn gốc từ cây tứ bội có sự tái sinh ổn định qua ba lần cấy chuyền 

đồng thời các cây sinh trưởng từ phôi tứ bội vẫn mang tính chất đặc trưng của cây tứ 

bội. 

Kiến nghị 

Nghiên cứu này được thực hiện trong phạm vi và giới hạn nhất định. Do vậy, 

một số nội dung cần được nghiên cứu cần được nghiên cứu và làm rõ:  

Tiếp tục tiến hành xử lý tạo đa bội với các nồng độ colchicine và oryzalin khác 

nhau hoặc với chất chống phân bào khác để tối ưu hoá tỉ lệ cảm ứng cây đa bội. 

Đánh giá và kiểm tra các đặc điểm kiểu hình và tính ổn định di truyền của các 

cây tạp bội hình thành. 

Tiếp tục thực hiện các nghiên cứu đánh giá sự ổn định của các thể tứ bội qua 

các đời cây con. 

Đánh giá sự sinh trưởng và phát triển của cây sâm Ngọc linh tứ bội trong điều 

kiện vườn ươm. 

Đánh giá về thành phần cũng như sự tích lũy hợp chất thứ cấp đặc biệt là hợp 

chất saponin trong cây đa bội. Đồng thời các nguồn vật liệu từ cây đa bội tiếp tục làm 

nguyên liệu để thực hiện các nghiên cứu về cảm ứng phôi, thu sinh khối và vật liệu 

để sản xuất hợp chất thứ cấp trên quy mô công nghiệp. 
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PHỤ LỤC 

Bảng 3.1. Kết quả phân tích thống kê ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh 

hình thái từ mảnh lá, cuống lá và rễ sâm Ngọc Linh. 

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

tyleseo 

Between Groups 57956,857 20 2897,843   

Within Groups 0,000 42 0,000   

Total 57956,857 62    

tylephoi 

Between Groups 62435,746 20 3121,787 1008,577 ,000 

Within Groups 130,000 42 3,095   

Total 62565,746 62    

sophoi 

Between Groups 11197,333 20 559,867 233,587 ,000 

Within Groups 100,667 42 2,397   

Total 11298,000 62    
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Bảng 3.2. Kết quả phân tích thống kê ảnh hưởng của 2,4-D và TDZ lên sự phát sinh 

phôi thứ cấp từ các dạng phôi của sâm Ngọc Linh 

ANOVA 

 
Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

tyleseo 

Between 

Groups 
70937,270 20 3546,863 10640,590 ,000 

Within Groups 14,000 42 ,333   

Total 70951,270 62    

tylephoi 

Between 

Groups 
43309,270 20 2165,463 9094,947 ,000 

Within Groups 10,000 42 ,238   

Total 43319,270 62    

sophoi 

Between 

Groups 
21795,651 20 1089,783 243,462 ,000 

Within Groups 188,000 42 4,476   

Total 21983,651 62    
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TỶ LỆ CẢM ỨNG MÔ SẸO 

Duncan 

NT N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

1 3 3,3333     

15 3 3,6667     

8 3   5,3333   

2 3     100,0000 

3 3     100,0000 

4 3     100,0000 

5 3     100,0000 

6 3     100,0000 

7 3     100,0000 

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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TỶ LỆ CẢM ỨNG PHÔI 

Duncan 

NT N 

Subset for alpha = 0.05 

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. 
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Bảng 3.3. Kết quả phân tích thống kê ảnh hưởng của của 2,4-D và TDZ lên sự phát 

sinh phôi thứ cấp từ mẫu phôi hình cầu của sâm Ngọc Linh 

TỶ LỆ CẢM ỨNG MÔ SẸO 

Duncan 

NT N 

Subset for alpha = 0.05 

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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TỶ LỆ CẢM ỨNG PHÔI 

Duncan 

NT N 

Subset for alpha = 0.05 

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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SỐ PHÔI THỨ CẤP HÌNH THÀNH 

Duncan 

NT N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

1 3 4,6667         

3 3   51,3333       

4 3   55,6667       

8 3     63,0000     

2 3     67,0000 67,0000   

5 3       69,0000 69,0000 

7 3       69,3333 69,3333 

6 3         73,3333 

Sig.   1,000 ,053 ,072 ,302 ,064 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 
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Bảng 3.4. Kết quả phân tích thống kê ảnh hưởng của colchicine lên sự phát sinh 

phôi thứ cấp đột biến  

Descriptives 

TỈ LỆ SỐNG CỦA MẪU 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum 

Lower 

Bound 

Upper 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 .19245 .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 .19245 .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 .19245 .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 .19245 .11111 49.9664 50.9225 50.33 50.67 

19.00 3 30.4444 .19245 .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 

TỈ LỆ SỐNG CỦA MẪU 

 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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TỈ LỆ PHÔI ĐỘT BIẾN 

Descriptives 

TỈ LỆ PHÔI ĐỘT BIẾN 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum 

Lower 

Bound 

Upper 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 

TỈ LỆ PHÔI ĐỘT BIẾN 

 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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TỈ LỆ PHÔI ĐỘT BIẾN 

Duncan 

NT N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1.00 3 .0000 
          

2.00 3  4.8594          

3.00 3 
  

11.1633 
        

7.00 3   11.3011         

4.00 3   12.5145         

12.00 3 
   

16.5738 
       

8.00 3    17.2074 17.2074       

17.00 3    18.9604 18.9604 18.9604      

10.00 3 
   

19.5912 19.5912 19.5912 19.5912 
    

9.00 3    20.2513 20.2513 20.2513 20.2513     

6.00 3    20.3760 20.3760 20.3760 20.3760     

14.00 3 
    

21.6346 21.6346 21.6346 
    

18.00 3      21.9780 21.9780     

11.00 3       23.5584     

5.00 3 
      

23.5839 
    

15.00 3        29.4917    

13.00 3        29.5862    

19.00 3 
       

31.1111 31.1111 
  

16.00 3         33.8113   

20.00 3          42.3024  

21.00 3 
          

46.4347 

Sig.  1.000 1.000 .520 .094 .051 .184 .082 .441 .174 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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SỐ PHÔI ĐỘT BIẾN 

Duncan 

NT N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1.00 3 .0000 
         

2.00 3 
 

1.3333 
        

7.00 3  1.5556         

3.00 3   2.6667        

5.00 3 
  

2.6667 
       

8.00 3   2.6667        

18.00 3   2.7778 2.7778       

4.00 3 
  

3.0000 3.0000 3.0000 
     

12.00 3   3.0000 3.0000 3.0000      

9.00 3   3.1111 3.1111 3.1111 3.1111     

11.00 3 
  

3.2222 3.2222 3.2222 3.2222 3.2222 
   

14.00 3    3.4444 3.4444 3.4444 3.4444    

6.00 3     3.5556 3.5556 3.5556 3.5556   

19.00 3 
    

3.5556 3.5556 3.5556 3.5556 
  

10.00 3      3.7778 3.7778 3.7778   

17.00 3       3.8889 3.8889   

13.00 3 
       

4.2222 
  

20.00 3         4.8889  

16.00 3         5.1111 5.1111 

15.00 3 
        

5.4444 5.4444 

21.00 3          5.6667 

Sig.  1.000 .493 .147 .074 .142 .074 .074 .070 .110 .110 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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Bảng 3.5. Kết quả phân tích thống kê ảnh hưởng của oryzalin lên sự phát sinh phôi 

thứ cấp  
 

 TỈ LỆ SỐNG CỦA MẨU 

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 33.3333 33.3333 
     

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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SỐ PHÔI THỨ CẤP  

Duncan 

NT N 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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 SỐ PHÔI THỨ CẤP ĐỘT BIẾN  

Duncan 

NT N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

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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Bảng 3.6. Kết quả phân tích thống kê sự sinh trưởng của cây từ các phôi thứ cấp 

phát sinh từ phôi được xử lý colchicine 

 

TỈ LỆ PHÁT SINH CÂY ĐỘT BIẾN 

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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CHIỀU CAO CÂY 

Descriptives 

CHIEUCAO 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum 

Lower 

Bound 

Upper 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 4.5773 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 4.5151 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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CHIỀU CAO CÂY 

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       

20.00 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 

   

19.00 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 3         6.2933 6.2933  

15.00 3          6.6067 6.6067 

14.00 3 
          

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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ĐƯỜNG KÍNH CUỐNG LÁ 

Descriptives 

DUONGKINH 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum 

Lower 

Bound 

Upper 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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ĐƯỜNG KÍNH CUỐNG LÁ 

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       .7767 .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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CHIỀU RÔNG LÁ 

 

Descriptives 

CHIEURONGLA 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum 

Lower 

Bound 

Upper 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 1.51 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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CHIỀU RÔNG LÁ 

Duncan 

NT N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 

16.00 3 1.0667       

1.00 3 1.1133 1.1133 
     

3.00 3 1.1633 1.1633 1.1633     

17.00 3 1.2333 1.2333 1.2333     

2.00 3 
 

1.3033 1.3033 1.3033 
   

4.00 3   1.3167 1.3167    

14.00 3    1.4333 1.4333   

18.00 3 
   

1.4500 1.4500 
  

12.00 3    1.4833 1.4833 1.4833  

6.00 3     1.5233 1.5233  

9.00 3 
    

1.5667 1.5667 
 

5.00 3     1.5767 1.5767  

19.00 3     1.5867 1.5867  

15.00 3 
    

1.6000 1.6000 
 

13.00 3     1.6200 1.6200  

7.00 3      1.6767  

10.00 3 
     

1.6833 
 

11.00 3       2.1333 

8.00 3       2.1433 

20.00 3 
      

2.1567 

21.00 3       2.2500 

Sig.  .086 .050 .114 .070 .073 .055 .229 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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CHIỀU DÀI LÁ 

Descriptives 

CHIEUDAILA 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum 

Lower 

Bound 

Upper Bound 

1.00 3 4.0733 .06429 .03712 3.9136 4.2330 4.00 4.12 

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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CHIỀU DÀI LÁ 

Duncan 

NT N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

17.00 3 2.6200      

18.00 3 
 

3.2400 
    

7.00 3  3.3033     

12.00 3  3.3067     

11.00 3 
 

3.3500 
    

4.00 3  3.3833     

13.00 3  3.4067     

6.00 3 
 

3.5667 
    

2.00 3   4.0667    

1.00 3   4.0733    

5.00 3 
  

4.2500 4.2500 
  

9.00 3   4.2500 4.2500   

10.00 3   4.3167 4.3167   

19.00 3 
  

4.3833 4.3833 
  

14.00 3    4.4667   

8.00 3    4.4667   

15.00 3 
   

4.6167 
  

3.00 3     5.1667  

20.00 3     5.2833 5.2833 

16.00 3 
    

5.3833 5.3833 

21.00 3      5.5533 

Sig.  1.000 .097 .103 .063 .229 .135 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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KHỐI LƯỢNG TƯƠI CỦA CÂY 

Descriptives 

KHOILUONGTUOI 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum 

Lower 

Bound 

Upper 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 .44 

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 .48 

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 .48 .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 

KHỐILUONGTUOI 

 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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KHỐI LƯỢNG TƯƠI CỦA CÂY 

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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Bảng 3.8. kết quả phân tích thống kê xác định mức độ đa bội của cây con sâm Ngọc 

Linh bắt nguồn từ phôi sơ cấp được xử lý với colchicine 

Descriptives 

TLTUBOI 

 N Mean Std. Deviation Std. Error 95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum 

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 11.11 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 11.11 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 11.11 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 11.11 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 

TỈ LỆ 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    

 

 

 

TỈ LỆ CÂY TỨ BỘI 

Duncan 

NT N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

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 

TỈ LỆTAP 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    

 

 

 

TỈ LỆ CÂY TẠP BỘI 

Duncan 

NT N Subset for alpha = 0.05 

1 2 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 .1111 .1111 .1111     

12.00 3 .1111 .1111 .1111     

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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Bảng 3.10. kết quả phân tích thống kê xác định mức độ đa bội của cây con sâm 

Ngọc Linh bắt nguồn từ phôi sơ cấp được xử lý với colchicine. 

Descriptives 

SOPHOI 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum 

Lower 

Bound 

Upper 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 3 182.889 4.660 .036 

Within Groups 314.000 8 39.250   

Total 862.667 11 
   

 

 

SOPHOI 

 NT N Subset for alpha = 0.05 

 1 2 

Duncana 

4.00 3 25.3333  

3.00 3 35.0000 35.0000 

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 

KHOI LUONG LAN 1 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum 

Lower 

Bound 

Upper 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 2.21 

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 3 1.215 153.264 .000 

Within Groups .063 8 .008 
  

Total 3.708 11    

 

 

 KHOILUONG LAN 1 

 NT N Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 

Duncana 

4.00 3 1.2900   

1.00 3  2.0948  

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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

170



 

Descriptives 

KHOI LUONG LAN 2 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum 

Lower 

Bound 

Upper 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 2.45 

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 3 1.251 29.357 .000 

Within Groups .341 8 .043   

Total 4.095 11    

 

 

KHOI LUONG LAN 2 

 NT N Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 

Duncana 

4.00 3 1.2533 
  

1.00 3 
 

2.0900 
 

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 

 KHOILUONG LAN 3 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum 

Lower 

Bound 

Upper Bound 

1.00 3 2.1400 .24759 .14295 1.5250 2.7550 1.95 2.42 

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 2.42 

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 3 .929 16.306 .001 

Within Groups .456 8 .057   

Total 3.244 11    

 

 

KHOI LUONG LAN 3 

 NT N Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 

Duncana 

4.00 3 1.3667 
  

1.00 3 
 

2.1400 
 

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. 
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Họ và tên người viết nhận xét luận án: Nguyễn Phương Thảo 

Học hàm, học vị: PGS.TS 

Cơ quan công tác: Trường Đại học Quốc tế - Đại học Quốc gia TP. HCM 

Họ và tên nghiên cứu sinh: Lê Thị Diễm 

Tên đề tài luận án: Nghiên cứu đa bội hóa in vitro cây sâm Ngọc Linh (Panax 

vietnamensis Ha et Grushv.) 

 

Ý KIẾN NHẬN XÉT 

 

1. Tính cần thiết, thời sự, ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài 

Sâm Ngọc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) là một cây dược liệu quý 

hiếm và đặc hữu của Việt Nam thuộc họ Nhân sâm (Araliaceae). Loài cây này được 

mệnh danh là “Quốc bảo” của Việt Nam với giá trị dược liệu và kinh tế cao. Tuy nhiên 

việc phát triển cây sâm Ngọc Linh còn gặp rất nhiều các khó khăn do sinh trưởng chậm 

và đòi hỏi điều kiện trồng trọt khắc nghiệt. Ngoài ra, việc thiếu ứng dụng các biện pháp 

kỹ thuật trong nhân giống, thuần hóa và chọn tạo giống làm cho năng suất trồng trọt 

không cao. Chính vì vậy, lần đầu tiên trên thế giới, việc nghiên cứu tối ưu hóa sự phát 

sinh phôi soma và tạo ra cây đa bội đã thành công trên đối tượng cây trồng này. Các kết 

quả của nghiên cứu này đã mở ra một triển vọng mới để phát triển cây sâm Ngọc Linh, 

một loài cây có giá trị cao nhưng tốc độ sinh trưởng lại rất chậm. Thành công của nghiên 

cứu này là tiền đề để tạo được ra các giống sâm Ngọc Linh đa bội phục vụ cho sản xuất 

với mục đích nâng cao năng suất và chất lượng, cung ứng cho nhu cầu thị trường trong 

nước và trên thế giới. 

2. Sự không trùng lắp của đề tài nghiên cứu so với các công trình, luận văn, luận 

án đã công bố ở trong và ngoài nước; tính trung thực, rõ ràng và đầy đủ trong 

trích dẫn tài liệu tham khảo 

Các nội dung nghiên cứu của luận án không bị trùng lặp với các công bố có trước 

ở trong và ngoài nước, các tài liệu tham khảo được trích dẫn đầy đủ và rõ ràng thể hiện 

sự trung thực trong nghiên cứu khoa học. 

2. Sự phù hợp giữa tên đề tài với nội dung, giữa nội dung với chuyên ngành và 

mã số chuyên ngành 



Tên luận án phù hợp với các nội dung nghiên cứu phù hợp, các nội dung nghiên 

cứu hoàn toàn phù hợp với chuyên ngành và mã số chuyên ngành. 

3. Độ tin cậy và tính hiện đại của phương pháp đã sử dụng để nghiên cứu 

Các phương pháp nghiên cứu được sử dụng trong luận án này đa dạng từ cơ bản 

cổ điển tới hiện đại, có độ tin cậy cao. 

4. Kết quả nghiên cứu mới của tác giả; những đóng góp mới cho sự phát triển khoa 

học chuyên ngành; đóng góp mới phục vụ cho sản xuất, kinh tế, quốc phòng, xã 

hội và đời sống. Ý nghĩa khoa học, giá trị và độ tin cậy của những kết quả đó.  

Luận án đã chọn được nguồn vật liệu và môi trường tối ưu cho quá trình phát sinh 

phôi soma trên đối tượng cây sâm Ngọc Linh. Từ các kết quả ghi nhận được, NCS đã 

xây dựng thành công quy trình xử lý tạo cây đa bội và bước đầu khảo sát sự sinh trưởng 

của cây sâm Ngọc Linh tứ bội, cũng như đánh giá được tính ổn định về hình thái và di 

truyền của cây con tứ bội. Đây là tiền đề cho các nghiên cứu sâu hơn trong việc chọn 

tạo giống, góp phần nâng cao giá trị cho cây sâm Ngọc Linh và mang lại lợi ích phát 

triển kinh tế cho địa phương và khu vực. 

5. Ưu điểm và nhược điểm về nội dung, kết cấu và hình thức của luận án 

Luận án được trình bày tốt, có nội dung, kết cấu và hình thức hợp lý 

6. Nội dung của luận án đã được công bố trên tạp chí, kỷ yếu hội nghị khoa học 

nào và giá trị của các công trình đã công bố  

NCS đã công bố được 02 bài báo từ các kết quả thu được: 

- 01 bài báo trên tạp chí Scientia Horticulturae (Q1/Scimago), đây là tạp chí 

chuyên ngành có chất lượng cao và nằm trong top 10 các tạp chí uy tín hàng đầu 

về lĩnh vực công nghệ tế bào thực vật. 

- 01 bài báo trên tạp chí Khoa học và Công nghệ Việt Nam (Bản B). 

Các công bố này đều có chất lượng tốt, độ đáng tin cậy cao. 

7. Kết luận chung: Luận án đủ điều kiện bảo vệ cấp học viện để nhận bằng tiến sĩ 

Hồ Chí Minh, ngày 18 tháng 10 năm 2023 

Người viết nhận xét 

 

PGS.TS. Nguyễn Phương Thảo  
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Ý KIẾN NHẬN XÉT 

 

1. Tính cần thiết, thời sự, ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài 

Sâm Ngọc Linh, còn gọi là Sâm K5 hay Sâm Việt Nam, tên khoa học Panax 

vietnamensis Ha et Grushv., thuộc họ Nhân sâm (Araliaceae), là một cây dược liệu quý 

hiếm và đặc hữu của Việt Nam được mệnh danh là “Quốc bảo” của Việt Nam. Mặc dù 

có giá trị dược liệu và kinh tế cao, tuy nhiên việc phát triển sâm Ngọc Linh còn gặp rất 

nhiều các khó khăn do đặc tính sinh học như sinh trưởng chậm và đòi hỏi điều kiện 

trồng trọt khắc nghiệt. Bên cạnh đó việc thiếu ứng dụng các biện pháp kỹ thuật trong 

nhân giống, thuần hóa và chọn tạo giống làm cho năng suất trồng trọt không cao. Do 

đó, việc nghiên cứu tối ưu hóa sự phát sinh phôi và tạo ra cây đa bội là những hướng 

nghiên cứu mới mở ra một triển vọng mới để phát triển cây Sâm Ngọc Linh, một loài 

cây có giá trị cao nhưng tốc độ sinh trưởng lại rất chậm. Thành công của nghiên cứu sẽ 

tạo được ra các giống sâm Ngọc Linh đa bội phục vụ cho sản xuất với mục đích nâng 

cao năng suất và chất lượng, cung ứng cho nhu cầu thị trường trong nước và trên thế 

giới. 

2. Sự không trùng lắp của đề tài nghiên cứu so với các công trình, luận văn, luận 

án đã công bố ở trong và ngoài nước; tính trung thực, rõ ràng và đầy đủ trong 

trích dẫn tài liệu tham khảo 

Các nội dung nghiên cứu của luận án không bị trùng lặp với các công bố có trước ở 

trong và ngoài nước, các tài liệu tham khảo được trích dẫn đầy đủ và rõ ràng thể hiện 

sự trung thực trong nghiên cứu khoa học. 



2. Sự phù hợp giữa tên đề tài với nội dung, giữa nội dung với chuyên ngành và

mã số chuyên ngành

Các nội dung nghiên cứu phù hợp với tên đề tài đặt ra, các nội dung nghiên cứu hoàn 

toàn phù hợp với chuyên ngành và mã số chuyên ngành. 

3. Độ tin cậy và tính hiện đại của phương pháp đã sử dụng để nghiên cứu

Luận án đã sử dụng các phương pháp nghiên cứu đa dạng từ cơ bản cổ điển tới hiện đại, 

có độ tin cậy cao. 

4. Kết quả nghiên cứu mới của tác giả; những đóng góp mới cho sự phát triển khoa

học chuyên ngành; đóng góp mới phục vụ cho sản xuất, kinh tế, quốc phòng, xã 

hội và đời sống. Ý nghĩa khoa học, giá trị và độ tin cậy của những kết quả đó.  

Luận án đã chọn được nguồn vật liệu và môi trường tối ưu cho quá trình phát sinh phôi. 

Đã xây dựng được quy trình xử lý tạo cây đa bội và bước đầu khảo sát sự sinh trưởng 

của cây tứ bội, cũng như tính ổn định về hình thái và di truyền của cây tứ bội. Đây là 

tiền để cho các nghiên cứu sâu hơn trong việc chọn tạo giống, góp phần nâng cao giá 

trị cho cây sâm Ngọc Linh và mang lại lợi ích phát triển kinh tế cho địa phương và khu 

vực. 

5. Ưu điểm và nhược điểm về nội dung, kết cấu và hình thức của luận án

Luận án có nội dung, kết cấu và hình thức hợp lý 

6. Nội dung của luận án đã được công bố trên tạp chí, kỷ yếu hội nghị khoa học

nào và giá trị của các công trình đã công bố  

Các nội dung của luận án cũng đã được công bố rộng rãi trên các tạp chí trong nước và 

quốc tế uy tín, thể hiện được giá trị khoa học cao của luận án 

7. Kết luận chung: Luận án đủ điều kiện bảo vệ cấp học viện để nhận bằng tiến sĩ

Lâm Đồng, ngày  18   tháng  10   năm 2023 

Người viết nhận xét 

TS. Nguyễn Văn Bình 
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