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LOI CAM POAN

To6i xin cam doan luan an “Nghién ctru qua trinh phat sinh phéi soma sam
Lang Bian (Panax vietnamensis var. langbianensis)” la cong trinh nghién cuu cua
chinh minh, dwgc thyc hién dudi sy huéng dan khoa hoc cia GS.TS. Duong Tén
Nhut va PGS.TS. Nguyén Phuong Thao. Trong luan 4n, t6i da sir dung thong tin tham
khao tir nhiéu ngudn khéc nhau, va tat ca cac thdng tin trich dan déu duoc ghi rd
ngudn gdc. Cac két qua nghién ciru da duoc cong bd clng véi céc tac gia khac da
nhan duoc sy nhat tri cua dong tac gia trudc khi dua vao luan an. Cac sé liéu va két
qua duoc trinh bay trong luan an la hoan toan trung thyc va chua tig dugc xuat ban
trong bat ky cdng trinh nao ngoai trir cac cong trinh di dwoc tac gia cong bd. Luan an
nay da duogc thuc hién va hoan thanh trong khoang thaoi gian toi lam nghién ciru sinh
tai Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé, Vién Han Lam Khoa hoc va Cong nghé Viét

Nam.
Ha Ngi, ngay thang nam 2024
T&c gia luan an

(Ky va ghi ro tén)

A

Trwong Thi Lan Anh



LOI CAM ON

Trong sudt qua trinh hoc tap, nghién ciru va thuc hién luan 4an, t6i da nhan
duoc rat nhidu sy quan tAm gitp d& tan tinh tir Quy Thay C9, gia dinh va ban bé.

Dau tién, toi xin goi 1o cam on tran trong nhat dén Thay GS.TS. Duong T4n
Nhut. Thay d3 tan tinh dinh hudng, huéng din va tao diéu kién thuan lgi nhit dé toi
c6 thé hoan thanh chuong trinh hoc ciing nhu dé tai nghién cau nay.

T6i xin chan thanh gui loi cam on téi C6 PGS.TS. Nguyén Phuong Thao lubn
tan tinh gitip d& va cho nhitng gop y quy bau gidp toi hoan thanh luan an.

T6i xin chan thanh gt oi cam on téi TS. Hoang Thanh Tung ludn tan tinh hd
trg va dua ra nhiing gop y thiét thuc gitp toi hoan thién luan an.

Toi xin gai 1oi cdm on NCS. Nguyén Thi Nhu Mai ludn hd tro tdi trong thoi
gian kho khan.

T6i xin chan thanh cam on dén cac anh chi va cac ban sinh vién & Phong Sinh
hoc Phan tir va Chon tao giéng cay trong di dong vién va gitp do tdi trong qué trinh
hoc tap va nghién cuu.

T6i ciing xin dugc giri 10i cam on dén Ban lanh dao va can b nhan vién cua
Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé, Vién Nghién ciru Khoa hoc Tay Nguyén, Truong
Pai hoc Pa Lat, Khoa Nong 1am di tao diéu kién thuan loi cho tdi trong subt qué
trinh hoc tap va thyuc hién luan an.

Cubi cung, luan &n nay sé khong duoc hoan thanh néu khéng cé su cam théng,
dong vién cua gia dinh, nguoi than va ban bé, nhirng ngudoi ludn & bén canh, giap do
va dong vién tbi trong hanh trinh nghién ciru khoa hoc.

Xin guri 167 cam on chan thanh nhat!

Ha No6i, ngay thang nam 2024
Tac gia luan an
(Ky va ghi ro tén)

A

Trwong Thi Lan Anh



MUC LUC
LOT CAM DOAN ....cciiiiicieiesie sttt i
LOT CAM ON ..ottt i
IMUC LUC .ttt sttt sttt et e ene e s e e beanenbe e iii
DANH MUC CAC KY HIEU, CAC CHU VIET TAT...cooiirnririeneeseennenns viii
DANH MUC HINH ANH ... ssssesnes Xii
IMIO DIAU .ot 1
TINh CAP thidt CTA TUAN ANt 1
MUC tIEU NONIEN CUU ...c.vvivieciicciecce et st esre e reene s 2
Y 0ZHTA KOG NOC ...ttt 2
Y 0ZHTA thUC BN ..ttt 2
Déi tuong va pham Vi nghién ciru ca d& ti..........cceveeveereeeeeeeeeeeee e, 3
D61 tIONG NGNIEN CHU ....vocveeveeees sttt 3
Pham Vi NQNIEN CU .....oovveieiecec e 3
Nhirng dong gop mai Ca TUAN AN ... 3
CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU ....oivoiveeeeeeee e eeeeeeseesesee e eseseseseseeeennees 4
1.1. Téng quan vé chi Panax va tinh hinh nghién CiU..........cccoveveveververieenen, 4
1.1.1. SO TUQGT V& CHI PANAX ..ottt see et n e en e, 4
00 = - 1o [PPSO 4
1.1.1.2. Tinh hinh nhan gidng chi Panax in Vitro...........c..cccccceeeveveevesrenreeereenns 5
1.2.2. SAM NQOC LINN .o 6
1.1.3. SAM LaNng Bian ......ocoiiiiiiiiie e 9
0 T = - 1o [T RS 9
1.1.3.2. DAC AEM thUC VAL NOC ...eeveveeeeeeeeeeee ettt 10
1.1.3.3. Tinh hinh Khai thac..........cccooviiiii e 12
1.1.3.4. TInh NINN NRAN GIONG.....cvecveeeeeeeeeeeeceeeee e 13

1.2. NUOT CAY PNOT SOMA......vevreverereseeesssnieeesseeseesesseesesses s esssesse s s s senseneanes 13



1.2.2. KRAT MM .t 13
1.2.2. Céc giai doan cua qua trinh phat sinh phéi soma.......c..ccccceviveiveinennnn. 14
1.2.3. Su phét sinh phoi SOMa thir CAP..........cvveieeeeeeeeeeeeeee e 16
1.2.4. Mot s6 yéu té anh hudng dén su phét sinh phoi Soma.........cccoceeeeeeee.. 16
1.2.4.1. LOGE MAU CAY ..ottt 16
1.2.4.2. Dinh dudng KNOANQ .......ooiiiiiiiiccecceeec e 18
1.2.4.3. Chat diéu hoa sinh trrdng thire VAL .......o.oovveeieeeeeeeeeeee e 20
1.2.4.4. Mot s6 acid amin VA POIYAMINE. .........c.coovevvevireeieeseeeeeseessssenessneas 24
R S TR A\ R (o (o3 1\ - N SR 29
L.2.4.6. PUONG ....oeiiiiiie et 30
1.2.4.7. Stress va su phat sinh phodi SOMa ... 32
1.3. K§ thuat nudi cdy 16p mong té bao (Thin cell layer — TCL)......ccocvvneee. 33
1.3.1. Gidi thiéu nudi cay 1P MONG tE DAO ..., 33
1.3.2. Dic diém ciia nudi cay 16p MONG t& A0 .....vvvevveeevceeeeeeeee e 33
1.3.3. Nhitng nghién ctu vé nudi cay 16p mong té bA0..........cccvvvvevevrenenn, 36
1.4. Nano bac trong khir tring va kich thich sinh truéng mau cay .................. 37
1.4.1. Hiéu qua cua nano bac trong khir tring mau thuc VAt..........c.ccceeveeeenee, 37
1.4.2. Hiéu qua caa nano bac trong sy sinh truéng va phét trién thuc vat...... 39
CHUONG 2. VAT LIEU, NOI DUNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU ......42
2.1 Vat lIEU NQNIEN CUU ..ovvveiveieiee e 42
2.0, 1. VAL HEU TAWE VAL 1voveveeeeeeee oo s s eee e e e et ee e eenees 42
2.1.2. Thiét bi, dung cu VA NOA CRAL...........coeeveeceeeeeeeeeeeee e, 42
2.2. NOIT dUNG NGNIEN CUU ... e 43
2.2.1. Noi dung 1: Ta0o NQUON MAU N VITFO ......cvovereereeeeeeeeeeeeess e, 43
2.2.2. Noi dung 2: Phat sinh phdi soma so cap théng qua nudi cdy TCL ........ 43
2.2.3. Noi dung 3: Phat sinh phdi Soma thit CAP.........co.cvveveereeresrsreeeeeeienean, 43

2.2.4. Noi dung 4: Tao cay sam tir phdi soma thtr cap va xac dinh ham luong
saponin tich Iy trong cay saim Lang Bian in VItro..........c.ccccocevveviniieiieinnne, 44



2.3. Phuong phap nghi€n CUU........cccceeiiiiiiiiiiie e 44
2.3.1. CACK TP CAN .ot 44
2.3.2. Phuong phap bd tri thi NGRIEM ..o 44
2.3.2.1. N6i dung 1: Tao NQUON MAU N VILFO ..., 44

Thi nghiém 1: Nghién ctru anh huéng cua AgNPs trong khir tring bé mit mau
than ré va sinh trudng tiEP theo .........cvveevieeeeeeeeeeeeee s 44

Thi nghiém 2. Nghién cttu anh huéng caa cytokinin dén sy nhan nhanh chdi in

1L L0 TSP P TP PR PTPRUPTPRPRON 46
2.3.2.2. Noi dung 2: Phat sinh phoi soma so cap théng qua nudi ciy TCL .....46
Thi nghiém 3: Nghién citu anh hudng cta auxin dén sy phét sinh phoi soma so
CAP tir C4C MAU L-tTCL NOAC P-ITCL c.ovovveveeeeeeeee e 46
Thi nghiém 4: Nghién ctu anh huong cua proline, glutamine hoac spermidine

dén sy phat sinh phoi soma so c4p tir c&c mau L-tTCL hoac P-ITCL ............. 48
2.3.2.3. Noi dung 3: Phét sinh phai Soma thir CAP........ccvvveveeeeeeeeeeeeiceeen, 50

Thi nghiém 5: Nghién citu anh hudéng ctia méi truong khoang dén sy phat sinh
PHOT SOMA tNTE CAP ...ttt 50

Thi nghiém 6: Nghién ctu anh huéng cia ham luong dudng dén su phéat sinh
PNOT SOMA TN CAP ....eoveveveveee ettt 52

Thi nghiém 7: Nghién citu anh huéng cia ham luong nudc dira dén su phat
SINN PhBT SOMA T CAP ..ottt 52

2.3.2.4. Noi dung 4: Tao cay sam tir phdi soma thir cip va xac dinh ham luong
saponin tich l{ly trong cay sam Lang Bian in VItro..........ccccoeeevveiieienieninnne, 53

Thi nghiém 8: Tao cay sam tir phdi soma tht cap va xac dinh ham luong
saponin tich l{ly trong cay sam Lang Bian in VItro..........c.cccoocevvviiniieninnnnnn, 53

- X4c dinh ham luong mot sé saponin trong than ré va ré bat dinh cua cay sam
Lang Bian IN VIFO......cccuviiiie e et snae e 53

Thi nghiém 9. Su sinh truong tiép theo ciia phdi soma sam Lang Bian trong
MOi trrdNG €O DO SUNG AGNPS ...t 54

2.4. Quan sat hinh thai gial PRAU ..........ccoveviiiceccceece s 54

2.5. DIBU KIBN NUBT CAY .....veveeeeeeeeeieee e eeees st 55



Vi

2.6, XU 1Y SO TBU ..ot 55
2.7. Dia diém va thoi gian NGNIBN CUU .......o.cveeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 55
CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN ....cooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 56
3.1. Noi dung 1: Ta0 NGUON MAU IN VILFO ..., 56

3.1.1. Anh hudng caa AgNPs trong khir triing bé mat mau than ré va sinh

LIUONG TEP TNRO. ...ttt 56
3.1.2. Anh huéng caa cytokinin dén s nhan nhanh chdi sam Lang Bian.......60
3.2. Noi dung 2: Phat sinh phoi soma so cap thong qua nubi cay TCL ........... 63

3.2.1. Anh huong cua auxin dén su phat sinh phdi soma so cap tir ca&c mau L-
L 1O N T T o = N 1 I 63

3.2.1.1. Sy phat sinh ph6i soma so cp tir mau L-tTCL in vitro trong moi
LIUONG DO SUNG AUXIN ...ttt 63

3.2.1.2. Sy phat sinh ph6i soma so cap tir mau P-ITCL in vitro trong méi
LIUONG DO SUNG AUXIN ...ttt 64

3.2.2. Anh huong cuaa proline, glutamine hoic spermidine dén sy phét sinh
phoi soma so cp tir AC MAu L-tTCL hoic P-ITCL w.ovvevvieececeeceeeeeens 70

3.2.2.1. Anh huéng cua glutamine, proline hoic spermidine dén sy phat sinh
phoi soma so cap tir MAU L-tTCL iN VItrO ...c..cvceeeceeeeeeeeeesee e 70

3.2.2.2. Anh huéng cua glutamine, proline hoic spermidine dén sy phat sinh
phoi soma so cap tir MAU P-ITCL iN VIO ...c.cvvveeeeeeeeeeeecese s 73

3.2.2.3. Anh huéng cua glutamine, proline hoic spermidine dbi véi hoat tinh
Clia CAC ENZYME ChANG OXY NOA ....vovoeeeceee e 79

3.2.2.4. Su bién dong cua cac hormone noi sinh trong qua trinh phat sinh phoi

3.3. Noi dung 3: Sy phét sinh phdi Soma thir CAP ........c..vveveeeeeeeeeereeeeieeien, 96

3.3.1. Anh huong cia méi trudng khoang dén sy phét sinh phdi soma thir cap

3.3.2. Anh huong caa ham lugng dudng dén su phét sinh phdi soma th cap 99

3.3.3. Anh huong caa ham lugng nudc dira dén sy phat sinh phdi soma thir cap



Vil
3.4. Noi dung 4: Tao cay sam tir phdi soma thtr cap va xac dinh ham luong
saponin tich Iy trong cay sam Lang Bian in VItro ..........cccccceevviieiie e, 105
3.4.1. Tao cay sam tir phdi SOMA thlr CAP .....cvvveeeeeeeeeeeeee s 105

3.4.2. Xac dinh ham luong mét s6 saponin trong than ré va ré bét dinh cua cay
SAM Lang Bian iN VITIO ......cccooiieiieiicce et 107

3.4.3. Sy sinh trudng tiép theo cua phdi soma sdm Lang Bian trong mdi truong

CO DO SUNG AGNPS ...ttt 110
KET LUAN VA KIEN NGHTI.....c.oiietteeeeeeeeeeeee et ee et en s enes s 113
DANH MUC CAC CONG TRINH DA CONG BO....c.oooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn 115

TAILIEU THAM KHAO ..o seeee s s esss e 116



2,4-D
2iP

ABA
ADC
AgNPs
APX
ATP

B5

BA
BSAA
Bz
Ca(OCl):
CAT
CKs

GA3
GCF
G-Rbl
G-Rgl
IAA

IBA

LEA protein

LED
ITCL
L-tTCL

MEL
M-Rd
MS

Viii

DANH MUC CAC KY HIEU, CAC CHU VIET TAT

2,4-Dichlorophenoxyacetic acid acid
N6—(2-isopentenyl)—adenine
Abscisic acid

Arginine decarboxylase

Silver nanoparticles (Cac hat nano bac)
Ascorbate peroxidase

Adenosine triphosphate

Moi truong Gamborge B5 (1968)
6-Benzyladenine
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Calcium hypochlorite
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Hé s hiéu chinh tang truong
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Indole—3—acetic acid

Indole butyric acid

Late embryogenesis abundant protein
Light-emitting diode
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mT Meta—topolin

NAA Naphthalene acetic acid

PA Polyamine

PGRs Plant growth regulators (Céc chét diéu hoa sinh trudng thuc vat)

P-ITCL Petiole cut longitudinal thin cell layer (Mau cudng I4 cit 16p mong
té bao theo chiéu doc)

PSM Phoi soma

Put Putrescine

ROS Reactive oxygen species

R-tTCL Rhizome cut transverse thin cell layer (Mau than ré cat 16p mong té
bao theo chiéu ngang)

SA Salicylic acid

SH Moi treong Schenk va Hildebrandt (1972)

SOD Superoxide dismutase

Spd Spermidine

Spm Spermine

STT Sé thir tu

TCL Thin cell layer (Lép mong té bao)

TDZ Thidiazuron

TIBA 2,3,5-Triiodobenzoic acid

tTCL Transverse thin cell layer (Lop mong té bao cat ngang)

UHPLC Ultra high-performance liquid chromatography (Sac ky long siéu
hi¢u nang)

uv Ultraviolet (Tia cuc tim)

WPM Moi treong Woody plant medium

ZEA Trans-zeatin
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MO PAU
Tinh cip thiét ciaa luan an

Chi sam (Panax) 1a mét trong nhiing chi thuc vat 1am thudc dong dugc quan
trong, nho ¢6 cac loai ginsenoside véi nhiéu hoat tinh sinh hoc va gié tri dugc dung
cao, cO tac dung nhu lam giam bat stress va mét moi, ngan ngua 1o hoa va ting
cuong sinh lyc [1]. Hién nay, Chi sdm c6 khoang 20 loai va dudi loai, phan bd &
DPoéng A, ving Himalaya, Déng Nam A va Bic My [1-4].

Hién nay, viéc chim soc stc khoe bang cach st dung cac dang thuc pham c6
ngudn gbc thao duoc rit dugc quan tim. Tuy nhién, ngudn duoc liéu quy nay ngoai
ty nhién rat it, boi lam dung khai thac qua mac dan dén bi de doa, va rat nhiéu trong
s6 d6 mat dan khu phan bé, dan dén s& bi tuyét chung trong twong lai khong xa. Ngoai
ra, viéc nhan gidéng cac cay dugc liéu ngoai tu nhién mat rat nhiéu thoi gian va phu
thudc vao cac diéu kién tu nhién, do d6 khong 6n dinh vé mit s6 luong [5]. Vi vay,
can phai tim ra mot giai phap vé cong tac nhan giéng nhanh choéng, tao ra sé luong
I6n, va hiéu qua loai cho nhiing loai dugc liéu quy.

Vi nhan gidng, trong d6 nudi cay phdi soma 1a phuong phap duoc sir dung
thay thé phuong thirc nhan giéng truyén théng von con nhiéu han ché vi ching cung
cap mot sb luong cay gidng Ion trong thoi gian ngan ma van giit dugc nhimg dic tinh
t6t tir cdy me [6]. Phuong phap nay da thuc hién rat thanh cong trén mot sé loai thudc
chi Panax, nhu: Panax ginseng [7], Panax notoginseng [8], Panax quinquefolius [8],
Panax japonicus [9], Panax vietnamensis [10]. Hiéu qua cta qua trinh nudi ciy phoi
soma phu thudc vao nhiéu yéu té nhu khir tring mau cay, loai mau, dbi turong thuc
vat, méi trudng va diéu kién nudi mau [11]. Ngoai ra, phdi soma so cap tiép tuc duoc
gia tang sinh khéi théng qua cac chu ky hinh thanh phoi soma thi cap lap lai, tir d6
nang cao hiéu qua caa qua trinh vi nhan giéng [12, 13]. Bén canh d6, cay con duoc
chuyén tir diéu kién in vitro ra ex vitro c6 ty & sdng sot rat thap do ching c6 hé ré
phat trién kém. Mot s6 két qua dat duoc tir nghién ciru hinh thanh céc than ré in vitro
da giap cay thich nghi ¢ giai doan vuon wom: P. viethamensis [10], P. ginseng va P.
quinquefolius [14] va P. ginseng [15].

O Viét Nam, sam Lang Bian (Panax vietnamensis var. langbianensis) la mot
thir méi dugc phat hién va cong bd nam 2016 [16], chi ¢6 phan bd ¢ ving ndi
Langbiang thudc huyén Lac Duwong va Hon Nga (Pam Rong), tinh Lam Dong Sam
Lang Bian c6 kich thudc quan thé nho, s lugng ca thé it va phan bé rai rac, da dang
di truyén giam. Nguy@n nhan 1a do viéc khai thac triét dé caa ngudi dan ban dia ding
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lam thudc va thuong mai héa [17]. Do d6, viéc bao tdn va phéat trién loai thuc vat c6
gia tri va quy hiém nay can duoc trién khai. Tur khi duoc phét hién cho dén nay, chua
cd tai liéu ndo ghi nhan vé viéc thuc hién vi nhan giéng sdm Lang Bian. Xuét phat tir
nhitng van dé trén, dé tai Nghién céu qua trinh phat sinh phéi soma sam Lang
Bian (Panax viethamensis var. langbianensis) duoc thuc hién théng qua viéc nghién
ctru cac yéu td anh hudng dén qué trinh phéat sinh phéi soma ciing nhu sinh truéng
tiép theo, va tir d6 gop phan vi nhan gidéng sdm Lang Bian phuc vu cho cng tac gay
trong, bao tén va phat trién.

Muc tiéu nghién ciru

- Tao dugc ngudn mau in vitro ban dau lam ngudn vat liéu cho nhirng nghién
ctu phét sinh phéi soma.

- Phat sinh va nhan nhanh phoi soma so c4p tir cAc mau cay Iop mong.
- Phét sinh va nhan nhanh phéi soma thir cap tir ngudn phéi soma so cap.
- Tao dugc than ré sam Lang Bian in vitro cd tich liy saponin.

Y nghia khoa hgc

Sam Lang Bian (Panax vietnamensis var. langbianensis) la mot thir méi dugc
phét hién va cong bb vao nim 2016 véi sé luong nho chi khoang 100 — 200 cé thé,
moc rai rac dudi tan ring la rong thuong xanh. Nén viéc nghién ctiu dé bao ton va
phét trién sam Lang Bian 1 can thiét, c6 y nghia khoa hoc.

Két qua cua luan an danh gia duoc anh hudng caa mot sb yéu td dén qua trinh
phét sinh phdi soma so cip sdm Lang Bian théng qua k¥ thuat nudi ciy 16p mong
TCL, dong thoi, cung cap thdng tin vé moéi truong dinh dudng anh huéng dén qué
trinh phat sinh va ting sinh phoi soma thtr cap, tir 6 tao dwoc cay con hoan chinh c6
su hinh thanh than ré in vitro. Két qua cua luan an 1a din liéu tham khao c6 gia tri
trong nghién ciru vé cac loai sam Viét Nam néi chung va giang day linh vuc Sinh ly
hoc thuc vat.

Y nghia thuc tién

Céc két qua cua luan an c6 thé duogc str dung dé diéu chinh qué trinh phat sinh
phdi soma so cap va thir cip mot cach cé hiéu qua, phuc vu cong tac xay dung quy
trinh nhan giéng S&m Lang Bian in vitro thdng qua phét sinh phdi soma, gép phan
cung cap ngudn cay gidng du 1on phuc vu cho cdng tac bao ton va phét trién dbi tuong
sam dac hitu va quy hiém nay tai Lam Pong.
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Pdi twong va pham vi nghién ciru cia dé tai
Doi twong nghién ciru

Cay sam Lang Bian dic hitu tai Lam Dong:

- Than ré cay sam Lang Bian thu thap ngodi ty nhién dé tao ngudn mau ban
dau.

- Cac mau 14 va cudng 1 cua cay sam Lang Bian in vitro duoc sir dung dé
nghién ctru sy phat sinh phoi soma so cAp nudi ciy trong diéu kién in vitro.
Pham vi nghién ciru

Dé tai tap trung nghién ciu anh hudng cua mot sé yéu td dén qua trinh phat
sinh va tang sinh phdi soma so cap, thir cap va tao cay con hoan chinh véi sy hinh
thanh than ré sim Lang Bian trong diéu kién nudi cay in vitro,

Nhitng dong gép méi ciaa luan an
Dé tai da str dung AgNPs khir triing mau than ré sam Lang Bian va nhan nhanh

chdi st dung méi truong bd sung BA dé tao nguén mau ban dau cho nghién ciru qua
trinh phat sinh phéi soma sam Lang Bian in vitro.

Pé tai danh gia dugc mot sb yéu t tac dong dén qua trinh phéat sinh phdi soma
so cap tir mau cay I6p mong 1a L-tTCL va cudng 14 P-ITCL in vitro. Bdng thoi, ddnh
gia dugc vai trd cuia mot s6 yéu té méi trudng dén su phét sinh phdi soma thir cap.

Pé tai da tao dugc cdy con c¢d nguon gbc tir phdi soma thir cap véi su hinh
thanh than ré in vitro c6 tich lity saponin, tir 6, c6 thé chu dong dugc ngudn cay
gidng phuc vu cho cdng tac bao ton va phat trién.
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CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Tong quan vé chi Panax va tinh hinh nghién ciru
1.1.1. So lwge vé chi Panax
1.1.1.1. Phan loai

Chi sam (Panax) dugc xép vao hang dugc liéu cd gia tri duoc Iy va gié trj kinh
té cao. Chi sam, thudc ho Araliaceae, phan bd & mot sb khu vuc trén thé gidi tir Dong
A (bao gdm Han Quéc, Trung Quéc va Nhat Ban) dén Bic My (bao gom My,
Canada). Hién nay, chi sim c6 khoang 20 loai va duéi loai, phan b rong rii & Dong
A, ving Himalaya, Pong Nam A va Bic My (Bang 1.1) [1-4], trong d6 ¢6 5 loai: P.
ginseng, P. japonicus, P. notoginseng, P. quinquefolius va P. vietnamensis thuong

dugc xem nhu cac loai dugc thao quy.

Bang 1.1. Cac loai va dudi loai thudc chi sém [1-4]

Phan Tén thong

STT  Tén khoa hec _ . Khu vic phan bé
loai thwong
1 P. assamicus Loai - An Do
An Do, Trung Qudc,
. . .. o Myanmar, Nepal, Thai
2 P. bipinnatifidus  Loai Sam vii diép

Lan, Tay Tang va Tay
Himalaya

An D9, Trun udc,
P. bipinnatifidus n o g Quod

3 o Thu _ Nepal, Thai Lan, Tay
var. angustifolius <
Tang va Himalaya
Trung Qudc, Himalaya,
P. bipinnatifidus 9@ N y,_
4 . . Thu Myanmar, Nepal va Thai
var. bipinnatifidus
Lan
Sam Han Quéc, Trung Qudc, Nga, Han
5 P. ginseng Loai ) Q Ag Q J
Nhén sam Quoc
Trung Qudc, Nhat Ban,
. . .. . Nepal, Bhutan,
6 P. japonicus Loai Sam Nhat

Himalaya, An D9,
Pakistan




7 P. notoginseng Loai Tam that Trung Qudc, Viét Nam
8 P. pseudoginseng  Loai Gianhansam  Nepal, Trung Quéc
9 P. quinquefolius  Loai Sam My Canada, My, Trung Quéc
10  P.siamensis Loai - Théi Lan
11  P.sinensis Loai — Himalaya
12 P. sokpayensis Loai — Himalaya
13 P.stipuleanatus  Loai Tam thit hoang  Trung Quéc, Viét Nam
14 P. trifolius Loai Sam ba la My, Canada, Dtrc
15  P. variabilis Loai - An B, Trung Quédc
16 P. vietnamensis Loai Sam Ngoc Linh  Viét Nam

P. vietnamensis A o Viét Nam,
17 o Tha Sam Lai Chau ]

var. fuscidiscus Trung Quoc

P. vietnamensis ) . .
18 ] . Thu Sém Lang Bian  Vi¢t Nam

var. langbianensis
19  P.wangianus Loai Sam la hep Trung Qudc

. . . . Viét Nam, Trung Qudc,

20  P.zingiberensis Loai Sam gung

Nepal, Bhutan, Myanmar

Ghi chl: “— “ khéng dwoc dé cap

P. ginseng phan bd ¢ ving Péng Bac A nhu Han Quéc, Trung Qudc, Nga nén
thuong duoc goi la sam phuong Dong (Oriental ginseng); P. quinquefolius dugc tim
thay chu yéu & Bac My (S&m M¥); P. japonicus va P. notoginseng la loai sim cua
Nhat Ban va Trung Qudc; P. vietnamensis thuong goi 1a sam cua Viét Nam hay sam
Ngoc Linh. Chling c6 chira hop chét saponin c6 tc dung phong ngira nhiéu loai bénh
khac nhau nhu kich hoat hé mién dich, chéng 130 hoa, diéu chinh luong duong huyét,
giam stress va bao vé gan, than [18].

1.1.1.2. Tinh hinh nhan giéng chi Panax in vitro

Sam c6 thé duoc khai thac trong ty nhién hozc tir trong trot. Tuy nhién, viéc
khai thac quéa mirc da 1am s lugng cac loai sdm trong tu nhién ngay cang giam. Bong
thoi, thoi gian canh tac kéo dai dan dén cay sam trong d& bi nhiém bénh, dién tich dat
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canh tac bi han ché va chi phi cho cong lao dong cao di can tro ngudi trong sam dap
rng nhu cau ngay cang gia ting [19]. Chinh vi nhitng ly do nay, sam ngay cang khan
hiém va dit do hon. Dé khic phuc nhiing van dé trén, phuong phap nhan ging in
vitro da duoc nghién ctu va tng dung dé tao ra ngudn cdy gidng va cac hoat chat
sinh hoc ma khong gay tén hai ngudn sam trong tu nhién (Bang 1.2).

Bang 1.2. Lich sir nudi ciy sam in vitro [4]

Thoi gian Nghién ciru vé chi sam

1967 Butenko tim ra phuong phap khir tring mau va nuéi cay P. ginseng
in vitro

1967-1968 Butenko va cong su nudi cay mé P. japonicas, P. quinquefolius va
P. pseudoginseng

1968 Slepyan nudi cay mo seo tir mau ré sam

1969 Kitra va Sunggi nghién ciu duoc méi trudng phi hop nudi cay P.
ginseng

1971 Lee d3 co bao céo nghién ctu nudi cay P. ginseng tai Han Quéc
lan dau tién

1988 Nghién ctiru nudi cady mo sam dugc tiép tuc thuc hién; tir nam 1988,

cong ty Nitto Denko di nudi cdy huyén phu té bao véi quy mé 16n
va ban thyc pham chirc ning c6 chira sam ¢ Nhat Ban

1990 Choi va cong su nudi cay phdi soma, thuan héa va trong cay con
c6 ngudn goc tir phdi soma trong nha kinh thanh céng

2000 dén nay  Nudi cay md seo, huyén phl té bao, phoi soma, ré bat dinh, ré to
nham thu nhan hoat chat thir cip

1.1.2. S&m Ngec Linh

Sam Ngoc Linh (P. vietnamensis Ha et Grushv.) 1a loai duoc lidu qui hiém c6
gia tri rat cao. Ching c6 tac dung nhu: hd trg hé than kinh trung wong, ting kha ning
tap trung va cai thién tri nhé, giai doc va bao vé chire nang gan, giam cholesterol méau,
kich thich mién dich, thuc ddy qu4 trinh trao ddi chat, giai phong dudng va ma trong
mau, ¢6 tinh khang u va hd trg diéu tri ung thu [20].

Tir khi dugc phéat hién va dinh danh cho dén nay, céc nghién ctru vé sam Ngoc
Linh hudng vao viéc xac dinh quan hé phat sinh loai, duoc chat [21], [22]; nudi cay
té bao [23-27] , ré to [28-30], ré bat dinh [31-33]va nhan giéng in vitro [10, 34-36].
Trong nubi cay in vitro, viéc lya chon méi truong va diéu kién nudi cay thich hop
duoc tap trung nghién ctu (Bang 1.3). Ham luwong saponin cua S&m Ngoc Linh tap
trung & trong than ré, cha yéu saponin triterpen khung dammaran va chi chira mot it
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saponin c6 genin l1a acid oleanolic. Thanh phan saponin caa sdm Ngoc Linh ty nhién

rat gidng véi nhan sam, sam My va tam that.

Bang 1.3. Nhirng nghién cau vé mdi quan hé phét sinh loai, hoat chat va nudi ciy

sam Ngoc Linh in vitro.

Nhirng nghién ciru gia tri dwoc liéu va nudi cay

STT ) o Nguén
sam Ngoc Linh in vitro

Xac dinh méi quan hé phat sinh loai va dwec chat

1 Sam Viét Nam: Méi quan hé phét sinh loai, hoat chat va duoc ly — [21]

2 Mot s6 saponin trong sam Viét Nam [22]

Nudi cay té bao
Su ,gia tang sinh kho6i huyén phu té bao khi bd sung PGRs va dich (23]
chiét hiru co

4 Nudi cay huyén phu té bao trong bioreactor [24]
Nghién ctru yéu té méi truong trong nudi cay huyén phi té bao va (25]
tich Iy ginsenoside
Thoi gizfm va so lan cay chuyén trong nudi cay té bao va su tich lity 0261
hoat chat
Anh huéng cua yéu to kh’oéng qén tich l’ﬁy sinh khoi va 0271
ginsenoside trong nudi cay huyen phu té bao

Nuodi cay ré to
Nubi C.:?'ly ré to saim Ngoc Linh, mot phuong phéap day hira hen dé (28]
san xuat ginsenoside dang ocotillol

9 Nudi cay ré to sir dung phuong phap chuyén gen bang vi khuan [29]
Hiéu qua tai sinh cay con chuyén gen tir ré to theo con duong phat

10 sinh ph6i soma va nang cao chat lwong cay con (sir dung moi [30]
truong bd sung nano sit)

Nuobi cay ré bat dinh

R Phat sinh re bat dinh tir mau cay I14: T6i wu hoa moi truong va diéu (31]
kién nuoi cay

r }Eélrr} lwong dudng va‘mat do nﬁu cay tac dong dén su sinh truong (321
ré bat dinh va budc dau nudi cay trong bioreactor

13 Cai thién su tich 1ty saponin trong nudi cdy ré bat dinh theo ting [33]

giai doan nudi cy va st dung elicitor

Nhan giong vo tinh in vitro theo con dwong tai sinh chéi va phat sinh
phoi soma
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Hiéu qua caa nano bac trong nhan giéng sam Ngoc Linh — mot cay

14 . ,
thuoc quy

[10]

1 Hiéu qua tai sinh va nhan nhanh chdi tir md seo cd nguon goc tir (341
mau |4 ex vitro

16 LED va tiém ning trong ting truéng md seo, phat sinh phdi soma, [35]
sinh trudng cay con va tich Iy saponin

17 Vinhan giéng sam Ngoc Linh [37]

18 Su:,phét sinh phdi soma tir mot s6 ngudén mau in vitro (than ré, 1a va (36]
cuong 1)

19 Cam tng tao mé seo cd kha nang sinh phoi va phoi soma [39]

20 Su phat sinh phdi soma tir md seo cam tng tir mau la TCL [40]

21 LEDs va tiém ning trong nudi cay phdi soma [41]

22 T boi hoa phdi soma sam Ngoc Linh bang xtr Iy colchicine [36]

sam Ngoc Linh ¢6 52 hop chit saponin gém 26 saponin c6 cau trac twong
d6ng véi cac loai sim khac, ngoai con co cau tric cua 26 saponin (25 vina ginsenosid
R1-R25 (VG-R1-R25) va 20-O-Me-GRh1). Bac biét, saponin dammaran goi chung
la ginsenoside chiém téi 50/52 saponin dugc phan lap, ddy la nhitng hoat chat quyét
dinh gia tri caa sdm. Mat khac, sdm Ngoc Linh ciing ¢6 mot ham lwong saponin 1én
¢ cau trac ocotillol, dic biét 1a majonoside-R2 (hon 5%), chiém gan 1/2 luong
saponin toan phan. Va chinh sy c6 mat cac loai saponin nay tao ra nhiing tac dung
sinh hoc chuyén biét cho sdm Ngoc Linh so vai cac loai sdm khac. Majonosid-R2 cé
tac dung chdng stress, kich thich hoat dong than kinh va tri nhé khi st dung & liédu
thap, chdng tram cam, ting cudng sinh luc, chdng oxy hoa, ting cudng stc dé khang,
tac dung phuc hdi méu, ting cudng noi tiét to sinh duc, diéu hoa hoat dong cua tim,
tac dung chéng ting cholesterol mau, tac dung bao vé gan khoi cac yéu té gay doc.
Dic biét, MR2 trong sam ¢ tiém ning trong viéc phong ngira ung thu [21], 1am giam
muc d6 hoat héa cua men gan sGPT va sGOT trong mo hinh tén thuong gan cua
chuét, do d6 co thé bao vé té bao gan & chudt [42].

Moi trudng tét nhat cho sy nhan nhanh mé seo 1a SH bo sung 1,0 mg/L acid
2,4-Dichlorophenoxyacetic (2,4-D) va 0,2 mg/L Thidiazuron (TDZ); mau duoc nudi
& nhiét d6 25 + 2°C, quang chu ky 10 gid, chiéu sang bang dén huynh quang (2500 —
3000 lux) [34]. Céc chat hitu co va chat diéu hoa sinh truong thuc vat (PGRS) bd sung
da lam tang dang ké sy tich liiy sinh khoi cia sam Ngoc Linh va sinh khéi dugc tich
lity 16n nhat & nghiém thirc moi truong MS chira 2,0 mg/L kinetin trong thoi gian 24
ngay (mau duoc duy tri trong tdi, nhiét d6 25 + 2°C). Bén canh do, diéu kién chiéu
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sang lién tuc co thé cai thién sinh khéi cua mau [23]. Bac biét, trong nudi cdy sam
Ngoc Linh in vitro cho ham lwong majonoside Rz (MR2) tich lily 1a cao nhat khi sir
dung dén LED véi ty & chiéu sang 1a 20% d6 : 80% xanh [35]. Kha ning nhan nhanh
sinh khéi va tich liiy ginsenosides, dac biét Ia saponin ocotilloltype & r& to caa sam
Ngoc Linh ciing duoc béo céo [28]. Ngoai ra, su sinh truéng cua ré va ham luong
mét s6 saponin (MR2, Rb1, va Rgl) cao nhat & méi truong MS cai tién [43] b sung
7 mg/L acid indole butyric (IBA) va 0,5 mg/L 6-benzyladenine (BA), c4c mau duoc
nudi cay long (téc do lic 100 vong/phat) va duy tri trong tdi véi nhiét ¢ 25 + 2 °C
[31].

Trong nghién ciru nudi cay phdi soma sam Ngoc Linh phéat sinh tir md seo c6
ngudn goc tir mau cay tTCL, mau tTCL tao md seo khi nudi trong méi trudng MS ¢6
bd sung 1,0 mg/L 2,4-D va 0,1 mg/L TDZ. Ty |é mau phéat sinh phoi soma (53,3%)
va s6 phdi soma (35 phéi/mau) duoc tao thanh cao nhat khi nudi ciy mé seo trong
moi trudng MS b sung 1,0 mg/L 2,4-D, 0,5 mg/L acid naphthalene acetic (NAA) va
0,2 mg/L TDZ [40]. Ngoai ra, cay con c6 ngudn gbc tir phdi soma hinh thanh than ré
in vitro trong méi trudng c6 bd sung 1,2 mg/L AgNPs va cd ty 18 séng s6t cao khi
chuyén ra trong trong vudn wom [10].

1.1.3. S4m Lang Bian
1.1.3.1. Phan loai

Gidi (regnum) Plantae

Nganh (division) Magnoliophyta

Lap (class) Magnoliopsida

Bo (ordo) Apiales

Ho (familia) Araliaceae

Chi (genus) Panax

Loai (species) Panax vietnamensis

Thu (variety) Panax vietnamensis var. langbianensis

Sam Lang Bian phan bé ¢ viing ndi Langbiang va Hon Nga ¢ d6 cao 1.879 -
1.900 m so v6i myc nudc bién, dudi tan ring 14 rong thudng xanh it b tac dong, chu
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yéu suon doc thoat nude, swong mu nhiéu. Hién nay, sam Lang Bian moc rai rac theo
tirng nhom nho, sb lugng khoang 100 — 200 cé thé [44].

1.1.3.2. Bdc diém thuc vit hoc

Sam Lang Bian thudc chi Panax, ho Araliaceae, ngoai ra, do than ré co dang
d6t, nén sam Lang Bian rat gan véi P. vietnamensis va P. vietnamensis var.
fuscidiscus.

Két hop nghién ctru vé quan hé phéat sinh chang loai dya trén céc trinh tw DNA
bao ton vai cac dir liéu vé so sanh hinh théi, cho phép khang dinh sdm Lang Bian Ia
mot thr mai cua loai P. vietnamensis, va duoc dat tén la Panax vietnamensis var.
langbianensis, tén tiéng Viét dé xuat sim Lang Bian.

Mo ta cay:

Cay than thao, lau nam, cao 50 — 90 cm. Than khi sinh thang, manh, nhin véi
phan 16i xop, mang céac 14 kép chan vit v6i 3, 4 hodc hiém khi 5 14 kép moc vong &

dinh than khi sinh, cudng 14 kép dai 8 — 13 cm, nhén, khong c6 14 kém hay nhiing
phan phu giéng 14 kém (Hinh 1.1 A) [16].

La kép thuong gom 5 14 chét (hiém khi dén 7), gdbm ba 14 chét 16n lién nhau c6
hinh oval hay elip, kich thudc 10 — 12 x 4 — 5 cm; hai 1a chét con lai nhé hon cling
c¢6 dang oval-elip voi kich thudc 4 — 5 x 2 — 3 cm; 14 chét mang 5 — 8 gén thir cap,
phién dang mang, c6 16ng & cac gan ca hai mit 14; gbc 14 dang ném hay hep dan, mép
14 chét thudng co rang cua, hiém khi mang riang cua d6i; dau 14 chét c6 dang miii
nhon ngan, dai 8 mm, cudng 1a chét dai 8 — 11 mm (Hinh 1.1 B).

Cum hoa dang tan, khoang 40 — 80 hoa, cuéng cum hoa dai 10 — 18 cm, c6
tuyén. Céac hoa c6 dudng kinh 1,5 — 2 cm, cudng hoa dai 4 — 6 mm, dé hoa co
dang chén, dia bau ban dau dang hoti 161, mau xanh, sau do chuyén sang dang 16i han
1én va c6 mau vang nhat; dai hoa 5, dang tam giac, dai 0,45 — 0,55 mm, nhan; canh
hoa 5, dang hinh tring nguoc, kich thudc 1,4 x 0,75 mm, nhan. Bao phén 5, kich
thudc 0,7 — 0,8 x 0,3 — 0,4 mm, chi nhi dai twong duong hay ngan hon canh hoa; voi
nhi 2 (hiém khi 1), kich thudc 0,6 — 0,8 mm, bau nhuy dai khoang 1 mm. Qua c6 dang
trung, hoi det, duong kinh khoang 4 — 5 mm, mang 1 (hiém khi 2) hat. Hat chéc, dang
trirg vai kich thudce 3,5 — 4,5 x 3—4 mm (Hinh 1.1 C).

Than r& dang d6t, thudng bo ngang, duong kinh 1 — 2,5 cm, cac ddt xép gan

nhau véi khoang céach gitra cac dot tir 2 — 5 cm, mat bén ngoai c6 mau niu vang. Ré
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¢l gian vao phan dudi cua than ré, dang phong 16n, c6 hinh chép hay gan nhu dang
hinh nén, kich thuéc 3 -5 % 2 -4 cm (Hinh 1.1 D, E).

Hinh 1.1. Pic diém hinh thai cia sam Lang Bian
Than mang la chét; B. L4 chét; C. Tan hoa; D, E. Than ré

Lé Ngoc Triéu (2017) budc dau phan tich so bo thanh phan saponin ¢ sim Lang
Bian, két qua cho thdy Sam Lang Bian phan b tai Lim Ddng c6 cac hoat chat G-
Rb1, G-Re, N-R1, G-Rd, G-Rg1 va M-R2 [45]. Tuy nhién, tac gia van chua x4c dinh

duoc ham luong cu thé cac hoat chét nay.
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1.1.3.3. Tinh hinh khai thac

Do c0 gié tri dugc liéu quy nén sdm Lang Bian dang bi nguoi dan san lung tai
viing rimg cac huyén Pam ROng va Vuon Quéc gia Bidoup NUi Ba (Huyén Lac
Duong, Tinh LAm Dong), dan dén xam hai tai nguyén ring va da dang sinh hoc, sb
lwong cé thé ngoai tu nhién giam xudng. Do d6 ma cac chinh sach lién quan dén chirc
ning quan i nha nuéce vé da dang sinh hoc va cac giai phap bao ton cdy sdm Lang
Bian dang dugc quan tam.

Bang 1.4. Du kién dién tich phat trién sam Viét Nam dén nim 2030 [46]

Du kién dién tich (ha)

— Loai sam
Trén dat Y
5 ta 5 ta hat trién
TT  Dia phuong 9 Duwéi tan  Duwdi tan nong p ’ 1
Tong ring phong rirng san 7 hoac trong
ho xuat nghiép ¢ nghiém
i khac
1 Quang Nam 8400 7740 660 Ngoc Linh
2 Kon Tum 8180 4156 4024 Ngoc Linh
3 Lai Chau 3000 2700 287 13 Lai Chau
Lai Chau
4  Dién Bién 500 500
Ngoc Linh
5 Lang Bian
5 Lam bong 50 40 10
Ngoc Linh
6 Gialai 800 800 Ngoc Linh
7 Lao Cai 8 6 2 Lai Chau
8 Thira Thién Hué 32 32 Ngoc Linh
Puxailaileng
9 Nghé An 30 15 15 _
Ngoc Linh
Tong 21.000  15.189 5.788 23

Theo quyét dinh s6 611 vé viéc phé duyét Chuong trinh phét trién sdm Viét
Nam dén nim 2030, dinh hudng dén nam 2045 ctia Thu tuéng Chinh phu [46], tinh
Lam Pong du kién dén nam 2030 s& phat trién 50 ha trong sam, trong d6 40 ha dudi
tan ring phong ho va 10 ha trén dat nong nghiép khac (Bang 1.4). Trong d6, sim
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Lang Bian 1a mot trong nhitng ddi tuong bao ton, gy trong, phat trién quy mo thir

nghi¢m ¢ khu vuc cé diéu kién tu nhién phu hop.

Lam Ddng 12 mét trong cac dia phuong c6 tiém ning, thé manh vé diéu kién
tu nhién thich hop cho viéc nudi trong, phat trién sam. Do d6, tinh Lam Dong c6
nhiém vu bao ton, gy trong, phat trién quy mé thir nghiém & khu vyc c¢6 diéu kién tu
nhién phu hop ddi véi loai saim Lang Bian. Trong d6, nhiém vu cu thé xay dung hé
thdng co s& dit liéu vé bao ton, xdy dung ving bao ton nguyén vi va vudn suu tap
ngudn gen tai mot s6 viing sinh thai dién hinh cé phan b ty nhién, dé xuat viing trong
thich hop, phat trién ngudn gen. Dong thoi, cac nganh chirc ning va chinh quyén dia
phuong can thong tin rong rii dé ngudi dan duogc biét vé gia tri dinh dudng ciing nhu
thuong mai cta sim Lang Bian dé c6 giai phap bao ton da dang sinh hoc loai sim

Lang Bian va c6 thé khai thac hop 1y.

1.1.3.4. Tinh hinh nhén giong

Tinh tir khi sdim Lang Bian duoc phat hién va cong bd dén nay, chi c¢6 ba cong
b lién quan dén dinh danh sim Lang Bian [16, 17, 45], cac nghién ctru lién quan dén
nhan giéng sam Lang Bian dugc chua dugc thuc hi¢n. Do do, s€ khé khan cho qua
trinh nhan giéng cling nhu mo rong dién tich trong sim Lang Bian nham dap ung
muc tiéu bao t6n va phat trién dbi twong thuc vét nay. Chinh vi Iy do d6, nhan gidng
sam Lang Bian bang phuwong phap in vitro can duoc trién khai nghién ctru, nham budce

dau tao ra ngudn cdy gidng cung cip cho nhu ciu bao ton va trong trot tai dia phuong.
1.2. Nudi cay phdi soma
1.2.1. Khdi ni¢m

Phoi thyc vat bén canh phat sinh theo con dudng sinh san hitu tinh con c6 thé
tao ra mot cach tu nhién hay nhén tao theo hudng phat sinh phoi soma. Su phat sinh
phoi soma dugc dinh nghia 1a mot qua trinh ma trong d6 cau trac ludng cuc giéng
phdi hitu tinh phat trién tir mot té bao sinh dudng khong co lién két mach dan vai té
bao gdc ban dau [47].

Phoi soma c6 ngudn gdc tir cac té bao soma, cac té bao nay ¢ vai trd phat sinh
phoi tuong tu nhu hop tir. Sau giai doan hinh thanh cac té bao c6 kha niang phat sinh
phdi va sy biét hoa té bao, phoi soma dugc hinh thanh. Phoi soma bao gém chéi dinh
va mam chop ré, tir d6 c6 thé nay mam tryc tiép thanh ciy con hoan chinh, khéng can

thiét trai qua giai doan tao chdi va ré.
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Sy phét sinh phdi soma c6 thé dién ra theo hai huéng truc tiép va gian tiép.
Trong d6, phat sinh phdi soma truc tiép xay ra khong qua giai doan tao md seo, nguoc
lai, phat sinh phoi soma gian tiép bt budc phai trai qua giai doan tao mé seo trudc
khi phdi soma hinh thanh va phét trién. Su khac biét giira qua trinh phat sinh phoi
soma truc tiép va gian tiép van chwa duoc hiéu rd, tuy nhién, theo nhiéu gia thuyét
thi sy phét sinh tryc tiép thuong tir cac té bao ¢ ngudn géc tir phdi hop tir, nguoc lai,
si phat sinh phoi soma gian tiép lai xay ra & cac té bao biét hoa va dau tién sé& tao
thanh cac mé seo chua biét hda. Trong cac md seo dugc tao thanh bao gdm ca nhitng
té bao c6 kha nang phat sinh phoi soma va ca nhiing té bao khong cd kha ning phat
sinh phdi soma va thuong duoc phan biét dya vao hinh thai va mau sic caa chang.
Té bao c6 kha ning phat sinh phoi soma c6 thé duoc phan biét vé mat mé hoc véi cac
té bao khac bang mot sb dic diém nhu kich thude nho, té bao chét dac hon, nhan 16n
nam & vj tri trung tam, ty 18 giita nhan va té bao chat cao, gan nhan c6 vi éng va soi
nho actin noi rd [48]. Nhan 16n trong té bao quyét dinh su sip xép cua cac vi éng
cling nhu tao ra cac rRNA, anh huong dén huéng va vi tri cia mat phang phan chia
té bao.

Ngoai ra, trong céc té bao nay con hién dién nhiéu hat tinh bot nho, rat nhiéu
ti thé, bo may Golgi va mang ludi ndi chat. Tinh bot ¢6 vai trd quan trong cung cap
nang luong cho sy ting trudng té bao trong sudt cac giai doan hinh thanh cac ving
sinh phdi [49]. Bdng thoi, su hién dién cua nhiéu ti thé trong giai doan nay cd vai trd
cung cap ning lwong ATP va cac tién chat can thiét cho qua trinh tong hop cac protein
dic biét c6 lién quan dén sy phan chia dau tién khéng can xang cua té bao. Sy hoat
dong manh mé& cua bd may Golgi va mang ludi noi chat gidp cho sy thanh lap
phragmoplast — cau trdc chira cac vi 6ng ¢ giira té bao dang phan chia dé hinh thanh
véach ngang gidp cho su phan chia té bao thanh hai té bao con.

1.2.2. Cac giai dogn cua quda trinh phdt sinh phoi soma

Sy tai sinh thuc vat thong qua con duong phat sinh phdi soma bao gom cac
giai doan (1) Sy cam ung qua trinh phat sinh phdi soma, giai doan nay can cé sy tac
dong cua chat diéu hoa sinh truéng thuc vat (PGRs), chu yéu la auxin; (2) Su ting
sinh phéi soma trong méi truong nudi cy ran hoic long c6 bo sung PGRs tuong tu
giai doan 1; (3) Phoi soma ¢ giai doan trude khi trudng thanh trong méi traong khong
bo sung PGRs, tic ché sy tang sinh va phat sinh phoi soma thir cap; (4) Giai doan phoi
soma trudng thanh, phoi soma duoc nudi cdy trong moi trudng bd sung ABA; va (5)
Sy sinh trudng va phat trién cia cay con c6 ngudn géc tir phdi soma trong méi trudng
khong bo sung PGRs [47].
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O giai doan cam ung phét sinh phdi soma, céc té bao duoc tac dong dé két thic
su biéu hién gen hién tai va thay bing chuong trinh biéu hién gen phat sinh phoi
soma. Giai doan ndy can su hién dién cta auxin voi vai trd trung tim trong diéu hoa
truyén tin hiéu dan dén viéc cam tng su phan chia té bao, ting truong khdi mé seo
khong t6 chuc hoic tang truéng co cuc dan dén phét sinh phdi soma. Té bao bit dau
phan chia lan dau tién theo chiéu ngang tao thanh hai té bao khong déu nhau, bao
gom moét té bao ngon (kich thudce nho, nguon gdc cua phdi soma) va mot té bao géc
(kich thuéc 16n hon, ngudn géc cua day treo). CAc 1an phan chia tiép theo co thé theo
chiéu ngang hoic chiéu doc tuy theo ting ddi twong thuc vét tao thanh mot chudi
gom ba hoic bdn tang, té bao & mdi tang tao mot ving xac dinh trong phdi soma. Sau
c4c 1an phan chia, cac tién bi (protoderm), so khai va phdi soma & giai doan hinh cau
xuat hién. Giai doan phdi hinh cau la khoi dau cua su phan hoéa ciu trdc trong qua
trinh phat sinh phdi soma, tién bi dong vai trd nhu 16p ngoai caa phdi giup phdi tao
hinh dang thong qua tac dong vat Iy véi céc té bao bén trong, ddng thoi diéu hoa su
phan chia va biét hda té bao trong phdi [50].

Tiép sau d6, cac ving mo phén sinh chdi va ré dugc hinh thanh va thuong bat
dau vao cudi giai doan phdi hinh ciu va cdu trac nay dugc nhan thiy ré rang & giai
doan phdi c6 14 mam. Céc té bao bén trong phdi kéo dai 1a dau hiéu cua su biét hoa
tién twong tang. Sy phan hoa cau truc bat dau & giai doan phdi hinh cau. O giai doan
phdi hinh cau muén, & vi tri cach 16p té bao biéu bi khoang vai l6p té bao c6 sy hinh
thanh md phan sinh ngon chdi tir céc té bao nhan to, té bao chat dam dac. M6 phan
sinh ngon r& xay ra sau sy hinh thanh mé phan sinh ngon chdi. Ban dau, hai mé phan
sinh ngon chdi va md phan sinh ngon ré nam gan nhau. Sau dé, do su kéo dai va phan
hoa céc té bao lam cho chiing cach xa nhau. Cac bién d6i vé mat hinh thai tiép theo
dan dén sy hinh thanh phdi soma hinh tim, hinh thuy 16i va sy xuét hién caa 14 mam
va ré mam. Cac 14 mam cd ngudn gc tir cac té bao ving ngoai bién caa phoi tao nén
phdi hinh tim. L4 mam c6 vai trd quan trong trong su diéu hoa dong auxin va thic
day quéa trinh nay mam.

Trong suét giai doan trudng thanh, phdi soma trai qua cac bién doi hinh thai
va sinh hda, cac phdi soma ¢ giai doan nay tang cuong tich lity san pham du trix,
chuan bi cho giai doan phat trién tao thanh cay hoan chinh va thong thuong cac phoi
soma phat trién thanh cac cay nho khi dugc cay trén moi trudng khdng c6 chét diéu
hoa sinh truéng [34].
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1.2.3. Sw phit sinh phéi soma thir cdp

Phéi soma duoc tao ra truc tiép hoic gian tiép trén cac mau ciy duoc goi la
phat sinh phoi soma so cap, trong khi su hinh thanh phoi soma trén phoi soma so cip
duoc goi & phat sinh phdi soma thir cap. Phéi soma so cap khong chuyén dbi thanh
cay con hoan chinh ma thay vao d6 tao ra nhiéu phdi soma thir cip. Trong giai doan
nay, auxin can thiét cho sy ting sinh cac cum tién phoi nhung lai c6 tac dung wc ché
ching phét trién thanh phéi soma. Cac phdi soma van tiép tuc ting sinh, tao thanh
cum tién phoi, thudng thi méi truong twong ty nhu méi truong phét sinh phdi soma
duogc sir dung dé duy tri va ting sinh. Phdi soma & nhitng giai doan phét trién khac
nhau anh huéng dén kha nang phat sinh phoi soma thir cap tir ngudn phdi soma so
cap ban dau. O thuc vat hat tran, chi nhitng té bao & trang thai tién phoi hay truéc giai
doan hinh cau méi c6 kha nang phét sinh phoi soma tht cip. Nguoc lai, hau hét thuc
vat hat kin, cac mau ciy & giai doan sinh truéng khac nhau déu ¢ kha ning phat sinh
phdi soma thir cip. Kim va cong su (2012) trong nghién ciru nudi ciy phéi soma P.
ginseng, voi muc tiéu nhan nhanh sinh khéi cho rang phéi soma so cap phét sinh tir
c4c mau cat 14 mam cua phoi hop tir 12 ngudn vat liéu phu hop d@é kich thich hinh
thanh phdi soma tht cap. Ty 16 phoi soma so cdp hinh thanh trong méi truong khong
c6 va cd bo sung PGRs chi dat lan luot 1a 32,5% va 45%. Tuy nhién, sy hinh thanh
phdi soma thtr cap tir ngudn mau phdi soma so cip dat duoc ty 16 cao hon (88%) khi
cdy trén mdi truong 6 2,4-D va Kinetin. Phdi soma thtr cap hau hét xuat hién & mot
s6 ving nhu 13 tru dudi 14 mam va phan cuc ré [12].

1.2.4. Mt s6 yéu té anh hwong dén sw pht sinh phoi soma

Sy phét sinh phoi soma ¢ cac loai saim da duoc nghién ctru, trong d6, cac ngudn
mau cdy, méi trudng dinh dudng, PGRs va cac bién phap xir Iy dé nang cao chat
lwong phdi soma (xtr Iy kim loai nang, UV, sir dung chat khang sinh, gay stress tham
thau, 1am kho, xa 1y nong va lanh ciing nhu cac bién phap xt ly vat ly va hoa hoc
duogc tap trung nghién ctu [51]. Butenko va cong sy (1968) di co nhitng két qua
nghién ctru dau tién trong viéc cam tng phat sinh phdi soma va co quan cia P.
ginseng dé tao cay hoan chinh [52]
1.2.4.1. Logi mau cdy

Hau hét cac md thyc vat, nhu: than, 14, cudng 14, ré, chéi hoa, phoi non... cia
CAy ex vitro va in vitro déu c6 kha ning phét sinh phdi soma. Tuy nhién, hiéu qua
cam ung tao phdi soma tly vao tirng thuc vat, tirng loai mé va cac giai doan phat trién
khac nhau do su khéc biét vé ham lugng cac chat noi sinh.
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Kha ning phat sinh phoi soma tao ra cdy méi tir cac té bao sinh dudng phu
thugc rat nhiéu vao thudc tinh toan ning cua té bao. Su phat sinh phdi soma duoc
cam ung tir cA&c mau cdy khac nhau nhu ré tu nhién[7]; ré bat dinh [7]; 14 [49]; tdi
phan[53], va phéi hitu tinh hay cay con nay mam tir hat [14] (Bang 1.5).

Trong nudi cy in vitro, trang théi sinh ly ciia mau gay ra su dap tng hinh thai
khac biét. Cac mo6 coO chira ham lugng hormone noi sinh va duong khac nhau, ham
lwong nay thay ddi & 14, cudng 14 va ré va co sy khéc biét gitra phan dinh va phan gbc
cua 14 mam va tru trén 14 mam. Ham luong hormone ciing thay d6i trong qué trinh
hinh thanh cic co quan. Sy twong tic va can bang gitra ham luong hormone cd thé
duoc diéu chinh bai cac yéu td tac dong khac nhau trong qua trinh phat trién cua thuc
vat. Do d0, cac mo, co quan thuc vt duoc st dung 1am ngudén mau ban dau sé tac
dong truc tiép dén kha ning tai sinh [48]. Cac nghién ciu vé ham luong hormone
trong mau ré, cudng 4 va la cua cay Populus spp. cho thay, cd su tich lity cua zeatin,
acid indole-3-acetic va acid abscisic, nhitng chat nay, co thé dong vai tro trung gian
trong qua trinh hinh thanh co quan [54]. Pdng thoi, c4c té bao gan bé mat vét cat dé
dang chiu tac dong cua stress tir moi truong va chinh su stress nay gay ra su phan biét
hoa va phat sinh phéi soma [55].

Prakash va Gurumurthi (2009) bao céo dé tudi khac nhau (10, 15, 25, 30 ngay
tudi) tac dong 1én sy cam wng md seo ciing nhu phat sinh phoi soma truc tiép tir phoi
hop tir va 14 mam cua nhitng cay con Eucalyptus camaldulensis in vitro. Két qua mo
seo duoc hinh thanh vai ty 18 cao nhat tir mau cay 14 mam caa cay con 10 ngay tuoi.
Tuy nhién, md seo tir phdi hop tir cam tng phét sinh phdi soma tét nhat. Bong thai,
phét sinh phoi soma tryc tiép tir try dudi 14 mam khong trai qua giai doan hinh thanh
m6 seo [56]. Nhitng mau 14 in vitro khng nhiing & nguén vat liéu sian c6 ma con c6
hiéu qua trong qué trinh phat sinh phdi. Cac té bao thit 14 c6 tiém ning phan biét hoa
va di theo nhiéu con duong phat sinh hinh thai khac nhau khi duoc nudi cay trong
moi truong phl hop. Hon thé nita, sy tai sinh cay tir mau cay la cho su bién di di
truyén thap [57].

Phoi soma duoc ghi nhan phét sinh truc tiép tir mau 14 TCL hiéu qua hon so
Vv6i cudng 14 va than ré TCL khi dugc nudi trong méi truong MS bé sung 2,0 mg/L
NAA & sam Ngoc Linh [58]. Két qua twong ty ciing dugc cdng b trong nghién ciu
su phat sinh phoi soma tir mau cay |4 va ré trén ddi twong Scaevola sericea. Theo
Liang va cong su (2020), mau cay la cho sy hinh thanh phoi soma cao hon so véi
mau ré, sé luong phdi soma thu duoc 1a 17,3 phdi/mau sau 30 ngay nudi cay, trong
khi mau cay tir ré chi tao dugc 7,6 phdi/mau [59].
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Bang 1.5. Nudi cdy phdi soma sam tir cAc nguon mau cy khac nhau

Loai Ngudén miu M&éi trwong nudi cay Nguon
Ré sam tu MS + 2,4-D + kinetin + [7]
nhién sucrose
Ré bat dinh MS + 2,4-D + kinetin [7]
Tui phan MS +2,4-D 53
P. ginseng C.A. pha {60}
Mayer Phoi hop tir MS [61]
L MS/SH + 2,4-D + BA +
La mam lactalbumin hydrolysate [62]
L& MS + NAA +2,4-D [63]
M0 seo MS + 2,4-D [64]
P. quinquefolius L& mam MS + 2,4-D va NAA [65]
. q MS (Khoéng), B5(Vitamin) +
Phoi hop tir GAs + BA [66]
R& chuyéngen  MS +2,4-D va NAA [67]
P. pseudoginseng  Than ré MS + 2,4-D + BAP [68]
: : a \ MS +2,4-D
P. japonicus Phoi hop tu Xir I bing mannitol [9]
P. notoginseng Chdi hoa non MS + 2,4-D [69]
P. vietnamensis La in vivo MS/BS + 2,4-D + kinetin + [39]
casein va IBA
MaulETCL-L s | naA [58]
in vitro
: Cubng la cay
P-OINSeNgX o nay mam tir MS + 2,4-D [14]
P. quinquefolius hat lai

B5: Gamborge B5 (1968); MS: Murashige & Skoog (1962); SH: Schenk &
Hildebrandt; BA: 6-benzyl adenine; 2iP: 2-isopentenyladenine; BSAA: 3-benzo
selenenyl acetic acid; BZ: 3-benzo selenenyl acetic acid; tTCL-L: Transverse thin
cell layer

Nhin chung, tly theo loai mau nuéi cdy, do tudi va tinh trang sinh ly cua mau,
c6 su khac biét vé phan wng caa cac md thuc vat vé viéc phét sinh phdi soma. Vi vay,
viéc xac dinh ngudn mau 1a rat quan trong, nang cao hiéu qua cam tmg dé hinh thanh
phdi soma 1a can thiét.
1.2.4.2. Dinh dwdong khoang

Trong nudi cay phdi soma, tan suat hinh thanh phoi va kha ning truéng thanh
cta phoi ciing phu thudc vao ham luong khoang. Do dé, nhiéu nghién ciru da tién
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hanh diéu chinh ham lugng céc chit khoang phu hop nham dap wng viéc cam ¢ng
hinh thanh va phat trién phoi soma.

Hién nay, trong nudi cy in vitro cé rat nhiéu loai méi truong khac nhau duoc
sir dung. Thanh phan ciing nhu ty 1& cac chit khoang trong cac loai méi tredng nudi
cdy co su khac biét. Chang han, ham luong nito dang amonium (NH4*) trong moi
truong MS (370 mg/L) cao hon khoang 10 lan so v&i mdi truang SH (37 mg/L).

Moi trudng MS thudng duoc sir dung phd bién nhat trong nudi cy, vi phan
I6n cac cay trong déu dap ung tot véi méi trudng nay. Pay 1a méi truong ¢d ham
luong mubi cao (ham luong N va mot 6 vi lugng dic biét 1a B va Mn) so véi nhiéu
cong thire moi trudong khac. Kim va cong sy (2012) nudi cay phdi soma cua P. ginseng
bao céo rang, chi c6 khoang 20 phbi/mau dugc hinh thanh trong méi trudng ¢6 ham
lwgng amonium va nitrat giam di mot nira; nguoc lai, ty & mau hinh thanh phéi soma
thi cap ting 1én dén 80%, s luong phodi soma tao thanh 1a 50 phdi/mau trong moi
trrong MS. Nhu vay, ham lugng ammonium cao sé kich thich su phat sinh phdi soma
P. ginseng [12].

Tuy nhién, méi truong MS khéng phai pht hop cho su sinh truong ciia mau
cay ddi véi tat ca cac dbi twong thuc vat, khi ham lwong dinh dudng khoang qué cao
c6 thé gay wc ché sy phan chia cua té bao, mé thuc vat nudi ciy. Nguyén nhan c6 thé
la do cac ion & ndng do cao cb thé gay doc cho cac té bao, mo, co quan. Ddi véi P.
ginseng va P. quinquefolius, méi truong SH lai phu hop hon cho sy tang trudng cua
phdi soma [70]. Két qua twong tu ciing dugc ghi nhan d6i véi P. ginseng, Lee va cong
sir (2021) béo céo cac cay con ¢ ngudn gdc tir phdi hop tir c6 thé hinh thanh ré ca
va phét trién tét sau vai thang nudi cay trong méi trudng 1/3 SH bd sung 2% sucrose.
Hau hét cac cay con déu c6 kha nang song sot sau khi chuyén ra vuon wom [15].

Ngoai viéc lya chon moéi truong khoang phi hop, thi viée diéu chinh ham
lugng céc chat khoang trong méi truong nudi cay ciing dong vai trd quan trong trong
viéc tang cuong hiéu qua qua trinh nudi cay. Liu va Zhong (1998) nghién ctu tac
dong cua ham luong phosphate dén su ting truong cua té bao P. ginseng va P.
quinquefolium cho rang, ham lwong phosphate thap (dudi 1,04 mM) kim hdm sy ting
truong cua té bao, trong truong hop nguoc lai, khi gia ting ham lwong phosphate
(1,04 — 4,17 mM) dan dén kich thich té bao tang truong [71].

Tir cac két qua nghién ciu nudi cay phéi soma P. ginseng thu nhan duoc, Kim
va cong su (2012) da dé xuat quy trinh nhan nhanh cay gidng theo con duong phat
sinh phoi soma so cap va thir cap, nhitng phdi soma phat trién thanh nhing cay con
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hoan thién day du chdi va ré. Bong thoi, ty 16 phét sinh phdi soma cao nhat duoc bao
cao trong moi truong co ty 1¢ NHs*: NOs™ 1a 21:39. Trong cac loai moi truong duoc
thir nghiém, MS, B5 va SH, mau 14 mam cho ty & phat sinh phdi soma cao nhat trong
moi truong MS. Phdi soma tht cip duoc phat sinh truc tiép tir phoi soma so cap trong
moi truong MS khong bd sung PGRs va vén hinh thanh cay con binh thuong. Cay
con nay c6 ré phat trién tét trong moéi trudng 1/3 MS cai tién bo sung 2% dén 3%
duong. Tiép theo, cdy con sinh truéng tét khi dwoc chuyén qua méi trudng SH bd
sung 0,5% than hoat tinh [12].

Nhu vay, din tir cac két qua nghién ctu trén cho thay, mai truong khoang co
vai trd quyét dinh trong viéc kich thich cam ung va phat trién phéi soma. Ty theo
loai thuc vat ma lra chon va diéu chinh méi tredng khoang phil hop nhiam gia ting
hiéu suat nudi cay phdi soma.

1.2.4.3. Chdt diéu hoa sinh truéng thuc vt

Tuy theo ting thuc vat cu thé, ngoai ham luong khoang, chat diéu hoa sinh
truong (st dung doc 1ap hoic két hop) cling anh hudng déng ké dén sy phét sinh hinh
thai cia mau. Pay 1a mot trong nhitng yéu tb o vai trd quyét dinh dén ty 1 va dang
phat sinh hinh thai cia md. Trong sé d6, auxin duoc biét dén véi vai trd 1a mot chat
cam tng gay ra stress oxy hoa va nhiing phan tng stress lién quan dén qua trinh phat
sinh ph6i soma. Nhiéu nghién ciru da chi ra vai trd cua auxin trong viéc khai dong
chuong trinh phat sinh ph6i soma, qua trinh methyl héa DNA dugc dién ra, trong khi
d6, chwong trinh biéu hién gen cua té bao bi két thic hoic 1am thay d6i.

Vai tro tac dong cua auxin thé hién ¢ ca hai giai doan, cam ung phét sinh phoi
soma va hinh thanh phéi soma. Trudc tién, auxin cé tac dung duy tri tinh ludng cuc
cua té bao va lam cho té bao c6 thé tach khoi sy tac dong cua cac té bao bén ngoai
nho viéc cat dat cac cau sinh chat — cau ndi giita cac té bao véi nhau hoic 1am cho
qua trinh twong tac gitra cac té bao bi gian doan. Két qua la két thuc chuong trinh biéu
hién gen san c¢6 va chuong trinh hinh thanh phéi soma dugc thiét 1ap. Song song véi
qua trinh d6, do céc té bao nay khong con bi anh huang bai céc té bao lan can nén
ching c6 thé tach roi khoi khdi mé seo [72].

Bén canh d6, auxin con anh hudng dén kha nang hinh thanh phoi soma thong
qua Viéc tac dong dén chuong trinh ctia genome, dan dén sy phan biét hda va phan
chia té bao. Ngoai ra, auxin ciing c¢6 tac dong Ién thu thé mang, hoat hoa hoat dong
ctia bom proton nam trén mang té bao, 1am ting acid vach té bao. Tir d6, tao diéu kién
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cho enzyme hoat dong, dan dén vach té bao tré nén long Iéo, ting kha ning hap thu
nudce va gia tang kich thudc [72].

Céc nghién ctru vé anh huéng cia PGRs dén kha ning hinh thanh phoi soma
trén cac loai sim khac nhau da duogc cong bb. Céc loai auxin nhu 2,4-D, NAA ¢4 tac
dung gia tang su phat sinh ph6i soma cua cac loai P. quinquefolius, P. japonicus, P.
vietnamensis var. fuscidicus [9, 73, 74]. Tuy nhién, nhu cau vé loai va nong d6 auxin
thay d6i tly theo tirng d6i tuong va loai mau cy khac nhau. Déi véi P. vietnamensis,
mau than ré tTCL-R hinh thanh phdi soma cao trong méi truong c6 bé sung 2 mg/L
2,4-D. Tuy nhién, d6i voi mau 14 tTCL-L, ty 1é mau hinh thanh mé seo ciing nhu s6
luong phdi soma nhiéu hon trong méi truong bd sung 2 mg/L NAA [58].

Ngoai ra, khi nghién ciru nudi cay phdi soma va tao cay con sam lai P. ginseng
va P. quinquefolius, Kim va cong su (2019) cho rang, cuéng l4 I loai mau cay phu
hop dé tao md sco. Gitta c4c loai auxin thi 2 mg/L 2,4-D cam &ng tao mo seo va phat
sinh phdi soma tét nhat. Trong méi trudng SH bd sung 5 mg/L GAs, phdi soma nay
mam nhanh chéng; va khi cay chuyén sang moéi truong %2 SH tao thanh cay con hoan
chinh véi ca chdi va ré [14]. T cac két qua nghién cau cho thay, tiy thudc loai va
ndng do auxin st dung co tac dong khac biét dén tan suat phat sinh phdi soma va sb
lwgng phdi soma phat sinh trén mau cay.

Tuy nhién, auxin tén tai & ndng d6 cao lai ngin can su truéng thanh phdi soma.
Auxin tac dong Ién su phan chia té bao, nén sé luong té bao ting nhanh va lién két
chit ché vai nhau trong khéi md seo. Do d6, vach thir cip day 1én va dong thoi su
tang trudng cua té bao bi wc ché. Két qua 1am cho khéi md seo chat thém va cac té
bao kho tach cum. Bong thoi, nhicu mRNA va protein khac ciing dugc kich thich
téng hop dan dén can tré viéc hoan thién chuong trinh phat trién phdi soma. Trong
nghién ctru phét sinh phoi soma trén d6i twong tam that hoang (P. stipuleanatus),
trude tién moi trudng bod sung 2,4-D ¢ néng do cao dugc str dung dé kich thich sy
phan chia té bao. Sau d6, chuyén c4c mau da phan chia sang méi trudng c6 nong do
2,4-D thap hon hoic NAA dé giam su phan chia va tang su kéo dai té bao. Két qua
tao dugc mot luong md seo 16n, dang xdp va dé tach roi bao gdm nhiéu té bao dang
kinh. Céc nghién ctru ciing chi ra rang, cac té bao c6 xu hudng phan chia khdng theo
quy luat khi duoc nudi trong méi truong bd sung 2,4-D; trong moi truong c6 NAA
thi cac té bao lai c6 xu huéng phan chia can xing, tao thanh cum gém cac té bao nhan
to, t& bao chat dam dic, gidng nhu mot hop tir [75].

Cytokinin 1a mdt phytohormone thiét yéu déng vai trd quan trong trong su sinh
truong va phat trién cta thyc vat, tham gia vao qua trinh phan chia, biét hoa va phat
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sinh hinh thai té bao. Cytokinin gitp cho té bao gia ting kich thudc théng qua viéc
lam giam pH thanh té bao. Trong qua trinh phan chia té bao, cytokinin anh hudng
dén hai giai doan phan chia nhan va phan chia té bao chat. Chinh nho su c6 mit cia
cytokinin dan dén sy phan chia vach té bao, trong khi auxin chi kich thich nhan doi
nhiém séc thé nhung khong ¢ sy phan véch té bao. Mot sé nghién ctru trén ddi twong

Arabidopsis chirng minh vai trd cta cytokinin trong hoat dong ctia mé phan sinh chdi.

Meta — topolin (mT) 1a dan xuét ciia BA ty nhién duoc phat hién gan day. mT
da dugc chirng minh 1a ¢6 hiéu qua va dugc st dung trong nghién ctru qua trinh nay
mam, tdng sinh choi cta cac dbi tuong thuc vat khac nhau, ch'fmg han nhu Citrus
sinensis Poncirus trifoliata [76] va Prunus spp. [77]. Ngoai ra, mT dugc ching minh
1a di chuyén nhanh hon trong cac mé thuc vat so véi BA, chung khéng tich lity tap
trung tai mgot mot vi tri nhét dinh trong mo thyuc vat, lam giam sy hinh thanh mé seo
cling nhu tinh trang thaty tinh thé ctia mau cdy [78]. Tuong tu nhu auxin, cytokinin
(CK) cling c6 vai tro quan trong trong qua trinh phat sinh phéi soma. Trong nghién
ctru phét sinh phoi soma ¢ thu hai duong (Begonia) cho thiy ham luong CK va ty 16
CK/ABA cao c6 thé lam ting s6 lugng phdi soma tao thanh [79].

Gibberellin (GA) 1a mét loai phytohormone chinh diéu chinh sy sinh truéng
va phét trién cua thuc vat tir khi hat nay mam dén khi cay ra hoa, két qua, dau hat.
Trong md thuc vat, GA t6n tai ¢ hai dang tu do 1a dang c6 hoat tinh sinh Iy va dang
lien két — dang du trir va van chuyén (GA lién két véi duong don nhd céc lién két
d6ng hoa tri tao thanh GA glucoside). GA gay nén sy gia ting kich thudc té bao trudc
khi cam ng su phan chia té bao. Toc do gia tang kich thudc té bao cd thé chiu anh
hudng cua do gidn vach va hap thu nude vao té bao theo co ché tham thau. Nhu vay
ca GA va auxin cung tac dong dén sy gia tang kich thudc té bao théng qua sy bién
d6i cac tinh chat cua vach té bao [80]. Tuy nhién, tac dong ciia GA dén sy gia ting
kich thudc té bao cd thé phu thudc vao sy acid hda véch té bao da duoc auxin cam
ting. Dong thoi, GA tac dong dén su sinh truang cua té bao khac biét véi auxin. Zan
(2019) béo céo rang enzyme xyloglucan endotransglycosylase (XET) lién quan véi
su dan vach dugc GA khoi dong. Chirc nang cua XET c6 thé la 1am dé dang cho sy
xam nhap cua expanin trong vach té bao (expansin la cac protein gay nén su kéo dan
véach trong cac diéu kién acid bang cach lam suy yéu céc lién két hydro gitra cac
polysaccharide véch), ca expanin va XET c6 thé can cho su gian té bao duoc GA kich
thich [81]. Khac véi auxin 1am gi&n vach té bao théng qua viéc lam acid hoa véch té
bao, gibberellin gitp cho sy gian vach théng qua viéc kich thich hip thu Ca?* vao té
bao dan dén giam ndng do Ca?* trong véch té bao. Pong thoi, GA3 co tac dong tich
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cuc trong viéc pha v trang thai ngu va kich thich phdi soma nay mam [82]. Trong
cac dong co6 kha nang phat sinh phoi cia M. sativa va M. truncatula, GA noi sinh
dong vai tro kich thich sy phat sinh phoi soma [83].

Acid abscisic (ABA) 1a mot chét trc ché sinh trudng va phat trién cua thyuc vat,
diéu chinh sy truéng thanh cua phdi va trang thai ngu cua hat, ddng thoi Ge ché sy
nay mam, phan chia va kéo dai té bao. Ngoai ra, ABA ciing c6 tac dung tich cuc dén
su phat sinh phdi soma. Liang (2022) phat hién ra rang ham lugng ABA cao c6 loi
cho su phat sinh phoi soma & thong Han Quéc [84]. Kepczynska (2021) bao cao, GA
c6 lién quan dén kha nang phat sinh phdi soma tir cac mau cay 14 Medicago truncatula
[85].

Nhu vay, PGRs c6 tac dong dén ca hai giai doan cam tng phat sinh phdi soma
va phat trién phdi soma. Ngoai ra, tly theo céc loai thuc vat, thi kha ning dap tng
véi tirng loai va nong do cua cac PGRs khac nhau.

1.2.4.4. Su bién déng ham heong hormone ngi sinh trong qua trinh phét sinh phoi
soma

Hormone ndi sinh dong vai tro then chdt trong qué trinh phat sinh va phat trién
phoi soma. Do d6, mbi quan hé giita su thay d6i ham luong hormone ndi sinh va qué

trinh phét sinh phoi soma ciing di dugc bo céo trong nhiéu nghién ctru [86].

Liu va cong sy (2019) di chi ra rang auxin (IAA) rat can thiét cho viéc phat
sinh va phat trién phoi soma, dong thoi viée gia ting ham lugng IAA tao diéu kién
thuan 1gi cho qué trinh phét sinh phoi soma [87].Trong nghién ctru nudi ciy phoi
soma Medicago sativa, Pasternak va cong su (2002) cho thiy rang ham luong IAA
noi sinh ting 1én cao nhét trong giai doan tir 4-5 ngdy dau tién ctia qua trinh phat sinh
phoi soma truc tiép tir cac té bao tran tach tir cac mau l4. Trong d6, su gia ting ham
luong IAA c6 tuong quan véi sy phan chia va biét hoa té bao, tir d6 thiic day su phat
sinh phdi [88]. Bén canh d6, ham luong IAA thay doi & cac giai doan khac nhau (mau
ban dau, mau ¢ giai doan cam g va C4c giai doan phat trién phdi soma) trong sudt
qua trinh phét sinh phdi soma gian tiép tir mau cudng 14 M. sativa cv. Rangelander
cling dugc ghi nhan [89]. Trong d6, ham luong TAA rat thip dugc quan sat thdy &
giai doan md seo va huyén phu té bao, sau d6, ting 1én va on dinh ¢ giai doan phoi
hinh cau dén dau giai doan phdi c6 14 mam. Ham luong niy giam & giai doan phdi c6
1a mam va phoi truong thanh. Ngoai ra, Kepezynska va Ortowska (2021) ciing chi ra
rang mau 1a ban dau cia hai kiéu gen M. truncatula Jemalong: M9-10a (phét sinh
phoi) va M9 (khong phat sinh phoi) c6 ham luong IAA tuong dong. Tuy nhién, sau
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21 ngay nudi ciy, ham luong IAA trong mé seo ciia M9-10a ting 1én gip 6 1an so voi
M9. Sy khac biét quan sat dugc ¢ lién quan dén qué trinh di hoa IAA trong 21 ngay
ctia giai doan cam ung. Ham luong 2-oxinoindole-3-acetic acid (0xIAA) cao nhat
duoc tim thdy & mé seo khong c6 kha ning phat sinh phéi. Qua trinh di hoa IAA duoc
coi 1a con duong chinh dan dén bat hoat IAA [85].

Trong nudi ciy ph6i Ormosia henryi Prain, ham luong Auxin, CKs, GA va
ABA khac nhau dang ké ¢ cac giai doan phat sinh phdi soma. O giai doan dau cua
qua trinh phat sinh ph6i soma, ngoai trir ham lugng auxin cao, cac hormone con lai
c6 ham lwong thap. Tuy nhién, xu huéng nguoc lai duoc ghi nhan ¢ giai doan phoi
c6 1a mam. Nhitng phat hién nay chi ra rang ham lugng Auxin twong d6i cao va ham
luong CKs, GA va ABA thap c6 lgi cho sy cam @ng tao md seo ¢6 kha nang phat
sinh phoi. Ham luong Auxin cao la tién dé cho sy phét sinh phdi soma va thiét 1ap
tinh hru cuc. Trong khi d6, ham lugng CKs cao quy dinh su biét hoa cua phéi soma,
GA va ABA véi ham luong cao di thac day sy truéng thanh va nay mam cua phoi
soma & giai doan sau [90]. Tuy nhién, trong nudi cay Lycium barbarum, ham lwong
ABA nbi sinh ting 1én dang ké trong cac té bao c6 kha ning phat sinh phoi. Tir d6
cho thay rang ABA c6 lién quan dén viéc khoi dau sy phat sinh phdi soma [91]. Hon
nira, ham lugng ABA trong md seo cé kha nang phat sinh phoi cua Cucumis melo cao
hon so vdi md seo khdng ¢ kha nang phat sinh phéi [92].

Nhu vay, ham lwong hormone néi sinh thay d6i tly theo timg giai doan cua
qua trinh phat sinh phoi soma ciing nhu déi twong thuc vat. Do d6, viéc xac dinh ndng
d6 ciing nhu ty 1& cac hormone noi sinh c6 thé cung cap thong tin dé tir d6 danh gia
vai trd cua tirng hormone néi sinh trong viéc diéu hoa qua trinh phat sinh phoi soma
o thuc vat.

1.2.4.4. Mgt sé acid amin va polyamine
Acid amin

Acid amin c6 anh huang rat 16n trong viéc kich thich hinh thanh phoi soma ¢
nhiéu loai thyc vat, théng qua viéc cung cap nang luong cho té bao va mo thuc vat.
Ngudn hitu co (dang khir) sau khi duoc hap thu vao trong té bao s& duoc chuyén hoa
rat nhanh, tir d6, kich thich su tang truong cua té bao.

Mot s6 acid amin (proline, glutamine) ciing dugc bd sung vao moi trudng Nuoi
cay dé nghién ciru tac dong cua ching trong su hinh thanh phéi soma. Proline gilp
lam gia ting ham luong protein trong cé4c té bao ¢ kha nang phat sinh phdi soma. Sur
hién dién caa proline trong mdi truong lam giam thé nuéc ciia moi trudong nudi cay,
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gia ting ham luong c4c chét tich liy trong té bao, do d6 thuc day qué trinh phéat sinh
phéi soma [93].

C6 nhiéu nghién ctru di chi ra khi b sung glutamine hoac proline anh huéng
dén viéc gia ting cam ung tao phdi soma trén nhiéu loai thuc vat. D6 Pang Giap va
cong su (2013) cho rang mot sb acid amin va spemindine anh huéng 18n sy phét sinh
phbi soma cay coc rao (Jatropha curcas), trong do proline (750 mg/L) va glutamine
(150 mg/L) giup nang cao hiéu qua hinh thanh phéi soma tir mo seo [94].

Proline & ndng do t6i wu gitp cai thién kha ning phat sinh phoi soma ctia mau
cay & mot sé thyc vat, nhu: sim Ngoc Linh [95], dau tay [96], Quercus ilex L. [97].
Déi vai sam Ngoc Linh, nong do proline 300 mg/L anh huang tét nhat vé tan sb phat
sinh phdi soma va sb luong phdi soma (86,7% va 167 phdi/mau). Bdi véi dau tay, su
phat sinh phdi soma tot nhat khi mé seo ¢ ngudn gdc tir 14 va dét than dugc nudi
trong moi truong MS ¢ bd sung 1,0 mg/L 2,4-D, 0,5 mg/L BAP va 500 mg/L proline.

Glutamine ciing ¢ vai tro tich cuc d6i véi viéc cam wng phat sinh phoi soma,
diéu nay di dwoc ching minh & nhiéu dbi twong thuc vat. Glutamine 14 mot trong
nhitng loai acid amin sin c6 va la ngudn cung cap nang luong hiéu qua cho hoat dong
phan chia té bao. Do d6, glutamine thuc day su sinh truong ddi véi cac té bao can
nang luong va tong hop maot luong 16n acid nucleic va protein. Ageel va Elmeer
(2011) cho rang, loai Phoenix dactylifera L. nudi cdy trong mdi truong bé sung nito
hitu co, dic biét 1a glutamine ¢ ndng do cao, da cai thién sy hinh thanh va ting truéng
moé seo cling nhu cam ung phéat sinh phdi soma [98]. Theo El-Shiaty va cong su
(2004), glutamine ¢ nong do 900 mg/L 1 téi wu cho sy hinh thanh phéi soma & cay
co [99]. Tuy nhién, ddi véi dau Thé Nhi Ky, thi ndng do glutamine chi giam xudng
con 40 mg/L [100]. Déi vai cay coc rao, nong do glutamine 150 mg/L gitp gia ting
sur phat sinh phoi soma tir md seo [94]. El-Dawayati va cong su (2018) cho rang viéc
bd sung 300 mg/L glutamine gitp ting cudng dang ké su hinh thanh phdi soma cay
cha la Sewi (Phoenix dactylifera) [101]. Tuwong tu, md seo cua lla Navara (Oryza
sativa ssp.) thu duoc trong méi truong ¢ bd sung glutamine cao nhat 1a 40%, & nong
do 500 mg/L [102].

Polyamine

Polyamine hién dién trong tat ca cac té bao thuc vat. Putrescine (Put),
spermidine (Spd) va spermine (Spm) la céc loai polyamine phd bién nhét trong thuc
vat bac cao. Polyamine duoc tong hop tir cac amino acid thdng qua cac phan tng

decarboxyl hoéa. Cac amino acid co ban nhu arginine va ornithine 1a nguyén li¢u de
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t6ng hop cua bo khung carbon gitp hinh thanh putrescine, dudi su xUc tac caa enzyme
ODC (ornithine decarboxylase) va ADC (arginine decarboxylase). Nguoc lai,
methionine két hop v6i nhém polyamine dé tong hop spermidine va tir spermidine
tao thanh spermine. Hoat dong caa ADC va ODC tily thudc vao sinh 1y va diéu kién
sinh truedng va phat trién cua thuc vat. ADC c6 vai tro nhu 12 enzyme gitp cho su kéo
dan té bao, tham gia vao qua trinh trao d6i chét thir cip va dap tng véi nhirng diéu
kién khong thuan lgi ciia moi truong, trong khi d6 ODC gitp cho qua trinh phan chia
té bao. Polyamine cd thé tdn tai & dang tu do hay lién két véi coumaroyl, ferulic, acid
hydrocinnamic...[103]

Bén canh d6, polyamine dugc xem la mot nhdm chét diéu hoa sinh truang méi
lién quan dén sy gia ting sinh khéi va qua trinh biét hoa té bao, bao gom ca qua trinh
phét sinh phdi soma. B4 sung polyamine ngoai sinh & cac nong do khac nhau cé hiéu
qua tich cuc trong viéc cai thién sy phat sinh hinh thai vi polyamine ngoai sinh khéng
nhitng kich thich sy phan chia té bao ma con gia ting kha ning tai sinh cua té bao
thuc vat [104].

Paschalidis va Angelakis (2005) chi ra mbi quan hé tich cuc gitra qua trinh
tong hop polyamine va thiic day qué trinh phan chia té bao trong la non cay thubc Ia.
Hon nita, polyamine thiic day su phan chia té bao mé phan sinh, su phan chia té bao
& vung nay ting 1én nhanh chéng trong sudt qué trinh hinh thanh phdi soma. Ham
lugng polyamine giam ¢ giai doan sau cua qua trinh phat sinh phoi soma. Nhu vay,
ham luong polyamine thay doi trong sudt giai doan phat sinh ph6i soma va ham luong
polyamine noi sinh ¢ giai doan sém cua qua trinh phat sinh ph6i soma cao hon so véi
nhitng té bao khong c6 kha niang phat sinh phdi soma va phdi soma & giai doan thanh
thuc [105].

Polyamine cling c6 vai tro tich cuc trong viéc kich thich su cam ng hinh thanh
phoi soma va di duoc chiing minh qua rat nhiéu nghién ciru trén cac doi twong khac
nhau (Bang 1.7). Cac nghién cutu chi ra, cé su lién quan chat ché gitta sy phat sinh
phdi soma va viéc gia taing ham lugng polyamine trong té bao ¢ nudi ciy phdi soma,
rc ché qué trinh sinh tong hop polyamine dan dén hién tugng wc ché sy phét sinh
phoi soma.

Kevers va cong su (2000) khi nghién ctu phét sinh phéi soma tir md seo ¢
ngudn goc tir mau cay ré P. ginseng két hop polyamine hay bo sung mot sé tién chat
nhu arginine va ornithine trong moéi truéng cam ung hay tang sinh phdi soma c6 tac
dung 1am gia ting s6 luong phoi soma tao thanh 1én gap 4 lan. Viéc e ché ca qué
trinh sinh t6ng hop hay phan giai polyamine dan dén viéc lam giam sb luong phoi
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soma tao thanh [106]. Qua do, cho thay vai trd cia polyamine trong qua trinh phét
sinh phdi soma.

Két qua tuong tu ciing duoc Monteiro va cong su (2002) cdng bé trong nghién
ctru su phat sinh phdi soma cua P. ginseng tir nguén mau 1a nhitng té bao c6 kha ning
phét sinh phdi soma nuéi ciy trong méi truedng léng 1/2 MS ¢é bd sung auxin tong
hop BSAA. Viéc b6 sung spermidine vao trong méi truong nudi cay cé hiéu qua trong
viéc gia ting sd lugng phdi soma phat sinh. Trong trudng hop nay, ham luwong
polyamine tong sé ctia phoi soma cao hon so véi ddi chirng khdng bo sung spermidine
[107].

Ty I&é mau phét sinh phdi soma dugc cai thién khi bd sung spermidine vao moi
truong nudi cay Saccharum spp. & nong do 15 mg/L [108]; O. sativa L. & nong do
150 mg/L [109]; sdm Ngoc Linh & néng d6 15 mg/L [95]; Cunninghamia lanceolate
& ndng d6 1,5 — 3,0 mg/L [87]. Hon nita, polyamine ciing giup duy tri su sinh truong
va phat trién caa Pinus sylvestris L., dic biét 1a trong diéu kién bat loi hoic stress
[110].

Bang 1.6. Vai trd ctia polyamine trong nudi cay in vitro

Muc
ich Doit th _ Loai, nd Piap 1ng ci .
dlC-A oi wqu ucC Polyamine oAz,u:mng ap u’?g cua Nguén
nghién vat do toi uu mau
cuu
: . 20 mg/L M& seo cO kha
i Cocos nucifera  Put va Spm g 5 e, . 4 [111]
Cam Spm nang sinh phoi
Tng tao i . Khong tac don
uAg ! Hancorina Spd va . ong ?C ? g
mO se¢o . - den sy tang sinh  [112]
speciosa Spm R
mo s¢0
Bacopa Put, Spdva 150 mg/L  Choi sinh truéng [113]
monnieri Spm Spd tot
S6 luwong va
Nhéan ) Put, Spd va 100 mg/L s N
Citrullus lanatus P J chieu dai choi [114]
nhanh Spm Spd o
A gla tang
chol Cam wng nhan
a
Withania Put, Spd, 200 mg/L ..
. P g nhanh choi 46,4 [115]
somnifera Spm Spd
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Tang hiéu qua
phat sinh phoi

Oryza sativa Spd 150 mg/L  soma ¢ 3 giong  [109]
ASD16, ADT43
va IR64
Tang hiéu qua
phat sinh phoi
anh
Cunninghamia 22 — 44 sorPa d? a\n
Spd huong dén ham  [87]
lanceolate mg/L
luong
phytohormone
noi sinh
96,3% ma 5
Put, Spdva 200mgiL o0 Ml €0
) Saccharum spp kha nang phat [108]
Phat Spm Spd . n
. sinh phéi soma
sinh
phoi ] _
soma SO0 luwong mau
Eleusine 218 mg/L  tao md seo cO
Spd ' ' 116
coracana P Spd kha nang sinh [116]
phdi cao nhat
Tang su hinh
Jatropha curcas Spd 0,3mg/L  thanh phdi soma  [94]
tir mb seo
Phat sinh phoi
P. ginsen Put, Spd va 150 mg/L soma C:'iO g 1; [106]
-9 g Spm Spd ‘ gap
lan
Ty 1é€ phéat sinh
i . phoi soma
P. vietnamensis  Spd 15 mg/L 93.3%: 353 [95]
phdi/mau
Put, Spdva 100mg/L  S6 | :
C. lanatus U spa va mg/ O.‘A u’\(’Tn% Vva [114]
x Spm Put chiéu dai re tang
Taore - - - N
Glycine max Put, Spd va 5,5 mg/L Hiéu qua hinh [117]
Spm Put thanh ré tot nhat

Nhu vay, acid amin va polyamine cd tac dung tich cuc dén cac qua trinh phat
sinh hinh thai ¢ thuc vat ndi chung va qué trinh phéat sinh phdi soma noi riéng. Trong
d6, mdi dbi tugng thuc vat lai dap tng voi loai va nong do acid amin va polyamine
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khac nhau can thiét thac ddy qua trinh phat sinh phdi soma. Do d6, viéc nghién cau
tim ra loai va néng d6 polyamine dé gia ting hiéu qua cua qué trinh phat sinh phoi
soma cho tirng déi trong thuc vat cu thé 1 can thiét.

1.2.4.5. Nuoc dura

Vai tro ctia nudc dira trong viée kich thich phat sinh phéi soma da duoc khang
dinh ¢ cac b4o cao trén nhiéu thuc vat khac nhau. Nhitng chét c6 hiéu qua ting cudng
kha ning phat sinh phoi soma va sinh trudng cua mau trong nudce dira bao gdm PGRs
(auxin, cytokinin, gibberellin, acid abscisic, khoang chat (magnesium, phosphate),
vitamin, duong chiém khoang 2,5% (w/v), lipid, amino acid, acid hitu co va enzyme
[118]. Nitrogen trong nudc dira dugc st dung dé tong hop amino acid va
phytohormone can thiét cho sy sinh trudng cua thuc vat. Thém vao do, nudce dira con
c6 vai trd thay thé nhitng hop chat hitu co can thiét cho sy sinh trudng ciia miu ciy
nhung lai ¢6 gia thanh cao nhu 14 zeatin [119]. Céc tac gia cho rang két hop giita nude
dira va BAP hoan toan c6 thé thay thé zeatin va mot s6 hop chat hitu co trong qua

trinh nuoi1 cay phoi soma oliu “Galega vulgar”.

Déi véi P. vietnamensis, nuéc dira dugc st dung nham gia ting hiéu qua phéat
sinh phdi soma tht cap tir |4 mam. Cac 14 mam cam tng tao mé seo va phat sinh phoi
soma dudi tAc dung cua nude dira (10%) két hop véi IBA (0,2 mg/L). Két qua nghién
ctru cho thay, sau khoang 15 ngay nudi cay, 14 mam gia ting kich thuéc, sau do, hinh
thanh nhiéu cum mé nho va nhiéu phoi soma don trén bé mit mau. Bén canh do, &
g4c 14 mam con tao mé seo c6 kha niang sinh phoi. Nhu vy, cac auxin tu nhién trong
nuéc dira két hop véi IBA ngoai sinh tac dong dén sy tao mo seo va phét sinh phoi
soma [39].

Khierallah va cong su (2013) khi nghién ctiu vai trd cia nudc dira dén kha ning
phét sinh phdi soma cay cha Ia (Phoenix dactylifera) cho ring, nuéc dira c6 tac dong
tich cuc dén kha niang phét sinh phoi soma ctia mau cay véi ham lugng nudc dira tot
nhat & 20% (v/v), s lugng phoi soma dat duoc 1a 65 phdi/mau. Bén canh do, sy nay
mam cua phdi soma tao thanh cay con hoan chinh ciing dugc cai thién khi bo sung
nudc dira vao méi trudong nudi cay, ty 1é nay mam 1a 76% khi bo sung 10% (v/v) nuéc
dira so V&i 45% trong mdi trudng d6i ching [120]. Tac dung tich cuc cia nude dira
1a do auxin va cytokinin ¢ trong nuéc dira kich thich sy phan chia té bao, sinh truéng
cling nhu phét sinh hinh thai ctia mau.

Souza va cong su (2013) nghién ciru anh hudng cia nudc dira dén nudi cay phoi
hop tir cua 19 giéng oliu khéc nhau cho rang nudc dira c6 tac dong tich cuc dén su
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sinh tredng cua phdi, tuy nhién véi mdi gidng lai dap tng voi mot ham luong nudc
dira bd sung khac nhau, ham lugng thich hop nhit cho giéng “Santa Catalina” 13
2,5%, trong khi vai giéng “Cerignola” 1a 10% [121].

Bertero va cong su (2020) khi nghién ciru sy phat sinh phdi soma truc tiép ciing
nhu ti sinh cdy con tir ngudén mau cdy 14 cia Minthostachys verticillate bao cao nuéc
dira & ndng d6 2,5% da cai thién dang ké sb luong phoi soma trén mdi mau, 100%
mau 14 phat sinh phoi soma, trong khi & ndng d6 nudc dira cao hon (5%) chi ¢6 43,1%

mau phat sinh phoi soma [122].

Nhu vy, nudc dira ¢ vai tro tich cuc trong qua trinh phat sinh va phat trién cta
phdi soma nudi cay in vitro. Tuy nhién, tiy theo timg d6i twong thuc vat ma c6 nhu
cau khac nhau vé ham luong str dung. Hon nira, sir dung nuée dira trong nudi cay
phoi soma c6 thé lam giam chi phi ctia qua trinh san xuét do gia thanh cta chung ré
va ching c6 thé thay thé mot s6 hop chat hitu co c6 gia thanh cao can thiét cho sy

ting trudng cua mau.
1.2.4.6. buong

Puong duoc biét d¢én 1a ngudn cacbon chu yéu duogc sir dung phd bién trong
moi trudng nudi cay mod véi vai trd cung cip ning luong cho hoat dong séng cua té
bao. Vi vay, viéc sir dung duong dé cung cap niang luong va tham gia vao cu tric
cua té bao va thanh té bao 1a diéu rat can thiét. Bdi véi cac ddi twong thuc vat, ciing
nhu ting loai mau cay khéac nhau thi loai duong va ham luong str dung co tac dong
khong gidng nhau dén kha ning phat sinh hinh thai va tich lily cac chat tha cip (Bang
1.8). Ngoai ra, dudng van duoc sir dung ngay ca trong trudng hop nudi ciy cac mau
& dang chdi c6 kha ning tu quang hop. Cac dang dudng don fructose va glucose tao
ra qua qua trinh thuy phan sucrose khi hip & nhiét do cao gitp mau cay dé dang hap
thu.

Puong trong moi trudng nudi cay khong nhiing cé tac dung kich thich su sinh
trudng ctia MAu cay ma con ¢ vai trd quan trong trong su gia ting tong hop cac hop
chat thir cdp, nguyén nhan la do sy gia ting ham lugng dudng cd thé dan dén thay doi
&p suat tham thau tir &6 cam ang tong hop nén cac hoat chat thir cap. Park va cong sy
(2006) béo cao rang khi bo sung dudng vao méi truong nudi ciy té bao Eschscholtzia
californica ham lugng alkaloid duoc tong hop gia ting dang ké [125].

Zhang va Zhong (1997) bao céo rang, ham lugng duong phi hop nhét trong
nudi cdy huyén phu té bao P. notoginseng tir 30 dén 50 g/L. Pdng thoi, viéc giit on
dinh hoic b6 sung thém ham lugng dudng sucrose hay céac loai duong khac vao trong
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moi trudng nudi cdy gilp su sinh trudng va tich liy cac chét thir cip cao hon so voi
viéc bd sung ham lwong duong qué cao & thoi diém nudi cdy ban dau [126]. Tuong
tu, trong cdng bd cua Ali va cong su (2016), cac ngudn carbohydrate (sucrose,
maltose, fructose va glucose), ndng do sucrose (10, 30, 50, 70 va 90 g/L) va thoi diém
bd sung (ngay thir 12, 18 va 24) trong qua trinh nudi ciy anh huéng dén su tich liy
sinh khéi va cac chat chuyén hoa thir cap chdng oxy héa cua huyén phu té bao
Artemisia absinthium. Két qua tét nhat thu duoc & nghiém thic 50 dén 70 g/L sucrose
cung cap ¢ thoi diém ban dau. Sau khi bo sung thém 3% duong sucrose cho cac mau
nudi vao ngay 24 cho thay sinh khdi, tong ham lwong phenolic va flavonoid cao hon
S0 VGi c4c mau nudi cay ddi ching. Bong thoi, hoat tinh enzyme chéng oxy héa cao
nhat & cAc mau trong méi trudng cung cap maltose [127]. Ngoai ra, Faisal va cong su
(2021) trong nudi cay phdi soma Brassica juncea L. b4o c&o, trong s6 cac ngudn
carbon cung cap duoc thir nghiém thi fructose, glucose va sucrose déu co tac dong
dén su phat sinh phoi soma. Trong d6 dudng sucrose & ham luong 30g/1 cho hiéu qua
phét sinh phdi soma la cao nhat [128]. Déi véi P. vietnamensis, khi b6 sung 50 g/L
duong sucrose thi kich thich hinh thanh phéi soma hiéu qua hon so véi glucose va
fructose, vai ty 18 phat sinh phdi soma va sé phéi cao nhat (twong (ng 86,7% va 167
phdi) [95].

Bang 1.7. Anh huong cua ham luong dudng sucrose Ién su phat sinh hinh thai cua
mau

Phat Ham lwong
sinh Panax sp. MAaucay  sucrose PGRs Nguon
hinh théi (%)
1,7 mg/L
P. ginsen La 3 NAA + 63
Phat sinh d d [63]
A 2mg/L 2,4-D
phoi
2,5mg/L 2,4-
soma : A X
P. pseudoginseng ~ Thanre 3 D+25mg/L  [68]
BAP
Bao phan 9 1mg/L2,4-D [123]
Tao mb6 i 2 mg/L 2,4-D
P. ginseng ~
se0 Re 3 + 0,5 mg/L [124]
Kinetin
L& 3 4 mg/L BAP [34]

Tao choi  P. ginseng

Bao phan 9 10 mg/L GAs  [123]




32

Ham luong carbon duoc cung cép tac dong dén ca hai giai doan phét sinh va
treong thanh phéi soma, thé hién qua viéc thay doi ty & phdi hinh cau, hinh tim, thay
16i, c6 14 mam. Trén dbi twong P. ginseng, viéc giam ham luong duong va nitrate anh
huong tich cuc dén sy tredng thanh caa phoi soma ciing nhu tao cay con hoan chinh.
Ham luong duong 30 g/L mic du kich thich sy ting sinh nhung lai e ché sy truong
thanh caa phoi soma va khi giam ham lugng dudng xudng 20 g/L thi su truéng thanh
phéi soma duoc cai thién, phdi chuyén tir giai doan hinh cau sang nhiing giai doan
tiép theo [12].

Nhu vay, ngudn carbon cung cp cé vai trd rat Ion trong sy phat sinh phdi
soma va mdi déi tuong thuc vat cin ngudn cung cip carbon ciing nhu ham luwong
khac nhau. Do vay, viéc nghién ciru ngudn cung cap carbon va ham luong sir dung
cho mdi déi twong thuc vat 1a diéu can thiét nham gia tang hiéu suat cua qua trinh
nudi cay.
1.2.4.7. Stress va sy phat sinh phoi soma

Quaé trinh phat sinh phdi soma bao gdém su phan chia té bao, su biét hoa va
nhitng thay d6i sinh ly bén trong té bao. Cac yéu t6 bén ngoai anh huéng 16n dén qua
trinh phéat sinh phdi soma, chang han nhu ton thuwong mau (stress vét thuong), khir
tring bé mit (stress oxy hoa) va moi trudng nudi cay (thiéu nudc/stress tham thau).
Hon nira, tin hiéu stress rat quan trong trong qué trinh biét hoa té bao do stress gay ra
sur san sinh céc loai oxy phan tng (ROS). Ngudi ta da chieng minh rang c6 méi quan
hé giita viéc ting cuong san xuat ROS va cai thién kha ning phat sinh phoi soma ¢
nhiéu d6i twrong thuc vat. Tuy nhién, mac d6 ROS vira phai c6 thé cam @ng cac té
bao soma thay d6i hinh théi va biét hoa. Nguoc lai, ham lugng ROS qua muc sé pha
v tinh tham ciia mang va ciing nhu cac dai phan tir sinh hoc nhu lipid, protein va
acid nucleic, dan dén mat tinh toan niang ctia té bao va tham chi 1am chét té bao [129].
Dé han ché anh huong caa ROS, thuc vat c6 co ché kiém soat ham lugng ROS bang
cach sinh tong hop cac enzyme chong oxy hda catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD) va ascorbate peroxidase (APX). Nhitng enzyme nay déng mot vai tro thiét yéu
trong qua trinh phat sinh phdi soma, mot phan do kha niang loai bo ROS duoc tao ra
boi cac diéu Kién stress bén ngoai tic dong dén thuc vat [130].

Polyamine (PA) 1a mot hop chat hitu co, ¢6 trong lugng phan tir thip, dong vai
trd quan trong trong viéc diéu chinh qua trinh trao d6i chat co ban cua thuc vat. Ching
diéu chinh cac chirc ning cia té bao, bao gom tin hiéu phan tir, phan chia va biét hoa
té bao, tinh toan ning, qua trinh sinh truang va phat trién, bao vé khoi ton hai do oxy
hoa va phan (ng voi stress moi trudong [131]. Nhiéu nghién ciru da chietng minh rang
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PA c6 thé tham gia vao cac twong tac hiép ddong hodc d6i khang vai cac loai hormone
thue vat khac nhau, cho thiy c¢6 méi lién hé gitra hormone va PA [132]. Ngoai ra,
polyamine bao vé té bao khoi su phé haty caa cac nhém oxy phan tng va cac goc tu
do bang cach duy tri d6 trwong va thadm thau cua té bao, loai bo cac loai oxy hoat hoa,
bao vé DNA va mang té bao khoi bi hu hai, dong thoi giam tong hop H202 va
superoxide trong diéu kién stress [133]. Do dé, polyamine dugc thém vao méi trudng
nudi ciy s& thuc ddy qua trinh phat sinh phdi soma bang cach diéu chinh ham luong
oxy hoat héa va hormone noi sinh. Nhiéu nghién ctzu cho rang viéc bo sung loai va
ndng d6 acid amin va polyamine pht hop ¢6 tac dung gia ting hiéu qua phét sinh phoi
soma.

1.3. K¥ thuét nudi cay Iép méng té bao (Thin cell layer — TCL)
1.3.1. Gidi thigu nuéi cdy lép méng té bao

Mau cay c0 vai tro quan trong ddi véi hiéu qua cua qué trinh nudi cay mo, té
bao va co quan thuc vat. Trong d6, kiéu gen, ngudn goc mau, tudi sinh 1y, kich thudc
cling nhu hinh dang ciia mau anh huéng dén su phat sinh hinh thai [134]. Y tuéng vé
nudi cdy TCL duoc Tran Thanh Van dé xuat vao nam 1973 trong nghién cuu
Nicotiana tabacum [135]. T4c gia da cho rang, su téi sinh va téi 1ap trinh ciia co quan
hoac phéi soma in vitro c6 thé thuc hién dugc néu tach dugc mot sé 1p té bao da biét
hoa khoi co quan hodc mé ban dau. Nudi cay TCL 1a mot ki thuat c6 nhiéu vu diém
nham muc tiéu phat sinh cac dang mo, co quan khac nhau.

1.3.2. Pdc diém ciia nuéi cdy lép méng té bao

Cac miu TCL co dic diém rat mong [136], duoc cat tir cac ngudn mau ciy
nhu: than, 14, gn 14 chinh, than r&, cudng 14, 14 mam, protocorm [137-143]. C4c mau
TCL bao gdm mét vai 16p té bao nén ham lugng hormone noi sinh cia miu thap, kha
nang hap thu dudng chat tot hon [144]. Ngoai ra, dién tich vét thuong & mau cdy TCL
I6n hon nhiéu so véi cac mau cdy thong thuong nén dap ung tot hon véi diéu kién
stress. Do d9, chiing phan (tng nhanh véi moi truong dinh dudng, phat sinh phdi soma

va co quan tot hon.

Mic du hé sé nhan gidng thuc té cia mau TCL thap hon so voi mau ciy théng
thuong, tuy nhién, khi xét vé hé sb diéu chinh ting truéng (GCF) (duoc tinh dua trén
“Ty 1é mau phét sinh phdi soma”, “Sé lugng phdi soma hinh thanh/mau” va “Hé s6
mau”) cho thay hiéu qua nhan giéng cia mau TCL cao hon so v6i miu théng thuong
va da duoc bao céo & nhiéu thyc vat (dia lan lai, hoa cuc va téo...) [145-147].
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Nhitng cay con ¢ ngudn gdc tir mau TCL c6 dic diém di truyén thuong 6n
dinh [142]. K thuat TCL gay it ton thuong cho cAy me, ngudn mau doi dao va cd hé
s6 nhan cao, dic biét 1a khi danh gia sé luong co quan tai sinh trén mdi mau ciy
[138]. Qua d6, hiéu qua vi nhan giéng duoc cai thién. Dic biét, k§ thuat TCL thuong
duogc str dung phd bién trong nudi cay mét sb thuc vat quy hiém, han ché vé sé luong
maul.

Bén canh d6, k¥ thuat nay tao diéu kién thuan loi cho viéc xac dinh cac gen
biét hoa trong té bao dich[148]. Cac mau TCL duogc sir dung trong nghién ciru quan
sat cdu tric va phat sinh hinh thai cling nhu ngudn goc cua co quan phat sinh thuan
loi hon so véi cdc mau thong thuong. Do do, ki thuat TCL 1a mot trong nhitng k¥
thuat vi nhan giéng hta hen tao ra nguén cay giéng dam bao vé mit sé lwong va chit
lugng.
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Hinh 1.2. Mau ciy tTCL hoic ITCL tir mau d6t than [147]. (1, 2 va 3) Mau duoc cat
I6p mong theo chiéu ngang tTCL; (5, 6 va 8) Mau dugc cat 16p mong theo chiéu doc
ITCL; (4, 7, 9) Su hinh thanh chéi trén bé mat mau.
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Dua vao phuong thirc cit mau ma chia thanh hai hai loai mau TCL bao gém
l6p mong duoc cat theo chiéu ngang (tTCL - transverse TCL) va 16p mong duoc ciat
theo chiéu doc (ITCL - longitudinal TCL) (Hinh 1.2 va 1.3). Méu cay ITCL bao gdm
mét loai m, chang han nhu 16p té bao biéu bi. Mau ITCL thudng ding trong nghién
ctru cac co ché nhu biét hoa té bao va sy hinh thanh co quan tir 16p té bao di duoc
xéc dinh 13 rang. Trong khi d6, mau tTCL chtra mot sb lugng té bao cua cac loai md
khac nhau (biéu bi, vé, té bao bao quanh b6 mach va té bao nhu mé). Mau tTCL duoc
sir dung dé cai thién hiéu qua tai sinh co quan hozc sy phat sinh phdi soma.

Mau l4 /

(2) (5)

................................................

£ \ (3) (6) '

@)

Hinh 1.3. Mau 14 tTCL [147]. (1) Mau l4 ban dau; (2, 3, 5 va 6) Mau 14 duoc cat 16p
mong theo chiéu ngang; (4 va 7) Chdi tao thanh tir cac té bao biéu bi va té bao nhu
mo.
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1.3.3. Nhitng nghién civu vé nuéi cdy I6p mong té bao

K3 thuat TCL duoc thuc hién va cong bd dau tién trén cdy mé hinh N. tabacum
[135]. Sau d6, k¥ thuat nay tiép tuc duoc thuc hién va tng dung trong vi nhan gidng
hon 100 déi twong thuc vat trong thoi gian 50 nam. Bong thoi, k§ thuat nay ciing
ding trong nghién ctu vé qua trinh phét sinh phdi soma trén nhiéu thuc vat, ching
han nhu: cay 1am nghiép, cay hoa, cay duoc liéu, cay an trai (Bang 1.6).

Do kich thuéc ciia mau cay rat nho (46 day 100 pm dén 1-2 mm) nén sy tuong
tac giita C4c té bao va moi trudng nudi cdy tét hon. Do d6, hiéu qua trong qué trinh
phét sinh phdi soma cao hon so véi mau cdy thong thuong. Hon nita, ki thuat nay
con gitp gia ting hiéu suat phat sinh ph6i soma va giam thoi gian ting sinh ctia mau
cdy, day 1a chia khoa cho su biét hoa cua té bao va md thuc vat.

Bang 1.8. Sy phat sinh phdi soma ¢ mot sé thuc vat s dung ki thuat nudi cay 16p

mong té bao
. X - Kich thwéc \
Thuc vat Loai mau cay Kiéu TCL " Nguon
mau
Actinidia A 1A s
) ) Gan la chinh tTCL, ITCL 0,5-1,0 mm [138]
chinensis
Bactris gasipaes  Choi tTCL 0,3 mm [149]
Brasilidium
. Protocorm tTCL, ITCL 1,0 mm [150]
forbesii
Citrus spp. Nhuy va voi nhuy  tTCL 0,4—-0,5mm [151]
Guadua ..
i Choi tTCL 0,5-1,0 mm [152]
chacoensis
Jatropha curcas  Cuong la tTCL 0,8-1,0 mm [153]
La tTCL 1x10 mm
Panax o [40, 58,
i i Cuong la ITCL 1x5mm
vietnamensis o 139]
than re tTCL 1 mm
Phalaenopsis Mam nga phat hoa tTCL
- , 0,5mm [154]
amabilis La ITCL
_ Choi ngon tTCL 05-10mm  [155]
Pinus patula

Phoi non tTCL, ITCL 0,3-0,5mm [143]




37

1.4. Nano bac trong khir triing va kich thich sinh trweéng miu cay
1.4.1. Hiéu qud ciia nano bac trong khir triing méu thiee vit

Trong nudi cay mé thuc vat, sy xam nhidm vi sinh vat c¢d thé do nhiéu loai con
tring nho khéc nhau, vi sinh vét (nam soi, nAm men, vi khuan), virus va viroid. Nhiém
vi sinh vat trudc hodc sau giai doan cam ung cua mau ciy déu anh huéng nghiém
trong cho toan bo qua trinh nudi cay.

Khtr tring bang nhiét do cao thudng duoc sir dung thudng xuyén & cac phong
thi nghiém dé tiét trang moi truong va cac dung cu nudi cay. Tuy nhién, cac vat lidu
thue vat khong thé khir tring bang nhiét vi ching dé bi ton thuong. Do do, dé c6
ngudn mau sach, cung cap cho qua trinh nudi ciy can phai tim ra mot phuong phap
khtr trung thich hop.

Mot budc khoi dau quan trong cia nudi cdy in vitro 12 khir tring bé mit caa
mau cay. Cac mau thudng duoc thu thap trong ty nhién hoic tir cac vudn wom, ban
than ching c6 thé bi nhidm céc vi sinh vat khac nhau. Dong thoi, cac vi sinh vat phat
trién manh hon so véi mau cay thuc vat trong méi truong nudi cay. Do do, sau khi
thu thap, mau thuc vat duoc khir tring bé mat bang mot sé hoa chat khac nhau nhu
ethanol, nuéc brom (BW), hydrogen peroxide (H202), thuy ngén clorua (HgCl.), natri
hypocloride (NaOCI), canxi hypocloride (Ca(OCl)), thudc diét nim, khang sinh...
[156].

Tuy nhién, nhitng chat khir tring truyén théng thuong cd tinh chat tay ria cao,
tac dong dén thanh té bao cua vi sinh vat theo co ché dn mon vach. Do d6, s& anh
huong tiéu cuce dén sy sdng sot ciing nhu tai sinh ctia mau cdy hoac tham chi dan dén
hoai tir cd&c mau thuc vat nén c6 hiéu qua khi tring thip [157]. Bén canh dé, hau hét
c4c chat khtr tring théng dung hién nay déu co tac dong tiéu cuc doi vai suc khoe
con nguoi [158].

Vi vay, cac nha khoa hoc ludn tim kiém cac phuong phap va chat kht tring
méi. Trong sé dé, cac ion bac nhu nitrate bac (AgNO3), thiosulphate bac (Ag(S203)2)
dugc nghién ctru va ap dung rong réi trong qua trinh khir tring va nudi cdy mau thuc
vat. Chlng c6 nhimg vu diém an toan cho stc khoe ngudi sir dung va dong thoi co
hiéu qua cao trong viéc khang nim, khang khuan. Mit khac, cac ion bac con c6 vai
tro tich cuc trong su phat trién caa mau nudi cay in vitro nhu mé seo, chdi, phdi soma,
ré.... Tuy nhién, ciing can luu y rang cac ion bac thuong di kém vai cac anion ton tai
& dang mudi. Do d6, kha nang chuyén hoa, hap thu ion bac, hiéu qua khir tring, phat
sinh hinh thai va sinh truéng cua mau bi anh hudéng [159].
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Dé khic phuc nhitng van dé cua cac ion bac dang muébi, thoi gian gan day,
AgNPs duoc st dung thay cho cac chat khir tring truyén thong. AgNPs khdng nhiing
lam giam sy gay nhiém ma con kich thich mau ciy phat sinh hinh thai. AgNPs bao
gom céc ion co kich thuée nho (1 - 20 nm), dién tich tiép xdc bé mit 16n. Do do,
ching d& dang tiép can va bam 18n bé mit té bao, tir d6 gia ting hiéu qua khu tring
ciing nhu tac dong sinh truong. Viéc sa dung AgNPs di loai bé duoc sy gy nhiém
vi sinh vat cia mau ciy. Bong thoi, cac hat nano ciing thé hién nhirng tac dong tich
cuc dén su cam ¢ng hinh thanh md seo, phdi soma, huyén ph té bao va co quan v.v.
C4c hat nano ¢ nong do6 ti wu c6 tac dung lam giam hoic loai bo nguon nhiém ma
khong gay hai dén strc séng cia mau [160].

Kha ning diét khuan caa AgNPs 12 két qua cta qué trinh bién di va giai
phong lién tuc cac nguyén tir kim loai bac trén bé mat hat AgNPs thanh céc ion bac
tu do va cac ion tu do ndy sau d6 tac dung va tiéu diét vi khuan. Cac dic tinh khang
khuan caa bac 12 ngin can qua trinh sao chép DNA cua té bao vi khuan. Dac tinh nay
dwa trén su twong tac tinh dién giira ion bac mang dién tich dwong va bé mit té bao
vi khuan mang dién tich am. Pdng thoi, ching vé hiéu hda nhém thiol trong enzyme
van chuyén oxy hoac trén su twong tac ctia ion bac voi DNA dan dén sy dime hoa
pyridin. Ngoai ra, bac con c6 tac dong truc tiép 18n mang bao vé cua té bao vi khuan
thong qua viéc tuong tac voi cac nhdm peptidoglican 1am e ché kha ning van chuyén
oxy tir bén ngoai vao bén trong té bao vi khuan, két qua 1am tc ché hoat dong hd hap
cua vi khuan. Nguoc lai, AGNPs hau nhu khong tac dong dén stc khoe nguoi sir dung
ngay ca khi tiép xuc véi cac ion bac. C6 thé 1a do té bao ¢ dong vat co hai 16p
lipoprotein giau lién két doi bén virng c6 kha nang cho dién tir [161]. Nhu vay, AgNPs
c6 kha nang diét khuan theo nhitng phuong phap nhu phé hiy chirc nang ho hap, phéa
hity chire ning ctia thanh té bao vi khuan. Bong thoi, AgNPs Ién két voi DNA cua té
bao vi sinh vat va ac ché chirc ning sao chép cua vi sinh vat, kim hdm khdng cho
ching phat trién trién manh.

Hiéu qua khir tring chiu anh huéng boi nhiéu yéu tb, nhu: kich thudc, tudi,
loai mau, cac diéu kién trong trot, trang théi sinh Iy cua cay me, thoi gian va nhiét do
tiép xuc, loai chat khir tring va nong do sir dung. V&i cac md mém, chat khir tring o
ndng d6 cao co thé loai bo cac vi sinh vat gay nhiém nhung dong thoi ciing gay chét
mau. Nhiéu nghién ciu cho rang, viéc xur Iy mau véi cac chat khir tring ¢ nong do
cao va thoi gian xu Iy dai s& cho ty 1é6 mau nhiém thap. Tuy nhién, chiing c6 thé tao
ra nhiing anh huong bat loi ddi voi kha nang séng sot va tai sinh cia mau xu ly [162].
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Do d6, hiéu qua khir tring mau phu thudc chat st dung, nong d6 va thoi gian khu
trang.

Anh huong tich cuc hoic tiéu cuc cua viéc sir dung AgNPs trong qué trinh kh
trung ddi vai sy tai sinh va sinh trudng ciia mau cay phu thude dic biét vao nhiéu yéu
t6 nhu thanh phan, ham lwong, kich thuéc, tinh chat héa hoc va vat ly caa hat nano,
cling nhu dic diém cu thé cua ting loai thuc vat. Vi vay, cac nghién ctru da duoc tién
hanh dé danh gia hiéu qua khtr tring va anh huéng caa AgNPs dén sinh truéng cua
cay in vitro va ex vitro.

Tung va cong sy (2021) da chi ra, AgNPs anh huéng dang ké dén kha ning
khtr tring mau 14 dau tdy. Mau duoc xtr 1y trong 20 phut véi 500 mg/L AgNPs cho ty
1¢ mau nhiém chi con 22,22%. Khi giam ndong d6 AgNPs xudng 200 mg/L, thoi gian
tuong tu, thi ty 1¢ mau tao chdi, sé chdi/mau va sb chdi cao trén 1,5 cm dat gia tri cao
nhat (1an luot 64,44 %, 21 chdi va 6,66 chdi). Nhu vay, khi xir Iy ¢ ndng do 200 mg/L
AgNPs, v6i thoi gian 20 phut, khong nhitng hiéu qua khir tring cao ma con cai thién
su tai sinh, sinh truong va phat trién ctia mau [163]. Cac tac gia ciing di chi ra, duéi
tac dong cua nhitng thay ddi vé loai, nong do va thoi gian xur Iy khi khir tring mau
béng cac ion kim loai c6 thé hinh thanh nhirng tin hi€u ion kim loai khac nhau, anh
huong dén mirc do tai sinh, ting trudng ciia mé, té bao thyuc vat. Két qua ciing tuong
tu, khi nghién ctru trén d6i twong Capsicum frutescens Mill., nguy@n nhan la cac mo
phan (ing manh din dén lam ting kich thudc chiéu dai cua chdi va ciing nhu s luong
chdi tbi da khi co tac dong cua AgNPs [164]. P& Manh Cuong va cong sy (2020),
khi thuc hién kht tring cac mau 14 sam Ngoc Linh ex vitro chi ra rang, 500 mg/L
AgNPs véi thoi gian xir ly 15 phut cho ty 1& nhiém chi con 20,00% so véi 1000 mg/L
HgCl. va 60000 mg/L Ca(OCl)z). Trong khi d6, nghiém thiac 200 mg/L AgNPs, 20
phut cho ty 1é mau cam ng md seo va khéi luong twoi tét nhat (72,22% va 0,77 g)
[165].

Nhin chung, tly theo ting ddi twong, loai mau sir dung ma hiéu qua vé kha
nang khir tring ciia AgNPs thay doi theo. Do d6, viéc nghién ctru va tim dugc nong
o, thoi gian hiéu qua cua viéc khtr tring bang AgNPs cho timg dbi twong thuc vat 12
can thiét.

1.4.2. Hiéu qua cua nano bac trong sy sinh truong va phat trién thuc vt

Gan day, c¢6 nhiéu nghién ciru da chi ra duoc vai tro caa AgNPs trong nudi cay
mo, té bao thyc vat in vitro. Bén canh vai trd khir tring, AgNPs con duoc biét dén
Vi vai tro gia ting kich thudc mo, té bao thuc vat, dong thoi ciing cai thién qua trinh
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tich lily cac hoat chat thir cAp [166]. AgNPs khi duoc hap thu vao trong té bao, s&
kich thich téng hop ROS, tir d6 cam ung dén cic con dudng truyén tin hiéu cho té
bao, gilip cai thién su sinh trudng va phat trién caa thuc vat [167]. Hiéu qua kich thich
tang trudng mo, té bao thuc vat cia AgNPs di duoc chirng minh ¢ nhiéu déi tuong
thuc vat nhu P. vietnamesis [10]; Stevia rebaudiana Bert. [168]; Gaillardia pulchella
Foug cv. ‘Torch Yellow’ [169].

M6t s6 nghién ciru chi ra rang cac hat nano tac dong dén sy cam tng mé seo,
tao ré va choi. Khi b6 sung AgNPs vao trong mdi truong MS nudi cay dét than
Tecomella undulata, cho thay cé sy gia ting dang ké ty 18 mau cam ¢ng phat sinh md
seo, chdi, s6 luong chdi, ty 1 chdi va chiéu dai chdi [170]. Két qua tuong tu ciing
dugc cong b lién quan dén dau tdy. P& Manh Cudng va cong sy (2018) bd sung
AgNPs truc tiép vao moi truong nudi cy mau 14 ex vitro 1am ting kha nang cam ¢ng
mo seo va tai sinh choi. Két qua cho thay, AgNPs cé tac dong tich cuc trong tat ca
cac giai doan sinh trudng cia mau bao gom tao mo seo, tai sinh choi va phat trién
thanh cay con [171].

Ngoai ra, AgNPs ciing c0 vai trd kim hdm sy gia hda va tang ty 18 song st cua
mau théng qua viéc diéu hoa biéu hién cua gen TUACS - gen tdng hop ACC (tién chit
cudi trong con duong tong hop ethylene). Bong thoi, cac hat nano ciing tac dong dén
su cam (rng md seo, nhan nhanh chdi, phat sinh phdi soma va hinh thanh ré bang cach
thay d6i hoat dong cua cac enzyme chdng oxy hda, biéu hién cua gen va can tro qué
trinh tong hop ethylene. AgNPs ciing gitip han ché qua trinh sinh tong hop khi
ethylene bang cach wc ché enzyme I-aminocyclo-propane carboxylic acid (enzyme
ACC) hoat dong. Diéu nay gilp kiém soét hién tugng thay tinh thé trong nhan gidng
cam chudng, dong tién va hoa hong [172].

Mot s6 nghién ctru ciing dugc tién hanh dé danh gia kha ning gay doc ddi véi
thuc vat khi s dung céc nano kim loai, dic biét khi sir dung & ndng do cao. Cac hat
nano duoc co thé tao ra cac tac dong trai nguoc vé kha ning phat sinh co quan, sinh
truong choi, nay mam cua hat, song sot caia mau cay va sinh truéng cua cay con [173,
174].

Tr cac két qua cong bé trén cho thay, cac nghién ciru can duoc tién hanh nham
tim ra néng d6 nano phl hop cho ting ddi twong thuc vat, cai thién su sinh truong
ma khéng gay hai cho thyc vat cling nhu moi truong.
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Nhan xét chung:

Qua tim hiéu céc cdng trinh nghién ciu trén thé gidi cling nhu trong nuéc vé
c4c van dé lién quan c6 thé rat ra mot s nhan xét sau:

D3 c6 cac nghién ciru vé cam ¢ng phat sinh phéi soma ciing nhu nhan nhanh
phdi soma trong cac méi trudng, didu kién va phuong thic nudi ciy khac nhau; Khir
tring mau cdy 1a buéc can thiét khai dau qua trinh nudi cy mo, viéc xac dinh duoc
loai va ndng do chat khir tring 1a quan trong nham thu duoc ty 16 mau khong nhiém
nhung van con kha niang tai sinh. Ngoai ra, tiy timg d6i twong thuc vat, yéu cau céc
yéu té cam tng phat sinh hinh thai, dac biét 1a qua trinh hinh thanh phéi soma va diéu
chinh céc yéu té @6 nham kich thich sy phat sinh phdi soma 1a khac nhau. Do d6, can
c6 nhirng nghién ciru cy thé vé viéc tim ra ndng d6 chat khir triing tét nhat tao ngudn
mau ban dau trong diéu kién in vitro; Loai ciing nhu ndng d6 céc chat kich thich cam
ng phat sinh phdi soma; Phat sinh va nhan nhanh phdi soma tht cap véi muc tiéu
gia tang hé s6 nhan; Tai sinh cay hoan chinh c6 ngudn gdc tir phdi soma cho ting ddi
tuong thuc vat.

Ddi voi sam Lang Bian, day 1a mot ddi twong méi, chwa co nhitng nghién cau
vé sy phat sinh, tang sinh va phat trién phdi soma dugc thuc hién. Chinh vi 1y do do,
nghién ctiru qué trinh phat sinh phdi soma sém Lang Bian (Panax vietnamensis var.
langbianensis) nham hiéu rd va kiém soat mot cach hiéu qua qua trinh nudi cay phoi
soma, gop phan tao ra nguén gidng phuc vu cho cdng tac bao ton can dugc thuc hién.
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CHUONG 2. VAT LIEU, NOI DUNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu nghién ciu
2.1.1. Vit liéu thuc vit

Mau than ré& (duong kinh 1,5 cm) cia cdy sdm Lang Bian 10 nim tudi duoc
thu thap tir ving nii Langbiang (Lam Déng, Viét Nam) vai chiéu dai than ré khoang
9 cm, khéng sau bénh duogc stir dung 1am ngudn vt liéu ban dau cho nghién ctu.

Céac mau cay 14, cudng 14 caa cay sam Lang Bian in vitro 12 tuan tudi hién c6
tai Khoa Nong 1am, Truong Pai hoc Pa Lat duoc sir dung 1am ngudn mau cho céc
thi nghiém phat sinh phdi soma so cap.

Céc ph6i soma dang hinh thuy 16i dugc tach ra tir cum phéi soma duoc st dung
lam ngudn mau cho céc thi nghiém phét sinh phdi soma tht cap.

Cac phoi soma dang 1a mam dugc tach ra tir cac cum phéi soma dugc str dung
lam ngudn mau cho céc thi nghiém tao cay hoan chinh in vitro.

Phan than ré va ré bat dinh trong tng cua cay con c6 ngudn gdc tir phdi soma
thi cap va choi bat dinh in vitro duoc sir dung 1am ngudn mau phén tich ham lwong

saponin tich liiy.
2.1.2. Thiét bi, dung cu va héa chit
2.1.2.1. Thiét bj, dung cu

Céc thiét bi va dung cu duoc str dung trong nghién ciru bao gom: Can ky thuat
(1500 g, sai s6 0,01g, TE1502S Sartorius — Pirc), can phan tich (200 g, sai s6 0,0001 g,
CP 224S Sartorius — Btc), ndi hap khir trung (Hirayama HV- 100 — Nhat Ban), ta
cay vo triing, ta sdy (256 L, 300°C, UF260 Memmert — Bic, may do pH (Hanna-HI-
2550 — M), kinh hién vi truyén sudt (CX23, Olympus — Nhat Ban), kinh lap soi n6i
(SZ2X7, Olympus — Nhat Ban).

Céc dung cu duoc st dung: Binh nudi ciy 250 mL, binh tam gi4c 250 mL, dia
petri, dao cdy, kep cdy. Cac dung cu trudc khi sir dung duoc hap khir triing trong
autoclave & nhiét d6 121°C, &p suat 1atm trong thoi gian 30 phut.

2.1.2.2. Hoa chat

Céc chat khoang da luong, vi luong, vitamin va sucrose dugc mua tir hang
Duchefa Biochemie, Ha Lan; cac PGRs dung trong thi nghiém bao gém 2,4-D, NAA,
IBA, BA, Kinetin duoc cung cip tir hing Merck KGaA, Darmstadt, Duc.
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Spermidine dang dung dich (D6 tinh khiét > 95%, Sigma-Aldrich, Hoa Ky)
dugc diéu chinh dén ndng do6 mong mudn bing nudce cat vo tring va bo sung vao moi
treong nudi cdy da duoc hap tiét trang qua mang loc khir tring (0,45 pm, Sigma-
Aldrich, USA).

Proline, glutamin dang bot (D6 tinh khiét > 99%, Sigma-Aldrich, Hoa Ky)
dugc diéu chinh dén ndng d6 mong mudn bing nudce cat vo tring va bo sung vao moi
treong nudi cay trudc khi hap tiét trung.

Dung dich nano bac (AgNPs) c¢6 ndng do 500 mg/L dwoc cung cip bai Vién
Cong nghé Mbi truong, VAST [175].

2.2. N§i dung nghién ciru
2.2.1. Nji dung 1: Tao nguén méu in vitro

Nghién citu anh huong caa AgNPs trong khir tring bé mit mau than ré va sinh
truong tiép theo.

Nghién ctru anh huong cua cytokinin dén sy nhan nhanh chéi sam Lang Bian
in vitro.

2.2.2. Nji dung 2: Phdt sinh phéi soma so cip théng qua nuéi cdy TCL

Nghién ciru anh huéng cua auxin dén sy phat sinh phoi soma so cap in vitro
tir c4c mau cdy 16p mong L-tTCL va P-ITCL

Nghién ciu anh huéng cua proline, glutamine hozc spermidine dén sy phat
sinh phoi soma so c4p tir cAc mau cay I6p mong L-tTCL va P-ITCL

Nghién ciru sy bién dong ham lwong hormone ngi sinh trong qué trinh phat
sinh phoi soma so c4p tir cAc mau cay I6p mong L-tTCL va P-ITCL

2.2.3. Ngi dung 3: Phéat sinh phoi soma thir cdp

Nghién ctru anh huéng cua moi truong khoang dén su phat sinh phdi soma thir
cap

Nghién cau anh huéng ctua ham lugng dudng dén sy phat sinh phéi soma thir
cap

Nghién citu anh hudng ciia ham luong nudc dira dén sy phat sinh phdi soma
thir cap
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2.2.4. Nji dung 4: Tao cdy sam tiv phéi soma thir cdp va xdc dinh ham lwong
saponin tich liiy trong cay sam Lang Bian in vitro

Nghién ctru tao cay sam tir phoi soma thir cip va xac dinh ham lugng saponin
tich liiy trong cdy sam Lang Bian in vitro

Nghién ctru sy sinh trudng tiép theo ciia phdi soma sim Lang Bian trong moi

truong c6 AgNPs
2.3. Phwong phap nghién cau
2.3.1. Cdch tiép cgn

- K& thira ¢6 chon loc céc két qua nghién ctu trong nudc va ngodi nuwde vé cac
yéu té khir tring mau cay, dinh dudng ciing nhu diéu kién nudi cdy anh hudng dén
kha nang phat sinh hinh thai, sy hinh thanh va sinh truéng cua phéi soma in vitro,
nham xay dung cac thi nghiém vé yéu té khtr trung, dinh dudng va diéu kién nudi
cdy... anh huong dén sy cam tng va tang sinh phdi soma.

- Cap nhat cac thong tin trong va ngoai nudc vé phuong phap cam tng va nudi
cay phdi soma ctia mot sé cdy duoc lidu voi muc dich dua ra cac giai phap ki thuat
dé giai quyét cac van dé duoc dit ra trong thuc tién.

2.3.2. Phwong phdp bo tri thi nghi¢m
2.3.2.1. Ngi dung 1: Tao nguén mdu in vitro

Thi nghigm 1: Nghién ctru anh huong caa AgNPs trong khir tring bé mit miu than

ré& va sinh trudng tiép theo

Vit ligu 1a mau than ré (duong kinh 1,5 ¢cm) cua ciy sam Lang Bian 10 nim
tudi duoc thu thap tir ving nai Lang Biang (Lam Dong, Viét Nam) véi chiéu dai than
ré khoang 9 cm, khong sau bénh duoc sir dung 1am ngudn vat lidu ban dau cho nghién
cuu.

Mau than ré duoc ria dudi voi nude chay 15 phat; ria tiép 3 1an bing nudc
cat vo tring, lic déu mau trong ethanol 70% trong 10 phut; sau do, rira sach bang
nudc cat vo tring 3 1an va dua vao ta ciy. Mau than ré sau khi khtr tring so bo duoc
khtr tring bang AgNPs ¢ céc nong do (0,075; 0,10; 0,125; 0,15 va 0,20%) c6 thém 1
- 2 giot Tween-80 trong 30 phut. Sau d6, mau dugc rira bang nudc cat vo trang 3 - 4
lan, nhitng phan da bi ton thuong do chat khir tring dugc loai bo.
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Tiép theo d6, miu cdy duogc cat thanh nhitng mau nho kich thuée khoang 0,5
cm x 0,5 cm; d6 day 0,1 cm va ciy trén mdi tredng MS bé sung 1,0 mg/L 2,4-D; 0,2
mg/L thidiazuron (TDZ), 30 g/L sucrose, 8,0 g/L agar [34].

Nhitng cum mo seo 8 tudn tudi c6 ngudn g tir mau than ré khir tring bé mit
v6i AgNPs cit thanh nhitg mAu nho cé kich thuée 0,5 cm x 0,5 cm va cdy chuyén
sang mdi trudng SH bd sung 2,0 mg/L BA, 50 g/L sucrose, 8,0 g/L agar [34] dé hinh
thanh chéi bat dinh (Hinh 2.1).

MS + 1 mg/L 2,4-D +
30g/L sucrose +
0.5cm 8 g/L agar

. M <+—> %
509 o 8tuan
oy 19\,9%\ = —t I o
~AQ ) o}
Cq 4 _Uv3
~ . R Mo seo
Than ré sam Lang Bian Kht tring bé mat
10 nam tudi AgNPs (0,075; 0,10; 0,125; 0,15; 0,2%) SH +2 mg/L BA +
Thoi gian: 30 phat 12 tuan 0,2 mg/L TDZ +
50 g/L sucrose +
8 g/L agar
"ﬁ‘ . — .
L \ \
= B
SH + 30g/L sucrose+ Cum chéi

8 g/L agar + BA/Kinetin

(0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/L)

Hinh 2.1. So d thi nghiém nghién cau tac dong caa AgNPs trong khir triing bé mit

mau than ré va sinh trudng tiép theo

Chi tiéu theo dbi: Ty I& mau nhidm, ty 1é mau bi hoai ti, ty 16 mau séng sot va

cam tng mé seo duoc ghi nhan sau 2 va 8 tuan nudi cy, trong khi dé, ty 1& mau tao

chdi va sb chdi hinh thanh, hinh thai mé seo va chdi phat sinh duoc ghi nhan sau 12
tuan nudi cay.

-Ty 16 mdu nhiém:

Ty 1¢ nhidm (o) = SXmAURem 40

Téng s6 miu
-Ty 16 mau hogi tii:

S6 mau khong nhiém, hoai t
g ~ " x 100

Ty I¢ mau hoai tir (%) =

T6ng s6 mau
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-Ty 1¢ mdu séng sot, tao md seo:

S6 miu séng sét, tao md seo
g~ 2 x 100

Ty 1é mau sbng sot, tao md seo (%) =

T6ng s6 miu
-Ty 1é mdu tqo choi:

S6 mau tao choi

Ty 1é mau tao chdi (%) = x 100

Téng s6 mau

- S6 lirong chai (chdi/mau): Quan sat va dém sb chdi trén mau cay.

Thi nghi¢m 2. Nghién ctru anh huong cua cytokinin dén sy nhan nhanh chéi in vitro

Céch tién hanh:

Céc choi sdm Lang Bian in vitro (kich thuéc khoang 1 cm) duoc cay trong moi
truong SH ¢ bd sung BA (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/L) hoic kinetin (0; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0 mg/L). pH ctia mai truong nudi cdy duoc diéu chinh 5,7 - 5,8. Tiép theo, moi
truong dugce rét vao binh thuy tinh c6 thé tich 250 ml, mai binh thay tinh chira 30 mL
moi trudng va dugc hip khir tring ¢ nhiét d6 121°C, 1 atm trong 30 phat (Hinh 2.1).

Chi tiéu theo ddi bao gdm sb chdi (Chdi/mau), chiéu cao chdi (cm), khéi luong
tuoi (mg) ctia mau cay duoc ghi nhan sau 12 tuan nubi cay.

- S6 lirong chai (chdi/mau): Quan sat va dém sb chdi trén mau cay.

- Chiéu cao chai (cm): Do chiéu cao cua chdi bang thuéc ¢ vach chia mm.

- Khéi lwong twoi ciia choi (mg): MAu chdi sau khi duge xac dinh s choi va
chiéu cao chdi thi xac dinh khéi lwong twoi bang can phan tich véi d6 chia nho nhat
0,0001 g.
2.3.2.2. Ni dung 2: Phat sinh phéi soma so cap thong qua nudi cay TCL

Thi nghigm 3: Nghién ctru anh hudng cia auxin dén sy phat sinh phdi soma so cap
tr cac mau L-tTCL hodc P-ITCL

Chuan bi mau cay 16p mong L-tTCL hoac P-ITCL

+ MAu L-tTCL: Mau I& duoc thu nhan tir chdi sam Lang bian in vitro 12 tuan
tudi ¢6 ngudn gdc tir mau than ré. Mdi choi sim Lang Bian gom ¢6 5 mau 14 (5 mm
x 10 mm: rong x dai) Mau 14 (L) duoc cat Iép mong theo chiéu ngang thanh 10 mau
L-tTCL (kich thudc: 1 mm x 5 mm) (Hinh 2.2).

+ Mau P-ITCL: Mau cudng 14 duoc thu nhan tir choi sam Lang bian in vitro
12 tuan tudi c6 ngudn gbc tir mau than ré. Mai chdi sam Lang Bian c6 mot cubng 14
(1 mm x 30 mm: day x dai). Mau cudng 14 dugc cat thanh 3 mau (kich thudgc 1 mm
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x 10 mm); sau 6, m&i mau cudng 14 (P) duoc cit lép mong theo chiéu doc (P-ITCL)
thanh 2 mau (kich thuéc P-ITCL: 0,5 mm x 10 mm) (Hinh 2.2).

Cac mau L-tTCL hoic P-ITCL duoc cdy trong mdi trudng MS bé sung 30 g/L
sucrose va 8,0 g/L agar va 2,4-D (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/L) hoiac NAA hoic IBA (1,0;
3,0; 5,0; 7,0; 9,0 mg/L). Béi ching 1a méi trudng MS khdng bd sung auxin. Cac mau
L-tTCL hoic P-ITCL duoc dit trén bé mat ciia moi trudng sao cho mit cét tiép xdc
V&1 moi trudng.

Chi tiéu theo dai bao gém ty 16 mau phat sinh phoi soma so cap (%) va sé phoi
soma tao thanh (phéi/mau), hé sé hiéu chinh ting truéng (GCF), ty 1é mau cam ¢ng
mo seo (%), ty 16 mau tao ré bat dinh (%) va s6 ré bat dinh (ré/mau) duoc thu nhan
tly theo dang phét sinh hinh thai tir mau L-tTCL hoic P-ITCL sau 12 tuan nudi cy.

- Ty 1é mdu tgo phoi soma:

S6 mau tao phoi soma

x 100

Ty 1é mau tao phdi soma (%) =

Téng s6 mau

- S6 phéi soma trén mau (Phdi/mau): Bém s luong phdi soma hinh thanh trén
tirng mau cay dudi kinh 10p soi noi

- Hé so hiéu chinh tang trieong (GCF) cuia mau cay 1& (L-tTCL) va cuong la
(P-ITCL) va choi

+ Heé sb hiéu chinh ting truong (GCF) cia mau ciy L-tTCL hoic P-ITCL
dugc xac dinh duwa trén “Ty 1é mau phat sinh phoi soma”, “Sé lugng phéi soma hinh
thanh trén mdi miu” va “Hé s6 miu” theo cong thic cua Teixeira da Silva va
Dobrénszki [147]:

GCFL.trcu pareL = Nup X (R%e-treup-irer X SENL-treLp-imer)/100
Trong do:

R% Lrcuptel: Ty 18 mau phat sinh phoi soma so cap cia mau cay L-tTCL
hoac P-ITCL;

SEN Ltrcup-reL: SO lugng phdi soma hinh thanh tir mau cay L-tTCL hoac P-
ITCL;

N: Hé s6 mau L-tTCL hoac P-ITCL.

+ Heé s hiéu chinh tang truéng caa mau cay chdi (GCFensi) bao gom mau L-
tTCL va P-ITCL dugc xac dinh duya trén tong hé sé hiéu chinh ting truong cia mau
GCF LtcL va GCF poet.
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Trong d6, tong s6 mau TCL trén mdi chdi dugc tinh theo cng thic:
Tmiu = Nia X NL—treL + Neusng1a X Np—17cL
=5x10+1x6=56

Tmiu 12 tong s6 mau trén moi choi; Nia: SO lugng 1a trén moi choi; NitreL: sO
luong mau L-TCL; Ncusng 14: sO lugng mau cudng 1a trén moi choi; Np - ireL: SO lugng
mau P-ITCL.

- Ty 1é mdu tgo ré bat dinh:

S6 miu tao ré

Ty Ié mau tao ré bat dinh (%) = x 100

T6ng s6 mau
- S6 ré bt dinh (Ré/mdu): Dém sb luong ré hinh thanh trén tirng mau cay

Thi nghiém 4: Nghién ctru anh hudng cua proline, glutamine hoic spermidine dén

su phat sinh phoi soma so cdp tir cac mau L-tTCL hodc P-ITCL

Cac mau L-tTCL hoic P-ITCL duoc cét twong ty thi nghiém 3. Sau d6, cac
mau L-tTCL hoic P-ITCL duoc nudi cay trén mdi truong MS bd sung auxin ¢ nong
d6 thich hop nhét ghi nhan duoc tir thi nghiém 3 két hop véi proline (100; 200; 300;
400 mg/L) hoac glutamine (146; 438; 730; 1022 mg/L) hoac spermidine (1,5; 7,5; 15
va 30 mg/L) (Hinh 2.2), pH ctia méi truong nudi cay duoc diéu chinh trong khoang
5,7 dén 5.8. Sau d6, cac mau duoc duy tri ¢ nhiét do 22 + 2°C trong tdi véi do am
trung binh 55 - 60%.

Chi tiéu theo d6i bao gom ty Ié mau phat sinh phoi soma so cap (%) va s phoi
soma tao thanh (phdi/mau), hé sé hiéu chinh ting truéng (GCF) duoc thu nhan twong
tu thi nghiém 3, hoat tinh enzyme chéng oxy héa (SOD, CAT va APX) duoc thu nhan
sau 12 tuan nudi cdy; ham luong hormone noi sinh (ZEA, kinetin, 2iP, mT, IAA,
GAs, ABA, SA va MEL) duoc thu nhan ¢ cac giai doan khac nhau caa qué trinh phat
sinh va phat trién phoi soma (Mau la L-tTCL, mau cudng 14 P-ITCL, mau 14 L-tTCL
trong giai doan cam (g, mau cudng 14 P-ITCL trong giai doan cam wng, mo seo cO
kha nang phat sinh phdi soma, phdi soma hinh cau, phdi soma cé 1a mam), cu thé nhu
sau:

- Xac dinh hoat tinh enzyme chéng oxy héa bang phwong phdp quang phé tir
ngoai khd kién (UV-Vis)

Pé chiét xuat cac enzyme (SOD, CAT va APX), 0,3 g phoi soma duoc 1am
lanh trong nito 16ng va nghién thanh bot, tiép d6 duoc déng nhat bang tan xa siéu &m
trong 2 mL dung dich ¢ém 0,1 M phosphat (pH 7,4) va 0,1 mM EDTA. Sau d6, chiing
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duoc ly tm lanh ¢ toc d6 tde do 15.000 vong/phat trong 20 phit ¢ 4°C. Dé do hoat
tinh cua cac enzyme chdng oxy hoa, cac dich ndi dugc thu thap va giir lanh.

Quy trinh duoc mé ta béi Marklund va Marklund (1974) duoc st dung dé danh
gia hoat tinh cia SOD [176]. Pyrogallol duoc tao ra trong méi trudng kiém théng qua
qua trinh oxy hoa véi su c6 mit cua oxy khdng khi, san pham tao thanh ¢ budc song
hip thu cuc dai 1a 320 nm. SOD trong mau xUc tac su phan hay céc gbc peroxide (-
0-0-), ngan chan qua trinh tu oxy hda cua pyrogallol. Hoat tinh superoxide dismutase
trong mau dugc thé hién bang ty Ié tc ché. Su thay doi do hap thu & budc soéng 320
nm duoc sir dung dé tinh toan don vi hoat tinh cia enzyme (U), tuong duong véi sy
rc ché 50% qua trinh ty oxy héa cua pyrogallol. Hoat tinh enzyme duoc tinh theo
cong thirc: Pon vi enzyme (U/g prot) = (% bi tc ché/50) ty 1é pha lodng.

Hoat tinh CAT cua mau thir nghiém duoc danh gia bang cach cho phan ting
trong 2 phat véi 100 pL H202 ¢ ndng do 65 mM trude khi H20, du dugc tron véi 100
uL amoni molybdat [(NH4)sM07024], tao ra phitc mau vang nhat 6n dinh nhat hap thu
& budc song 405 nm. Mot don vi catalase hoat tinh (U/g prot) twong dwong véi 1 mol
H>0> thuy phén trong 1 phat [177].

Do hap thu ascorbate cuc dai (¢ budc sng 290 nm) trong thoi gian 3 phat véi
s ¢6 mat cua 0,5 mM H202 duoc sir dung dé tinh toan don vi hoat 6 APX (U). Gia
tri hap thu 2,8 mM/cm duoc sir dung dé tinh toan truc tiép luong ascorbate bi oxy
hoa. Khi thir nghiém, mot don vi hoat tinh enzyme (U/g prot) can thiét dé oxy hoa 1
um ascorbate trong 1 phat [178].

- Pinh lirong ham lwong hormone ndi sinh bang sdc ky long siéu hiéu ndng
(Ultra high performance liquid chromatography - UHPLC-UV)

Dung dich Bieleski - CHCl3:MeOH:HCOOH:H-0 (25:60:5:10, v/v/v/v) dugc
dung dé nghién cac mau 14 twoi, cudng 14 va phdi soma (mau cam tng, mo seo c6 kha
nang phat sinh ph6i soma, phoi soma dang hinh cau va phdi soma dang 14 mam) duoc
hinh thanh khi cidy mau trong méi truong ¢ bé sung 1,5 mg/L Spd véi ty 18 0,1 g
mau trén 1 mL dung dich. Sau khi duoc chiét xuat lai trong 4 mL methanol 80% trong
1 gid & 4°C, phan cin duogc ly thm mot 1an nita. Dich ndi duoc dua vao cot Sep-Pak
C18 sau khi dugc diéu chinh véi 1 mL methanol ¢ nong d6 100% va 80% (Pha tir
methanol 100% véi nudce cat). 500 pL methanol & nong do 80% dugc st dung dé ria
cot. Dung moi duoc loai bo khoi dich chiét nguyén chat bang cach lam kho trong may
hat chan khéng ¢ 50°C, va sau d6 dugc hoan nguyén trong 1 - 2 mL nudce c6 d6 pH
1a 2 (duoc diéu chinh bang acid formic). Sau d6, dung dich duoc bom vao hé thong



50

UHPLC qua mang loc 0,45 um. Cac hormone AUX (IAA), MEL, CKs (KIN, 2iP,
va ZEA), mT, GA (GAs), ABA, SA dugc phan tach bang hé théng Thermo-
Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Science, USA) sir dung c6t BDS Hypersil C18 (c6
duong kinh 25 mm x 4,6 mm) kich thudc hat 0,5 mm va duoc két ndi véi dau do UV
diéu chinh & budc song 280 nm. Cu thé, acetonitrile (A) va nuéc Milli-Q duoc acid
hoa bang acid formic 0,5% duoc st dung 1am hé dung mdi nhi phan. Viéc phan tach
duoc thuc hién bang cach st dung cac gradient phan doan tir 0 - 10 phat A tir 100%
dén 75%, 11 - 17 phat A tir 75% dén 50% va cudi cuing 12 18 - 25 phit A tir 50% dén
75% Vi tbe do dong chay 1a 0,7 mL/phdt. Nong d6 hormone duogc xac dinh dya trén
cac duong chuan [79]. Céc chat chuan twong tmg dwogc mua tir Sigma-Aldrich, Hoa
Ky.
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Proline/Glutamine/Spermidine NAA/IBA/2,4-D

Hinh 2.2. So d6 thi nghiém anh hudng cta auxin/proline/glutamine hoac spermidine
dén su phat sinh phdi soma so cép tir cac miu L-tTCL hoidc P-ITCL

2.3.2.3. Ngi dung 3: Phét sinh phdi soma thi cdp
Thi nghigm 5: Nghién ctiru anh huong ciia méi trudng khoang dén sy phét sinh phoi
soma thtr cap

Cac cum phoi dugc chuyén vao dia petri vo tring c6 dan thuéc chia vach dén mm
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bén dudi va dat dudi kinh 10p soi noi. Cac phdi dang thuy 16i dugc quan sat, tach dudi
kinh 10p soi ndi, sau d6 duoc cdy chuyén sang méi trudng thi nghiém. Cac thao tac
dugc thuc hién trong tu cy vo tring.

Cac phoi soma & dang thuy 18i (chiéu cao khoang 1,5 mm) dwgc thu nhan va
nudi ciy trén cac moi trudng khoang khac nhau SH [179]; MS; % MS (Ham luong
khoang da lwong giam di mot nira); WPM [180] va Gamborg B5 [181] bd sung 1,0
mg/L 2,4-D, 30 g/L sucrose va 8,0 g/L agar (Hinh 2.3).

Chi tiéu theo ddi bao gdm: S6 phdi soma thr cap tao thanh (phdi/mau), khoi
luong twoi (mg), khdi luong kho (mg) dugc ghi nhan sau 12 tudn nudi ciy.

- S6 phdi soma thiz cdp trén mau (Phdi/mdu): Bém s lugng phdi soma hinh
thanh trén ting mau cay dudi kinh IGp soi noi

- Khéi lwong twoi ciia phdi soma (mg): Mau cum phoi soma sau khi duoc xac
dinh sb phoi soma hinh thanh thi dwoc str dung dé xac dinh khéi luong tuoi bang can
phan tich vé&i d6 chia nho nhat 0,0001 g.

- Khéi lwong khd cia phdi soma (mg): Mau cum phdi soma sau khi xac dinh
khdi luong twoi dugc sdy ¢ nhiét do 70°C dén khéi luong khong doi, xac dinh khoi
lwgng kho biang can phan tich véi do chia nhé nhat 0,0001 g.

—

SH/MS/1/2MS/WPM/BS + 1,0 mg/L 2,4-D

Cum phoi soma Phai thuy 161 + 30g/L sucrose+ 8 g/L agar
- e
¥
o — —
e
Phoi tht Cép M@i trwong khoang + auxin + Mbi treong khoang +
sucrose+ 8 g/L agar + 0; 10; 20; 30; 40; 50 g/L sucrose
0; 5; 10; 15; 20; 30% nuéc dira auxin + 8 g/L agar

Hinh 2.3. So d thi nghiém phat sinh phdi soma thir cap
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Thi nghigm 6: Nghién ctru anh huong cta ham luong dudng dén sy phat sinh phdi
soma thtr cap

Céc phoi soma ¢ dang thuy 16i (chiéu cao khoang 1,5 mm) dugc thu nhan
tuong tu phuong phap ¢ thi nghiém 5. Sau d6, phoi dugc nudi ciy trén cac moi trudng
khoéng tét nhat thu duoc tir thi nghiém 5 ¢6 bo sung bd sung 1,0 mg/L 2,4-D, 8,0 g/L
agar va duong sucrose ¢ cac ham luong khac nhau (0; 10; 20; 30; 40; 50 g/L) (Hinh
2.3).

Chi tiéu theo d&i bao gom: S6 phdi soma thir cap tao thanh (phdi/mau), khéi
luong twoi (mg), khéi lugng khd (mg) twong tu thi nghiém 5, ty & phdi & cac giai
doan phét trién khac nhau (%) dwgc ghi nhan sau 12 tuan nudi cay.

- Ty 1¢ ph6i soma hinh cdu:

S6 phéi soma hinh cau

s A A N A 0 — x
Ty |¢ phOI soma hinh cau (/0) Téng s6 phoi soma & cic giai doan kKhac nhau 100
- Ty ¢ ph6i soma hinh tim:
TN n: N . S6 phoi soma hinh tim
0 - X
Ty |¢ phOI soma hinh tim (/0) Téng s6 phoi soma & cac giai doan kKhac nhau 100
- Ty l¢ phbi soma hinh thazy 16i:
o 1A - < , - S8 phoi hinh thay 16i
Ty Ié phoi soma hinh thiy 16i (%) = 0 PO ooMmA nn Ty x 100

T6ng s6 phoi soma & cic giai doan khic nhau
- Ty I¢ phéi soma c6 la mam:

S6 phoi soma c6 14 mam

Ty 1& phdi soma c6 1& mam (%) = x 100

Téng s6 phoi soma & cic giai doan khac nhau

Thi nghiém 7: Nghién ctru anh huong ctia ham luong nudce dira dén su phat sinh phoi
soma thtr cap

Céc phdi soma & dang thay 16i (chiéu cao khoang 1,5 mm) duoc thu nhan duoc
thu nhan twong tu phuwong phap & thi nghiém 5 va nudi ciy trén cac moi trudng
khoéng tét nhat thu duoc tir thi nghiém 5, duong sucrose & ham lwong tét nhat thu
duoc tir thi nghiém 6, bo sung 1,0 mg/L 2,4-D, 8,0 g/L agar, va ham luong nudc dira
khac nhau (0; 5; 10; 15; 20; 30 %) (Hinh 2.3). Nudc dua st dung cho thi nghiém dugc
thu tir trai dira non khoang 7-8 thang tudi, giong dira xiém (Cocos nucifera).

Chi tiéu theo ddi bao gom: Sé phdi soma thir cip tao thanh (phdi/mau), khoi
luong twoi (mg), khéi lugng khd (mg), ty 1& phdi & cac giai doan phat trién khac nhau
(%) dugc ghi nhan sau 12 tuan nudi cay tuong tu thi nghiém 6.
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2.3.2.4. Noi dung 4: Tao cdy sam tir phéi soma thir cdp va xdc dinh ham hrong

saponin tich lity trong cdy sam Lang Bian in Vitro

Thi nghiém 8: Tao ciy sam tir phdi soma thir cip va xac dinh ham luong saponin tich

Ity trong cdy sam Lang Bian in vitro

Céac cum phoi duoc chuyén vao dia petri vo tring c6 dan thudc chia vach dén
mm bén dudi va dit dudi kinh 10p soi noi. Phoi soma thi cip & giai doan c6 14 mam
(chiéu cao 1,5 mm) dugc quan sat, tach dudi kinh 10p soi noi, sau d6 dugc ciy chuyén
sang moi truong thi nghiém. Céc chdi bat dinh (chiéu cao 1,5 cm) dugc nudi trong
moéi truong SH bd sung 0,5 mg/L BA, 0,5 mg/L NAA, 30 g/L sucrose, 1,0 g/L than
hoat tinh va 8,0 g/L agar [10, 37] dé nghién ctru su sinh trueong va tao than ré/ré bat
dinh. Céc chi tiéu sinh truéong duoc ghi nhan sau 20 tuan nudi cay (Hinh 2.4).

Chi tiéu theo ddi bao gom: Ty Ié mau tao than ré (%), duong kinh than ré (cm),
chiéu dai than ré& (cm), ty 16 mau tao ré bat dinh (%), sb ré bat dinh (r&/mau), chiéu
dai r& bat dinh (cm), ham lugng saponin (Rd1, Rd, Rb1) trong than ré va ré bat dinh
cuia cdy sam Lang Bian in vitro sau 20 tuan nudi cay.

- Ty 1é mdu tgo than ré:

SO mau tao than ré

x 100

Ty & mau tao than ré (%) =

Téng s6 mau

- Purong kinh than ré (cm): Puong kinh ca duoc do ¢ phan giira than ré bang
thudc chia vach mm

- Chiéu dai than ré (cm): Chiéu dai than ré dugc do bang thudc chia vach mm
- Ty 1é mdu tgo ré bat dinh:

S6 miu tao ré

Ty Ié mau tao ré bat dinh (%) = x 100

T6ng s6 mau
- S6 ré bat dinh (Ré/mdu): Bém sb luogng ré hinh thanh trén ting mau cay
- Chiéu dai ré bat dinh (cm): Chiéu dai ré duoc do bang thudc chia vach mm

- Xdc dinh ham lwong mgt sé saponin trong than ré va ré bdr dinh cua cay sam
Lang Bian in vitro

Ré bat dinh va than ré (1g) caa cay con 20 tuan tudi dugc say kho va nghién
thanh bot. Can 0,5 g bot va chiét sieu am vai metanol (10 mL metanol x 6 1an). Sau
d6, dung dich duoc 1am bay hoi dé thu can. Hoa tan can voi 20 mL nudc cat va phan
doan voi Ethyl ether va N-butanol. N-butanol duoc ¢6 dic dé thu dugc cin. Hoa tan
can bang hdn hop acetonitril va nuéc (2 : 1, v/v). Dung dich dugc loc qua mang 0,45
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um, sau d6 dinh muac chinh xac 5 mL. Dich loc dugc bom vao hé théng HPLC dé
dinh luong saponin theo phuong phap dudng chuan. Thong sé cua may HPLC : cot
Supelco RP C18 (250 x 4,6 mm; 1.D. 5 mm), sir dung dau do SPD-M20A-PDA
(Shimadzu), thé tich bom 20 pL; tbc d6 dong chay 0,5 mL/phdt. Nhiét d6 cot duoc
gitr 6 25 °C [182].

20 tuan

SH + 0,5 mg/L BA + 0,5 mg/L NAA+
30g/L sucrose + 1,0 g/L than hoat tinh
+ 8 g/L agar

Hinh 2.4. So do thi nghiém tao ciy sam Lang Bian in vitro tir phoi soma tht cap va

tich Ity saponin

Thi nghiém 9. Sy sinh truéng tiép theo cua ph6i soma sam Lang Bian trong moi
truong c6 bo sung AgNPs

Phoi soma tha cap o dang c6 1a mam (chiéu cao 1,5 cm) duoc nudi cay trong
moi truong SH co b sung 0,5 mg/L BA, 0,5 mg/L NAA, 30 g/L sucrose, 1,0 g/L
than hoat tinh 9,0 g/L agar [10, 37] va 1,2 mg/L AgNPs dé nghién ciu kha nang ting
trudng Va tao than ré. Moi trudng twong tu nhung khong bo sung AgNPs duoc sir
dung 1am d6i chitng. Sy sinh truéng va tao than ré cua cay con duoc ghi nhan sau 20
tuan nuéi cay.

Chi tiéu theo d&i bao gom: Ty Ié mau tao than ré (%), duong kinh than ré (cm),
chiéu dai than ré (cm).

2.4. Quan sat hinh thai giai phau

Cac mau phdi soma ¢ cac giai doan phat trién khac nhau, dugc cat, nhuém
mau va quan sat trén kinh hién vi dién tir truyén sudt theo phuong phap ciia Peterson
nam 2008 [183]. phdi soma dugc cat thanh ting 1at mong (30 - 40 um), ngam trong
dung dich Javen 10% trong 15 phit va rira sach mau bang nudéce cat. Tiép theo, mau
duoc ngdm trong acid acetic 10% trong 10 phut va rira sach bang nudc cat 3 1an. Sau
d6, nhuém miu bang dung dich thuéc nhuém gdm 2 mau doé carmine va xanh iodine
trong 5 phut; rira lai mau bang nudce cat cho dén khi hét mau thudc nhudém. Cudi cuing,
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dit mau 1&n lam kinh nho thém 1 giot nudc hodc glyxerin va ddy bang lame. Quan
sét, chup hinh va ghi nhan hinh anh duéi kinh hién vi dién ti truyén suét.

2.5. Piéu kién nudi cay

Tat ca cac thi nghiém duoc b tri ngau nhién véi 5 1an Iap lai, 30 mau cho mdi
nghiém thic.

Déi véi cac mau cdy L-tTCL, P-ITCL, phdi soma: Mau dugc dit trong phong
nudi cay voi do 4m 55 — 60 % va trong diéu kién toi hoan toan.

Déi vai cac mau ciy choi: Mau duogc dit trong phong nudi véi nhiét do phong
25 + 29C, do am 55 — 60 %, chiéu sang bang dén huynh quang (40W) kich thudc 1,2
m, dién &p 220 V, quang chu ky 16 gio/ngay, cuong do anh sang 40 — 45 pmol.m2,
st
2.6. Xir ly s liéu

- Str dung phan mém Excel 2010 dé phan tich va téng hop cac sé liéu tho thu
thap duoc tir cac thi nghiém.

- Sir dung phan mém phan tich théng ké SPSS 16.0 dé xur Iy cac s6 liéu thu
duoc, thuc hién so sainh ANOVA 1 yéu td theo phuong phdp Duncan test voip < 0,05
[184].

2.7. Pia diém va thoi gian nghién ciéu

- C4c thi nghiém khtr tring mau, phét sinh phdi soma so cap, phat sinh phoi
soma thir cap va tao cay sam Lang Bian in vitro dugc thuc hién tai Phong Sinh hoc
phan tir v chon tao giéng cay trong, Vién Nghién ciru Khoa hoc Tay Nguyén va
Phong Cong nghé Sinh hoc Thuc vat, Khoa Nong 1am, Truong Pai hoc Pa Lat.

- Xac dinh hoat tinh enzyme chéng oxy héa bang phwong phap quang phd tu
ngoai kha kién (UV-vis) duogc thuc hién tai Trung tdm Khoa hoc Cong nghé Duoc
Sai Gon.

- Pinh lugng mot sé saponin trong than ré va ré bat dinh cua cay sam Lang
Bian in vitro va dinh lwong hormone ndi sinh bing UHPLC-UV dugc thuc hién tai

Vién Cong ngh¢ sinh hoc va Méi truong, Truong DPai hoc Tay Nguyén.

- Thoi gian thyc hién luan an: T thang 10/2019 dén 10/2023.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Néi dung 1: Tao ngudén miu in vitro

3.1.1. Anh hwéng ciia AGNPS trong khir tring bé mdt méau than ré va sinh truwéng
tiép theo

Két qua ghi nhan cho thdy rang AgNPs ¢ hi¢u qua trong viéc khir tring bé
mit miu cdy va kich thich sy hinh thanh mé seo sau thoi gian 8 tuan nudi ciy (Bang
3.1). Khi ndng d6 AgNPs ting tir 0,075% 1én dén 0,200%, ty 16 mau nhiém giam tir
76,00% Xuéng con 25,33%, trong khi ty 1€ mau bi hoai tir tang tur 1,34% Ién 58,68%
sau 2 tudn nudi cdy. Sau 8 tudn nudi cdy, cac miu duoc xir Iy bé mit bang AgNPs déu
thé hién sy cam ung mo s¢o, va ty 1€ cadm trng mo seo dat cao nhét 1 49,34% dbi véi

mau ciy dugc xtr Iy bé mat voi 0,150% AgNPs (Bang 3.1).

Bang 3.1. Anh huong ciia AgNPs dén kha nang khir triing bé mat va cam ang tao mo
seo ctia mau than ré sim Lang Bian sau 8 tuan nudi cay

Ty 1¢ méu

Ty 1¢ mau nhiem Ty 1€ mau song sot va

Nong do N hoai tir (%) - o
(%) sau 2 tuan N cam urng tao mo seo (%)
AgNPs (%) e sau 2 tuan N o
nudi cay X sau 8 tuin nudi cay
nuoi cay
0,075 76,00+ 7,610 134+1,23¢ 22,66+ 8,96
0,100 62,67 + 8,96° 2,68 £1,64° 34,68 + 8,69b
0,125 54,67 + 3,00° 6,68 +4,70° 38,66 + 5,60b
0,150 36,00 + 5,95¢ 14,68 + 8.69" 49344759
0.200 2533 +£5570 58,68 +7,30° 16,00+ 3.70°

Ghi chu: Cdc chir cdi khdc nhau (a, b, ...) trén cung mot cot chi sy sai khac co y
nghia thong ké ciia cdc gid tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan’s test). Gid tri thé
hién trong bang la gid tri trung binh + SD (@6 léch chudn).

Nhitng cum md seo c6 ngudn gdc tir mau than r& khir trung bé mat véi AgNPs
ciy chuyén sang moi trudong SH ¢6 bd sung 2 mg/L BA déu cho hinh thanh chdi bat
dinh sau 12 tuan nudi cdy (Hinh 3.1). Trong d6, ndng do AgNPs va kha nang tai sinh
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chdi ctia miu cdy c6 mbi twong quan thun véi nhau. Tuy nhién, kha ning tai sinh
chdi va sb luong chdi hinh thanh cé xu hudng giam rd rét khi ting ndng do AgNP 1én
mirc cao (0,200%). M seo co ngudn gdc tir than ré dugc khir tring trong 0,150%
AgNP cho ty 16 tai sinh chdi cao hon khoang 4 1an so vai 0,200% AgNP thé hién qua
ty 18 mau tai sinh chdi (45,33% so vai 12,00%) va sé chdi (5,20 chdi so véi 1,20 chdi
tuong tng) sau 12 tudn nudi cay (Hinh 3.1 A va B). Nhu vay, 0,150 % AgNPs khong
nhitng cho hiéu qua khir tring mau cao ma con c6 tac dung kich thich miu cy tai
sinh chdi bat dinh.

60 T
] 45,33a
S 38,67ab
3 40 + 32,00b
=
s |
S
£ 1 16,00c
«w 20 + 12,00c
g7 |
>
0 l l l l |
0,075 0,100 0,125 0,150 | 0,200
A AgNPs (%)
7 _
5,20a
6 L
5 - 3,80b
g 4 L
s 5 | 220 2,60c
2 1,20d
1 _ -
0
0,075 0,100 0,125 0,150 0,200
B AgNPs (%)

Hinh 3.1. Anh huong ciia AgNPs dén sy tai sinh chdi (A) va s6 chdi (B) tir mau cay
than ré sam Lang Bian sau 12 tuan nudi cay
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Cac chat kht tring théng thuong nhu sodium hypochlorite, calcium
hypochlorite va mercury chloride thuong duoc st dung trong giai doan khir trung cac
loai mau cdy khac nhau nhw chdi ngu, 14, d6t than, ...; tuy nhién, ching thuong gay
doc, 1am ton thuong va lam giam hiéu qua tai sinh cia mau ciy [185]. Mit khac, tac
dung khang khuan cua AgNPs di duoc biét dén trong nhiéu nim, dic biét Ia trong
linh vuc y t&[186]. Trong linh vuc sinh hoc - ndng nghiép néi chung va nudi cdy mé,
té bao va co quan thuc vat noi riéng, AgNPs thuong duoc bd sung vao mdi trudng
nudi cay voi muc tiéu kich thich mau cay sinh truéng, phét trién, khic phuc dugc mot
s6 hién twong bat thuong va tich lity hoat chét tht cap [187].

Gan day, AgNPs duoc st dung nhu 14 tic nhan khir tring méi truong nudi cay
in vitro [188], khir tring mau cy rong bap st [189], cay cuc [188], cay dau tay [163]
hay b6 sung vao mdi trudng nudi cay in vitro nham gia ting kha nang sinh truong
trén cay clc, cay dau tay, cdy hdng mén, sam Ngoc Linh [10, 137, 163], han ché vi
sinh vat trong hé thdng vi thay canh [190]. Ngoai ra, nghién ciru caa Tung va cong
sir (2021) ciing da chi ra rang AgNPs c6 hiéu qua trong kich thich tao chéi thu hai
duong trong giai doan khir tring va cam tng mau cay [191]. Két qua cua nghién ctu
nay cho thdy AgNPs cé hiéu qua trong khtr tring bé mit mau cay than ré caa sam
Lang Bian va c6 thé duogc str dung thay thé chat khtr tring thong thuong.

Nhu vay, AgNPs c6 hiéu qua rat 16n trong khir tring mau cay, cung cap ngudn
vat liéu ban dau cho nhiing nghién ctu tiép theo. Khi cac AgNPs dugc giai phong
ching s& uc ché qué trinh van chuyén cac ion Na* va Ca?* qua mang té bao ngin can
qua trinh trao d6i chat, pha v& mang té bao, oxi hda nguyén sinh chat cua té bao vi
khuan. Bong thoi, AgNPs 1am gia tang s6 luong cac goc tu do dan dén giam hoat tinh
cua cac hop chat chtra oxi hoat dong va 1am réi loan cac qué trinh oxy hoa ciing nhu
phosphoryl héa trong té bao vi khuan. Cudi cing, vo hiéu hda enzyme cé chira cac
nhom -SH va —COOH, tir d6, pha v& can bang ap suat tham thau hoac tao phuc véi
acid nucleic dan dén 1am thay di cau tric DNA cua té bao vi sinh vat, tac dong truc
tiép trén cau trac DNA. Do d6, khi xir Iy AgNPs ¢ ndng do thich hop c6 tac dung tiéu
diét cac ngudn vi sinh vat gay nhiém, tao duoc nguon mau sach. Két qua nghién cau
cling cho thay, AgNPs c6 vai tro tich cuc trong khir tring mau cay than ré sam Lang
Bian thé hién qua ty Ié mau nhiém thap va ty 18 mau sach, con kha ning tai sinh cao.

Tuy nhién, nong do AgNPs thich hop dé khir tring mau ciy thay doi tiy thuoc
vao tirng loai mau cling nhu thuc vat nudi cay. Khi xt Iy mau ¢ ndng d6 thap cho ty
16 mau nhiém cao hon so v&i cac nghiém thirc c6 nong d6 cao. Nguoc lai, khi xir ly
mau trong dung dich AgNPs c6 nong d6 cao, mac du ty 1é mau nhidm giam nhung lai
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anh huéng téi sac sdng cia mau. Mau than ré sam Lang Bian xt ly khr tring & nong
d6 0,150% cho ty I¢ mau sach, van con kha ning tai sinh dat 49,33%. Trong truong
hop tiép tuc gia ting ndng do 1én dén 0,200% c6 hién twgng mau bi chét, khdng c6
kha ning tai sinh hinh thanh mé seo, ddn dén ty mau tai sinh thip so véi AgNPs &
cac nong do6 thap hon. Két qua tuwong tu cling dugc cdng bd trén nhiéu déi tuong thuc
vat khac nhau. Duong Tan Nhut va cong su (2018) cho rang AgNPs ¢6 hiéu qua tich
cuc trong viéc khir tring mau ciy hoa African violet va c6 thé thay thé cac chat khu
tring thong thuong. Nong do AgNPs va thoi gian ¢é hiéu qua tét nhat dé khtr tring
mau cay la 0,05% trong 15 phat. Ngoai ra, AgNPs kich thich mau cdy cam &ng nhanh,
phét sinh hinh théi, va khong gay ra bat ky tac dong tiéu cuc nao dén stc song cua
mau cay [192]. Bong Huy Gigi va cong su (2019) cho rang nong dé AgNPs thich hop
nhét dé khir tring phat hoa lan Ho diép vang 12 0,125% cho ty 1é mau sdng, sach bénh
1a 72,12% [193]. Két qua twong tu cling dwoc ¢ong bd bai Bui Thi Thanh Phuong va
cong su (2020) trong khir tring mau than ré cay Trau tién, cac tac gia cho rang sau 6
tuan nudi cay, mau dugc khtr tring bang AgNPs ¢ néng do 0,150% trong 40 phat cho
ty 1é mau séng va ty 1é mau séng sach bénh dat cao nhit (trong ung l1a 70,32 va
65,34%). Tuy nhién, khi gia ting nong do AgNPs dé khir tring mau cdy, mac du ty
16 mau nhiém giam xudng dang ké nhung kha ning tai sinh cia mau bi anh huong rat
nhiéu [194]. Trong khu tring mau cay lan ho diép vang bang dung dich AgNPs, Bang
Huy Gigi va BUi Thi Thu Huong cho rang AgNPs ¢ nong d6 0,150% cho ty 1&é mau
séng va mau séng sach thap nhit (twong ung 1a 61,11% va 60,13%) [193]. Két qua
tuong tu ciing dugc cdng bd trong khir tring mau cay Trau tién, AgNPs & nong do
0,200 mg/L ciing cho hiéu qua khur tring mau cy thap véi ty 16 mau séng va ty 18
mau séng, khong nhiém vi sinh vat dat duoc lan luot 12 64,19% va 54,31% [194].
Nhu vay, AgNPs & nong d6 qua cao dd anh hudng t6i kha ning tai sinh cia mau nuoi
cay. Nguyén nhan c6 thé 1a do cac hat nano bac c6 kich thuéc nhé cho nén ching dé
dang tiép xdc va xam nhap vao bén trong té bao tac dong tich cuc dén sy ting truong
ciia mau cay. Tuy nhién, khi ndng d6 nano bac trong té bao qua cao dan dén phenol
bi trung hop dudi xiUc tac cua enzyme peroxidase (Backor, 2009); ngoai ra, chung
con anh huong dén hoat dong phan bao, 6n dinh DNA, bién dbi protein va DNA ¢
thuc vat [195].

Bén canh tac dong khir tring, AgNPs con c6 hiéu qua tac dong kich thich mau
cdy cam ng nhanh va phét sinh hinh thai. Khi c6 su tac dong cia AgNPs, gene ma
hoa cho su tong hop auxin trong té bao thuc vat s& dugc kich thich lam gia ting ham
lugng auxin noi sinh bén trong mau [196]. Trong khi @6, auxin 1a mot trong nhiing
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yéu tb quan trong trong su cam &ng tao mé seo ciing nhu phat sinh hinh thai caa miu
cay.

Két qua nghién ctru cho thay, sau 8 tuan nudi ciy, cac mau than ré sam Lang
Bian séng sot sau giai doan khtr tring ¢6 s cam ung hinh thanh mé seo trén bé mit
mau cay. Md seo c6 mau vang nhat hinh thanh chu yéu trén bé mat mau va ¢ nhiing
vi tri vét cit. Sau do, trén khdi mo seo xuit hién cac so khai choi va chdi hinh thanh
tr md seo (Bang 3.1, Hinh 3.1 va 3.2). Két qua twong tu ciing duoc cdng bd trong
nghién ctru cia Duong Tan Nhut va cong su (2018), khi nghién ctru tac dong AgNPs
trén déi twong African violet, cdc mau cay & nghiém thic sir dung AgNPs ¢6 su hinh
thanh ré to, chdi cao va rd rang hon so vai cac nghiém thic con lai [192].

Hinh 3.2. Hinh thai mé sco sau 8 tuan nudi cay (A) va chdi in vitro sau 12 tuan nudi
cay (B) hinh thanh tir mau cay than ré sam Lang Bian sau khi khir tring bang AgNPs.
Thudc do: 1 mm.

T6m lai, nghién ciru da chiing minh dugc hiéu qua cia AgNPs dbi voi khir
tring ciing nhu kich thich mau ciy cam tng hinh thanh mé seo va phaét sinh chéi bat
dinh. Nong do AgNPs thich hop nhat cho khir triing va tai sinh mau cay 1a 0,150%.

3.1.2. Anh hwéng ciia cytokinin dén sw nhin nhanh chéi sim Lang Bian

Céc choi tao thanh duoc chuyén sang méi trudng MS ¢6 bo sung BA hoic
Kinetin ¢ cac nong d6 khac nhau (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2 mg/L) dé nhan nhanh va tao nguon
vat liéu cho céc thi nghiém tiép theo. Két qua nghién ctru cho thay BA va kinetin c6
tac dong rd rét dén su tang truang cua chdi sim Lang Bian (Bang 3.2). Trong trudng
hop khéng bo sung cytokinin vao trong méi trudng nudi cay, su ting truéng cua choi
bi e ché, khdng ghi nhan duoc su xuét hién caa cac chdi méi. MAu chdi ban dau chi
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tao duoc khdi md seo nhoé nhung khong c¢6 kha ning sinh truang, khdi mo seo bi nau
hoa (Hinh 3.3A). So v&i méi truong dbi chieng, thi BA dugc b sung trong méi truong
nudi cay c6 hiéu qua kich thich tao chdi. Sy nhan nhanh chdi dwgc nudi cdy trong
moi trudng bd sung BA & ndng do 0,5 mg/L cd sy khéc biét rd rét so véi méi trudng
d6i chung khong cé bo sung BA, sé lwgng chdi mai tao thanh, chiéu cao chdi trung
binh va khéi luong twoi twong tng 12 7,20 chdi, 2,74 cm va 96,86 mg (Bang 3.2). Két
qua nay cho thay, khi cé sy hién dién caa BA di kich thich sy hinh thanh chéi, kha
nang tao chdi cia mau cay tang Ién rd rét. Nong do BA tang 1én 1,0 mg/L kich thich
su nhan nhanh chdi sam Lang Bian tét nhat, cu thé sb lugng chdi méi tao thanh, chiéu
cao chdi trung binh va khéi luong tuoi dat duoc lan luot 12 12,60 chdi/mau, 5,88 cm
va 478,88 mg, chéi sinh truang tot, xanh khoe (Bang 3.2, Hinh 3.3B). Tuy nhién, khi
ting ndng d6 BA cao hon 1,0 mg/L thi kha ning nhan nhanh chdi c6 khuynh huéng
giam di, BA & ndng do 2,0 mg/L cho két qua thap nhat vé kha ning nhan nhanh chdi,
s6 lwong chdi dugc tao thanh chi dat duoc 1,40 chdi/mau, chdi nho, ngén, chdi thuong
tap trung thanh nhiing ndt nho dudi géc. Két qua thi nghiém cho thay rang khi BA &
nong d6 cao hon khong chi lam giam sé lugng chdi hinh thanh ma con 1am cham sy
ting trudng cua cac choi.

Nhu vay, BA ¢6 anh huong tich cuc dén sy sinh truéng va kha ning nhin
nhanh chdi sdm Lang Bian. Tur két qua thi nghiém cho thay, méi truong nubi cay co
bd sung BA & ndng do 1,0 mg/L thich hop nhat cho sy sinh truéng va nhan nhanh
chdi sam Lang Bian thé hién qua cac chi tiéu vé s6 luong, chiéu cao chdi trung binh
va khéi lugng twoi. Két qua nay ciing twong tu vai két qua nghién cau cia Than Thi
Minh Phuong (2011) khi khao s&t anh huong caa mot sé PGRs va chat hitu co trong
nhan giéng sam Ngoc Linh in vitro, méi truong MS ¢é bd sung 1,0 mg/L BA la tét
nhat cho su tai sinh chdi sam Ngoc Linh in vitro sau 60 ngay nudi cay [197].

Tur két qua ¢ Bang 3.2 cho thay, kinetin c6 anh hudng dén kha niang nhan
nhanh chdi ciia sdm Lang Bian. Mau dugc nudi trong mdi truong cd bod sung kinetin
& nong d6 0,5 mg/L cho s6 lugng chdi, chiéu cao chdi trung binh va khéi lugng tuoi
tuong wng 1a 2,0 chdi, 2,32 cm va 55,78 mg, cac chdi c6 hinh dang va kich thuéc nho.
Tuy nhién, khi ting ndng d6 1,0 mg/L Kinetin thi kha ning nhan nhanh va sinh truéng
ctia chdi sim Lang Bian ciing tang theo ty 1¢ thuan véi gia ting nong do thé hién qua
s6 lugng, chiéu cao chdi trung binh va khéi luong tuoi ciia chdi (5,20 choi; 3,68 cm;
132,90 mg). O nong d6 1,5 mg/L Kinetin thi kha nang nhan nhanh va sinh truéng cua
chdi dat gié tri cao nhat vai sé lugng chdi tao thanh dat duoc 7,00 chdi, chiéu cao
chdi trung binh 1a 4,70 cm va khéi lugng twoi 204,80 mg. Khi tiép tuc gia ting ndng
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d6 Kinetin thi kha ning nhan nhanh chdi c6 khuynh huéng giam xubng. Sé chdi,
chiéu cao va khdi luong twoi chi con 1,80 chdi, 1,26 cm va 62,06 mg & nong do 2

mg/L.

Bang 3.2. Su nhan nhanh chdi sdm Lang Bian in vitro trong méi truong c6 bd sung

BA hoic kinetin & cac néng do khéc nhau sau 12 tuan nudi ciy

. Nong dd S6 choi Chidu cao chdi  Khdi lwong twoi
Cytokinin s x ; x
(mg/L) (Chdi/miu)  trung binh (cm) (mg/mau)
Déi ching 0 0,00 £ 0,00¢ 0,00 + 0,009 0,00 + 0,00
0,5 7,20+1,10° 2,74 £ 0,701 96,86 + 9,391
1,0 12,60 + 2,702 5,88 £ 0,922 478,88 + 27,022
BA
1,5 5,00 £ 1,87¢ 2,76 +0,43¢ 127,62 + 18,62°
2,0 1,40 + 0,55¢% 1,68 + 0,38°f 55,32 £ 8,54¢
0,5 2,00 £ 0,714 2,32 +0,48% 55,78 + 8,87¢
1,0 5,20 + 0,84° 3,68 £0,98° 132,90 £ 13,76°
Kinetin
1,5 7,00 £ 1,22° 4,70 + 1,04° 204,80 + 6,54°
2,0 1,80 + 0,55¢ 1,26 + 0,50 62,06 + 13,57¢

Ghi chu: Cac chir céi khac nhau (a, b, ...) trén cung mét cot chi sy sai khdc co y nghia
thong ké cua céc gia tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan'’s test). Gia trj thé hién trong
bang 1a gia tri trung binh + SD (d6 léch chudn).

Hinh 3.3. Hinh thai cua choi in vitro sam Lang Bian hinh thanh trong méi trudng SH
khong bo sung BA hoic kinetin (mau ddi chung. A), ¢6 bo sung 1,0 mg/L BA (B)

hodc 1,5 mg/L kinetin (C) sau 12 tuan nudi cdy. Thudc do: 1 mm



63

T6ém lai, BA va kinetin déu c6 tac dung kich thich sy sinh truéng va nhan
nhanh chdi sdm Lang Bian & c4c ndng d6 khac nhau. Két qua thu duoc ciing cho thiy
rang, chdi sam Lang Bian in vitro rat nhay cam vaéi loai va nong d6 chat diéu hoa sinh
truong. Trong hai loai cytokinin duoc bd sung vao méi truong nudi cay thi BA &
nong d6 1,0 mg/L cho hiéu qua nhan nhanh chéi cao hon.

3.2. N§i dung 2: Phat sinh phdi soma so cap thdng qua nudi cdy TCL

3.2.1. Anh hwéng ciia auxin dén sw phdt sinh phéi soma so cip tiv cdc méau L-
tTCL hodac P-ITCL

3.2.1.1. Sw phdt sinh phéi soma so cdp tir mau L-tTCL in Vitro trong méi truong bé
sung auxin

Sy phét sinh hinh théi tir mau L-tTCL sdm Lang Bian nudi ciy trén moi treong
MS c6 bo sung auxin (2,4-D, NAA va IBA), bao gém (1) phét sinh phéi soma, (2)
hinh thanh md sco va (3) tai sinh ré bat dinh thu duoc sau 12 tuan nudi cay (Bang 3.3,
Hinh 3.4). T4t ca cac mau L-tTCL duoc nudi cdy trong mdi tredng bo sung auxin déu
phét sinh phdi soma, ngoai trir mau duoc nudi cay trong moi tredng bo sung 9,0 mg/L
NAA va 1,0 mg/L IBA sau 12 tuan nudi cay. Phdi soma duoc hinh thanh tai vi tri cac
vét cit xung quanh mau L-tTCL; sau d6, phu toan b bé mat mau cay L-tTCL. Cac
giai doan phat trién khac nhau cua phéi soma bao gom hinh cau, hinh tim, hinh thay
16i va c6 1a mam sau 12 tuan nubi cay (Bang 3.3, Hinh 3.4A—F). Ty I¢ mau phét sinh
phoi soma so cap cao nhat (80,00% va 86,66%) ghi nhan ¢ nghiém thtc b sung 5,0
— 7,0 mg/L NAA, trong khi sé phdi soma cao nhat (40,40 phéi) dat dugc ¢ nghiém
thire bd sung 1,5 mg/L 2,4-D. Tuy nhién, hé s6 hiéu chinh ting truéng (GCF) cao
nhat cia mau cdy L-tTCL thu duoc & nghiém thic bo sung 7,0 mg/L NAA (32,73)
(Bang 3.3).

Ngoai ra, sy hinh thanh mé seo va su téi sinh ré bat dinh da duoc ghi nhan tur
c4c mau cdy L-tTCL dugc nudi ciy trong moi trudng bo sung auxin. Ty 18 mau cam
ttng mo seo dat duoc 100% & nghiém thic bd sung 1,5 mg/L 2,4-D hoic 5,0 — 7,0
mg/L NAA (Bang 3.3). M6 seo ¢ mau vang nhat va ting truéng manh; ban dau, mo
seo hinh thanh & vi tri xung quanh vét cat mau L-tTCL, sau d6, mo seo ting nhanh
sinh khéi va phi déu trén toan bo bé mat mau L-tTCL (Hinh 3.4 A). Ngoai ra, mau
L-tTCL nubi cay trén méi trudng MS bo sung 3,0 — 5,0 mg/L NAA cho ty Ié mau L-
tTCL cam ¢ng ré bat dinh dat tir 23,33 — 63,33 % va so ré tir 1,40 — 4,60 ré; céc ré
hinh thanh manh, dai, c6 mau trang nhat (Hinh 3.4 G). Bén canh d6, mau L-tTCL
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nudi cay trén moi treong khdng b sung auxin khdng ghi nhan loai phat sinh hinh
thai nao; mau chuyén dan qua mau nau sam va chét.

3.2.1.2. Sy phét sinh phdi soma so cap tir mau P-1TCL in vitro trong méi truong bé
sung auxin

Tuong ty nhu mau L-tTCL, mau P-ITCL nudi ciy trén méi trudng MS bd sung
auxin (2,4-D, NAA va IBA) ciing ghi nhan 3 kiéu phéat sinh hinh thai bao gdbm phat
sinh phdi soma, cam &tng mo seo va hinh thanh ré bat dinh sau 12 tuan nudi cay (Bang
3.4; Hinh 3.4 H).

Hinh 3.4. Quan sét hinh théi va giai phau trong qua trinh phat sinh phdi soma so cap
sam Lang Bian. A. M6 seo ¢6 kha ning sinh phoi. B. Sy phat sinh phdi soma so cap
tir mau cdy L-tTCL sau 12 tuan nudi cdy. C. Phdi soma ¢ giai doan hinh cau. D. Phoi
soma ¢ giai doan hinh tim. E. Lat cat doc caa ph6i soma hinh cau phét sinh tir mé seo
c6 kha niang phét sinh phdi soma. F. Lat cat doc caa phdi soma ¢ 14 mam. G. Su hinh
thanh ré bat dinh. H. Su phat sinh phoi soma so cap tir mau cay P-ITCL sau 12 tuan
nudi cdy. Thude do: 3 mm — A; B; H; Thuéc do: Imm —C; D; E; F; G

Ty 1é mau phat sinh phoi soma so cip (100%), sé lugng phdi soma (51,80
phdi/mau) va GCF cua mau P-ITCL (51,80) & nghiém thac bd sung 1,0 mg/L 2,4-D
cao hon dang ké so v&i nghiém thire ddi ching va cac nghiém thac khac (Bang 3.4).
Ngoai ra, 100% md seo cam tng duoc thu nhan tir cd&c mau nudi ciy trong moi trueong
bd sung 2,4-D, 3,0 — 7,0 mg/L NAA, hoic 7,0 mg/L IBA. Trong khi d6, ty 1& mau
hinh thanh ré bat dinh (93,33%) va sb luong ré (5,40 ré/mau) cao nhit ¢ nghiém thirc
bd sung 5,0 mg/L NAA, cac ré hinh thanh dai, manh, c6 mau tréng nhat va sinh truéng

manh.



65

Ngoai ra, auxin con anh hudng dén hé sé hiéu chinh ting trudng cia hai loai
mau L-tTCL va P-ITCL (Bang 3.5). Pdi voi miu cdy L-tTCL, ching tdi khéng ghi
nhan duoc bt ky su phat sinh phdi soma so cap & tit ca cac mau cdy trong nghiém
thire ddi chimg. Nguoc lai, mau dugc cdy trong méi trudng cd bd sung auxin, hé sd
hiéu chinh ting truéng cua mau gia ting va dat gia tri cao nhét trong méi trudng cd
bd sung 7,0 mg/L NAA (1636,62). Dong thoi, hé sé nay cling cao hon dang ké so voi
gia tri GCF cao nhat ciia miu duoc nudi cdy trong méi trudng bd sung 2,4-D
(1284,89) va IBA (829,98).

Tuy nhién, ndng d6 auxin cao lam giam déang ké GCF ctia miu cdy. Xu huéng
tuong ty di duoc quan sat thidy ddi voi mau P-ITCL; GCF cua P-ITCL 14 cao nhat
(310,80) ¢ nghiém thirc bd sung 1,0 mg/L 2,4-D va giam dan khi gia ting ndng do
2,4-D 1én dén 2,0 mg/L (107,20). GCF cao nhét ciia mau P-ITCL duoc nudi ciy trong
moi truong bd sung NAA (178,80) va IBA (173,79) thap hon dang ké so véi GCF

cao nhat cua mau cay dugc xu ly véi 2,4-D.

Loai miu va PGRs la nhitng yéu té anh huéng rat 16n dén sy phat sinh phoi
soma. Nhitng nghién ctu trude day & cac loai thudc chi Panax cho rang cac ngudn
mau nhu r& to, than ré, 14, cudng 14, tru trén 14 mam, md seo cd thé duoc su dung l1am
ngudn mau cay cho su phét sinh phdi soma [10, 14, 67, 139]. Trong nghién ciu nay,
mau L-tTCL va cuéng la cua cay con in vitro sim Lang Bian déu cho hiéu qua phéat
sinh phoi soma so cap cao. Py 1a nhitng ngudn mau san cé, cho phép tai sinh cay
con méi ¢6 tinh on dinh cao vé mat di truyén [198].

Hiéu qua cua ky thuat nudi cidy TCL thong qua phat sinh phoi soma ciing da
dugc ching minh trén mot sé déi tuong thue vat khac nhau. Céac két qua nghién ctu
cho thdy, loai mau ciy va phuong phéap cit anh hudng dén kha ning tai sinh mau.
rong nudi cay TCL Pinus patula Schl. Et Cham, mau cat doc ITCL tir phoi soma chua
truong thanh cho hiéu qua phéat sinh phdi soma tt hon so véi mau cat ngang tTCL
[143]. Két qua twong ty cling dugc ghi nhan trén cay chanh day, mau cay than ITCL
cho hiéu qua tai sinh chdi cao hon so véi mau cdy tTCL [199]. Trong khi d6, Hanh
va cong su (2022) cho rang mau gan 14 chinh (% mv-tTCL) va cubng la (1/2 p-tTCL)
cay A. chinensis Planch duoc cit theo chiéu ngang cho hiéu qua phéat sinh phéi soma
la cao nhét sau 8 tuan nudi cay [138]. Pi vai sdm Lang Bian, hé s6 hiéu chinh ting
truang GCF cia mau P-1TCL (51,80) cao hon so véi mau L-tTCL (32,73) (Bang 3.3
va 3.4). Tuy nhién, tong GCF cua toan bo 1a (5 1a, 1636,62) cao hon so véi cudng 14
(310,98) (Bang 3.5).
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Bang 3.3. So sanh hiéu qua phat sinh phdi soma so cap va phét sinh hinh thai khéac tir mau L-tTCL trong méi trudng c6 bd sung auxin sau

12 tuan nudi cay

Miu phat sinh

Auxin Nong do phéi somaso  S6 phdi soma GCF LtreL Mo seo (%) Re bat dinh S6 ré
(mg/L) x (%)
cap (%)
Doi chimg 0 - - - - - -
0,5 19,99 + 7,461 28,20 £ 1,79¢ 5,63 % 2,09f 86,66 * 7,46" - -
2 4.D 1,0 56,66 + 9,13 3520 +2,39° 19,90 + 3,06° 93,33 £9,13% -
’ 15 63,33+ 7,45° 40,40 2,790 25,70 + 4,25° 100,00 + 0,002 30,00 * 7.46" 1,20 +0,45P
2,0 26,66 + 9,13¢ 6,40 + 1,14/ 1,70 £ 0,679 90,00 + 9,13 - -
1,0 16,66 + 0,00 13,40 + 2,88" 2,23 +0,48° 63,33 £ 7,45° - -
3,0 33,33+0,00®  30,80+2,86% 10,27 +0,95° 76,66 + 14,91° 23,33 £9,13° 4,60 + 1,142
NAA 5,0 80,00 +7,46°  32,80+1,92¢9 26,33 + 3,66" 100,00 + 0,002 63,33 +13,94° 1,40+ 0,55P
7,0 86,66 + 7,462 37,80 +1,30° 32,73 £ 2,59 100,00 + 0,002 - -
9,0 - - - 23,33+ 9,13 - -
1,0 - - - - - -
3,0 13,33+7,45" 21,80+3,279 2,80+1,63Y 20,00 + 7,45 - -
IBA 5,0 30,00 +7,46% 2540+ 1,827 7,63 +2,03¢f 40,00 £9,13¢ - -
7,0 53,33 + 7,45° 31,00 +2,00¢ 16,60 + 3,13¢ 53,33 + 13,94¢ - -
9,0 36,53 + 7,53¢ 26,80 +1,79" 9,80 + 2,15° 40,00 £ 9,13¢ 19,99 + 7,45° 1,00 +0,00°

Ghi chi: Dau “-“ thé hién khdng ghi nhdn si phét sinh phéi soma, cam ing tao md seo va hinh thanh ré bdr dinh ciia mau L-tTCL. Céc
chit cdi khdc nhau (a, b, ...) trén cting mét cot chi sy sai khdc ¢6 ¥ nghia thong ké ciia cdc gid tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan'’s test).
Gid tri thé hién trong bang la gid tri trung binh + SD (d6 léch chudn).
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Mau phat sinh

Auxin Nong do phdi soma so  S6 phdi soma GCF Mb seo (%)  Ré bat dinh (%) S6 ré
(mg/L) £ P-ITCL
cap (%)
Doi ching 0 16,70 = 0,00" 2,00 +0,71" 0,33 +0.12f - - -
0,5 29,98 + 7,429 2,80 +0,84" 0,83+0,33" 100,00 + 0,002 - -
2 4-D 1,0 100,00 £ 0,00*  51,80+6,38* 51,80+6,38% 100,00+ 0,002 46,66 * 7,461 1,00 £0,00°¢
’ 1,5 70,02 +7,42°9  33,00+2,00¢ 23,16 +3,53° 100,00 + 0,00? - -
2,0 53,34 £ 7,47¢ 33,40 +5,46% 17,87 +4,07 100,00 + 0,00 - -
1,0 20,02 + 7,429 16,00 £2,659 3,30 1,73 86,64 + 7,47 " 93,33+£9,132 1,20 £ 0,45¢
3,0 63,33 + 7,45¢ 21,00 +2,35" 13,33 +2,40° 100,00 + 0,002 100,00 £ 0,002 1,80 + 0,45¢
NAA 5,0 89,98 + 9,15P 33,00+1,58¢ 29,80+4,35° 100,00 + 0,00 93,33 +£9,132 5,40 + 0,552
7,0 60,02 + 9,15% 43,00 £ 3,74> 25,57 +2,35°© 100,00 + 0,00? 44,40 + 6,80¢ 2,60 £ 0,55°
9,0 23,34 +9,099" 5,20 +1,79" 1,20 + 0,66f 43,32 £ 9,15° 33,33 £ 0,00¢ 1,80 + 0,45¢
1,0 43,32 + 9,15f 21,40+251"  9,40+2,80° 23,34 + 9,09 - -
3,0 79,98 + 7,42° 28,40 +3,85° 22,77 +4,12° 66,70 + 0,00 36,66 £ 7,46° 2,00 + 0,00¢
IBA 5,0 76,66 + 9,09° 38,00+ 3,67 28,96+286° 79,98 +7,42° 40,00 + 9,13¢% 2,00 + 0,00¢
7,0 70,20 £ 7,429 40,40 + 3,21° 28,23 +3,16° 100,00 + 0,002 83,33 + 0,00° 3,40 + 0,55P
9,0 36,64 +7,479  29,80+1,52% 10,93 +2,29° 63,36 + 7,471 76,66 £ 9,13° 1,80 + 0,45¢

Ghi ch: Ddu “-“ thé hién khdng ghi nhdn s cam ng tao md seo va hinh thanh ré bdt dinh ciia mdu P-ITCL. Cdc chit cdi khéc nhau trén
cung mét cét chi sw sai khdc c¢é y nghia thong ké cia cdc gid tri trung binh véi p< 0,05 (Duncan’s test). Gid tri thé hién trong bang la gid
tri trung binh + SD (d6 léch chuan).
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Bang 3.5. Hé s hiéu chinh ting truéng (GCF) cuia cdc mau L-tTCL va P-ITCL trong
mdi truedng bd sung auxin sau 12 tuan nudi ciy

GCFparcL
Auxin Nong do GCFL+tTcL (Toan b GCF 1tteL +p-TCL
(mg/L) (Toan bd 14) o (Chdi)
cuong 14)
Déi ching 0 - 2,00 +0,71° 2,00 +£0,71"
0,5 281,58 + 104,50 5,00 + 2,00 286,58 + 103,30
1,0 994,95 +152,87¢ 310,80 + 38,28%  1305,75 £ 173,04°
24D 1,5 1284,89 + 212,43 138,98 + 21,16 1423,87 + 215,30
2,0 84,99 + 33,559 107,20 + 24,431 192,18 +25,01
1,0 111,62 + 24,009 19,79 + 10,38" 131,42 + 31,527
3,0 513,28 + 47,72°¢ 79,99 + 14,42° 593,28 + 52,46°
NAA 5,0 1316,60 + 183,07° 178,80 + 26,08  1495,40 + 199.79°
7,0 1636,62 + 129,74® 153,39 + 14,13  1790,01 + 136,782
9,0 - 7,20 + 3,96 7,20 + 3,96"
1,0 - 56,40 + 16,77° 56,40 + 16,779
3,0 139,94 + 81,499 136,59 + 24,70° 276,54 + 93,47
IBA 5,0 381,62 +102,46°F 173,79+17,18" 55541 + 111,46°
7,0 829,98 + 156,489 169,39 +18,97° 999,36 + 172,894
9,0 489,85 + 107,58¢ 65,60 + 13,74° 555,44 + 108,11°

Ghi chi: Dau “-“ thé hién khong ghi nhdn si phét sinh phdi soma cia mau L-tTCL.

Cac chir cdi khdc nhau (a, b, ...) trén cing mét cét chi sw sai khdc c6 y nghia thong
ké cuia cac gid tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan’s test). Gia tri thé hién trong bang
la gid trj trung binh + SD (dg léch chuan).
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Cac mau cdy TCL c6 ngudn gdc tir hai nguén mau 14 va cudng la caa cung
mét chdi sam Lang Bian in vitro déu c6 thé dugc sir dung trong nudi cdy phét sinh
phdi soma. Xét trén toan bo chdi thi hé sb hiéu chinh ting truong GCF cua chdi dat
duoc gia tri cao nhit khi cac mau dwoc ciy trong mdi trudng c6 bd sung 7 mg/L NAA
(1790,01) (Bang 3.5). Tuy nhién, mdi loai mau cdy yéu cau loai va nong d6 auxin
khac nhau (7mg/L NAA cho mau ciy L-tTCL va 1 mg/L 2,4-D cho mau ciy P-ITCL).
Do d6, viéc lra chon méi truong thich hop nhat cho ting loai mau s& gilp nang cao
duoc hiéu qua phat sinh phdi soma. Tong hé sé hiéu chinh ting trudng thu duoc tir
mét chdi sdm Lang Bian, bao gom L-tTCL (1636,62 & nghiém thirc bd sung 7,0 mg/L
NAA) va P-ITCL (310,80 ¢ nghiém thirc bd sung 1,0 mg/L 2,4-D), dat duoc cao nhat
1947,42 sau 12 tuan nudi cay.

Vi nhan gidng thdng qua con dudng phét sinh phdi soma st dung k§y thuat
TCL ¢6 hiéu qua cao hon so véi cac ky thuat nudi cdy khac, dic biét Ia thoi gian phat
sinh phdi soma va hiéu qua tai sinh mau. O P. ginseng, mau TCL (0,2 mm) cit tur 14
mam, 14, cuéng 14 va ré phat sinh phdi soma sau 9 tuan nudi cay [200]. Két qua tuong
tu ciing dugc quan sat thiy ¢ P. vietnamensis; mau 14 TCL (kich thudc 10 mm x 10
mm) cho hiéu qua phét sinh phdi soma truc tiép cao sau 10 tuan so véi 12 tuan & mau
14 [38, 49]. Ddi vai qué trinh phat sinh phdi soma gian tiép, mau 14 tTCL cam tng
tao MO seo va tiép sau do 1a phét sinh phdi soma (16 tuan) nhanh hon & mau 14 (18
tuan) [40]. Do d6, vi nhan giéng thdng qua con duong phét sinh phdi soma st dung
k¥ thuat nudi cdy TCL hiéu qua hon so v6i nudi cdy cac mé thuc vat khac. Hau hét
c4c té bao déu tiép xUc vai chat dinh dudng va chét diéu hoa sinh trugng trong moi
treong. Ngoai ra, mac du ty 1é mau phét sinh phdi soma va sé lwong phdi soma trén
mdi mau TCL c6 thé thip hon so v&i cac md thuc vat khéc, tuy nhién, hiéu qua tai
sinh cuia mau TCL cao hon. Vi thé, c6 thé ap dung k§y thuat nudi ciy TCL trong vi
nhan giéng cé4c loai thudc chi Panax.

Ngoai ra, 2,4-D va NAA thudng hay duoc sir dung dé cam tng phat sinh phoi
soma & nhiéu loai thuoc chi Panax bao gom P. quinquefolium [67], P. ginseng [7], P.
vietnamensis [10] véi nong do sir dung phu hop tir 0,5 — 1,0 mg/L. Auxin duoc St
dung & nong do cao gay e ché su phat sinh phdi soma ciing nhu phat trién tiép theo
cua phdi soma [201]. Tuy nhién, & P. ginseng [202] va P. ginseng x P. quinquefolius
[14], 2,0 mg/L 2,4-D la néng d6 t6i uu cho sy phat sinh phdi soma tir cAc mau cay.
Trong nghién ctru nay, 1,0 mg/L 2,4-D kich thich su phéat sinh ph6i soma tir mau cay
P-ITCL hiéu qua hon so v&i cac nghiém thic khéc; trong khi d6, NAA ¢ nong do cao
(7,0 mg/L) cho hiéu qua phat sinh phdi soma so cip tot nhat & mau cay L-tTCL.
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Mot sé nghién ciru d3 chi ra rang viéc két hop auxin va cytokinin mang lai
hiéu qua phat sinh phéi soma cao hon so véi viéc sir dung auxin riéng lé trén cay P.
viethamenis [10]. Tuy nhién, déi véi sam Lang Bian, viéc két hop giita auxin va
cytokinin cho hiéu qua phat sinh phéi soma khéng cao hon so véi nhirng nghiém thurc
sir dung auxin don 1¢ (s6 liéu khdng cong bd). Nhitng két qua nay chung to rang su
dap tng cuia mau véi qua trinh phat sinh phdi soma c6 su khac biét phu thude vao dbi
tuong thuc vat, loai mau, loai va ndng d6 auxin sir dung. Bong thoi, mau 14 L-tTCL
va cudng 14 P-ITCL déu Ia ngudn vat liéu phu hop sir dung cho qua trinh vi nhan
gidng in vitro theo con dudng phat sinh phdi soma.

Bén canh su phat sinh phdi soma, sy phét sinh md seo va ré bat dinh ciing duoc
ghi nhan trén hai loai mau L-tTCL va P-ITCL . Tuong ty nhu cic nghién ctu trén cac
loai thuoc chi Panax nhu P. ginseng, Panax pseudoginseng, P.quinquefolius, P.
vietnamensis [8, 139, 203], 2,4-D cho hiéu qua cam itng mo s¢o cao hon so voi NAA
va IBA véi ndng do thich hop. Bén canh d6, 5 mg/L NAA cho hiéu qua cam ¢ng hinh
thanh ré 13 tot nhat ¢ ca hai nguén mau L-tTCL va P-ITCL. Diéu nay c6 su khac biét
S0 Vi cac loai thudc chi Panax khac, IBA thuong duoc st dung hiéu qua dé cam ¢ng
va nhan nhanh ré véi nong d6 nam trong khoang tir 2 — 7 mg/L [204]. M6 seo va ré
bat dinh ciing 1a nhitng ngudn vat liéu thich hop cd thé sir dung cho nhiing nghién
ctu tiép theo nhur nudi cdy sinh khdi, té bao don, ré nham thu nhan san pham tht cap
c6 hoat tinh sinh hoc trong nhitng nghién ciu tiép theo.

T6m lai, auxin c6 anh hudng dén sy phat sinh phdi soma so cap tir c&c nguon
mau cay L-tTCL va P-ITCL. Di vi mau L-tTCL, sy phat sinh phdi tét nhat ghi nhan
duogc trong moi trudng c6 bd sung 7 mg/L NAA. Bdi voi mau P-ITCL, mdi trudng
bd sung 1 mg/L 2,4-D pht hop cho sy phat sinh phdi soma. Cac phéi soma dugc thu
nhan tir mau L-tTCL va P-ITCL c6 thé dugc s dung 1am nguon nguyén liéu ting
sinh phdi soma thir cap. Bén canh d6, su phat sinh md seo va ré bat dinh ciing dugc
ghi nhan & ca hai loai mau L-tTCL va P-ITCL. Pay ciing la ngudn nguyén liéu phu
hop str dung trong nghién ciru nudi cy sinh khéi thu nhan hoat chat.

3.2.2. Anh hwéng ciia proline, glutamine hodc spermidine dén sw phat sinh phoi
soma so cdp tir cdc méu L-tTCL hodgc P-ITCL

3.2.2.1. Anh huéng cia glutamine, proline hodc Spermidine dén sw phéat sinh phoi
soma so' cdp tir mau L-tTCL in vitro

Acid amin va spermidine lam gia tang hiéu qua cua qua trinh phat sinh va phat
trién phoi soma di duoc ghi nhan & nhiéu ddi tuong thuc vat. Vi vay, trong thi nghiém
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tiép theo ndy, chlng tdi tap trung vao nghién ciru anh huéng cua glutamine, proline
hoic spermidine trong viéc nang cao hiéu qua phat sinh phoi soma so cip sdm Lang
Bian.

Cac mau L-tTCL sdm Lang Bian duoc nudi ciy trong méi truong MS ¢c6 bd
sung 7 mg/L NAA va glutamine hozc proline hoic spermidine & cac nong do khac
nhau. Anh huéng cua glutamine, proline hoic spermidine di vai su phat sinh phdi
soma so cap tir cAc mau L-tTCL sau 12 tuan nudi cay duoc ghi nhan trong Bang 3.6.
Két qua cho thay viéc bd sung 146 mg/L glutamine hiéu qua cho sy phét sinh phoi
soma so cap thé hién ¢ ca ty 16 mau phat sinh phdi soma so cap va sé luong phoi
soma (83,34% va 52,20 phdi/mau) cao hon so v&i nghiém thic ddi ching (76,68%
va 33,40 phdi/mau) va cac nghiém thic khac. Tuy nhién, glutamine & nong do cao
hon (730 va 1022 mg/L) 1am giam dan hiéu qua phat sinh phdi soma. Bén canh do6, &
nghiém thire d6i ching ghi nhan chii yéu md seo va phdi soma hinh cau; trong khi
d6, phéi soma hinh thay 18i, 1a ngudn nguyén liéu thiét yéu cho cac nghién cau vé
phét sinh phdi soma tht cdp, duoc hinh thanh trén méi truong bd sung glutamine
(Hinh 3.5 B).

Trong cac nghiém thirc bo sung proline, su phét sinh phoi soma so Cap tir cac
mau L-tTCL khdng c6 su cai thién dang ké; ty 16 mau phat sinh phoi soma so cap
cling nhu s lugng phdi soma cao nhét chi dat 53,34% va 21,00 phoi/mau & nong do
proline 100 mg/L, thap hon so vé&i ddi ching (twong ung la 76,68% va 33,40
phdi/mau). Proline ¢ ndng d6 300 mg/L va 400 mg/L khong cho thay su cam ung
phat sinh phdi soma so cap (Bang 3.6). Tuy nhién, viéc b6 sung proline & mirc 100 —
200 mg/L da cam ung hinh thanh ph6i soma thuy 161 (Hinh 3.5 C); trong khi d6 ¢
nghiém thtrc d6i chiing chi quan séat thay md seo ¢ kha ning phat sinh phoi soma so
cap va phdi soma dang hinh cau (Bang 3.6).

Sau 12 tuan nudi cdy trén moi trudng bd sung spermidine, két qua cho thay
spermidine & ndng do thap (1,5 — 7,5 mg/L) c6 tac dung tich cuc d6i véi sy phét sinh
phoi soma so cp tir mau ciy L-tTCL, trong khi st dung ¢ ndng d6 cao, ching lai c6
tac dung wc ché hinh thanh phdi soma (Bang 3.6). Hon nita, phoi soma dugc quan sat
thiy & cac dang hinh cau, tim, hinh thuy 16i va Ia mam trong tat ca cac nghiém thuc
b sung spermidine (Hinh 3.5 D) véi két qua cao nhat & nghiém thic bo sung 1,5
mg/L spermidine, ty 16 mau phat sinh phoi soma so cap va sé phdi soma lan luot 1a
93,32% va 54,20 phdi/mau, phdi soma chii yéu & giai doan thuy 16i va 14 mam (Hinh
3.5D). Hé s6 tai sinh phoi soma ciing cho két qua twong ty, GCF cao nhat thu duoc ¢
nghiém thtc bd sung 1,5 mg/L spermidine (Hinh 3.8).
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Bang 3.6. So sénh hiéu qua phat sinh phéi soma so cp tir mau cdy L-tTCL nudi ciy
trong méi trudng c6 bd sung glutamine, proline hoic spermidine sau 12 tuan nudi ciy

, s . Ty 1¢ miu phat S6 phoi o
Nghiém Nong do Hinh thai
o sinh phdi soma so soma N
thirc (mg/L) £ 0 i phdi soma
cap (%) (Phéi/ miu)
Dbi chimg 0 76,68 + 14,88P 33,40 + 4,67¢ Hinh ciu
146 83,34 + 16,65 5220 +526°
438 83,32 +11,77% 22,60+ 4,67¢
Glutamine
f \
730 60,02+9,15° 1260207 | ou s tim
1022 56,68 +9,15% 1040+ 207¢f  vathayloi
100 53,34 + 7,47 21,00 + 4,06¢
200 29,98 + 7,42¢ 14,60 + 3,65°
Proline
300 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,009 -
400 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,009 -
1,5 93,32 + 9,152 54,20 + 4,442
75 8000 + 13,02 3860 +343> Hinhcau, tim,
Spermidine thuy 16i va
15 60,02 + 9,15¢ 8,60 + 1,14 14 mam
30 43,32 + 14,94% 3,40 + 0,899
Ghi cht: Ddu “-“ thé hién khdng ghi nhén si phat sinh phdi soma cia mau L-tTCL.

Céc chir cai khac nhau (a, b, ...) trén ciing mét cét chi su sai khdc ¢é ¥ nghia thong
ké cuia céc gid tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan’s test). Gia tri thé hién trong bang
la gid trj trung binh + SD (d¢ léch chuan).
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Hinh 3.5. Su phat sinh ph6i soma so cAp tir mau L-tTCL sdm Lang Bian sau 12 tuan
nudi cay trén cac moi trudng khac nhau (Thude do: 1 mm). A. Béi ching; B. 146
mg/L glutamine; C. 100 mg/L proline; D. 1,5 mg/L spermidine

3.2.2.2. Anh huéng ciia glutamine, proline hodc spermidine dén sy phat sinh phoi
soma so cdp tir mau P-ITCL in vitro

Cac mau ciy P-ITCL duoc nudi cay trong moi trudng MS cd bo sung 1 mg/L
2,4-D va glutamin hozc proline hoic spermidine & cac nong do khac nhau nham muc
tiéu danh gia anh huéng cua ching dén kha ning phat sinh phoi. Tir dé, xac dinh
duoc loai va ham lwong chét bo sung phu hop dé nang cao hiéu qua phat sinh phai.
Déi véi cac mau P-ITCL, viéc bo sung glutamine va proline khdng ¢é hiéu qua tich
cuc trong su phat sinh phdi soma, dan dén sé phéi soma hinh thanh trén méi mau cay
thap hon so véi ddi chung. Cu thé, khi ndng do glutamine tang 1én 1022 mg/L, ty Ié
mau phat sinh phoi soma so cap va s6 lwong phéi soma lan luot chi 1a 43,32% va
18,20 phoi/mau (Bang 3.7 va Hinh 3.6 B). Mic du ty 1& mau phat sinh phoi soma so
cap va s6 phdi soma hinh thanh cao nhét twong tng la 79,98% va 42,00 phoi
soma/mau khi mau duoc cdy trong méi trudng bo sung 100 mg/L proline, tuy nhién,
cac chi tiéu nay van thap hon so véi d6i chung (twong tng la 93,32% va 54,20
phdi/mau). Thém vao d6, cac mau P-ITCL hinh thanh chu yéu phdi soma dang hinh
cau, hinh tim va hinh thuy 18i trén méi truong bo sung tir 146 dén 438 g/L glutamine
(Hinh 3.6 B). Trong trudng hop tiép tuc gia ting ham luong glutamine 1én dén 730 —
1022 mg/L chi ghi nhan phéi soma & dang hinh cau. Déi véi nghiém thire bo sung
proline, phdi soma cha yéu dang hinh cau va hinh tim (Hinh 3.6 C) duoc hinh thanh
trong moi truong ¢ bo sung 100 mg/L proline; trong khi 6 & nghiém thire dbi chiing
va cac nghiém thirc bo sung proline véi nong do tir 200 — 400 mg/L chi quan sét thay
mo seo0 ¢ kha niang phat sinh phdi soma so cap va phdi soma dang hinh cau. Nhin
chung, nong do proline cang cao thi hiéu qua phat sinh phdi soma so cap thu duoc
cang thap (Bang 3.7 va Hinh 3.6 C).
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Bang 3.7. So sanh hiéu qua phat sinh phdi soma so cap tir mau cdy P-ITCL nudi cy
trong méi trudng c6 bd sung glutamine, proline hoic spermidine sau 12 tuan nudi cy

Ty 1&¢ miu phat

Nghiém Nong do <inh bhéi soma S6 phoi soma Hinh thai phoi
thirc (mg/L) pk (%) (Phédi/mau) soma
so’ cap (Y0
Dbi chimg 0 93,32 + 9,15? 54,20 + 4,27° Hinh cau
146 73,34 + 9,09¢ 35,00 + 5,48¢ Hinh cu, tim,
438 63,36 + 7,47 34,60 + 4,22¢ thay 16i
Glutamine
730 53,34 + 7,47% 23,00 + 8,37¢
Hinh ciu
1022 43,32 +9,15¢ 18,20 + 5,07¢
100 79,98 + 7,42P 42,00 + 8,60¢ Hinh ciu, tim
200 73,34 + 9,09° 29,80 + 6,149
Proline
300 60,02 + 9,15¢ 19,60 + 3,78¢f Hinh ciu
400 56,68 + 9,15¢ 13,40 + 4,22f
1,5 96,66 + 7,472 68,80 + 2,952
b \
spermidine 7,5 93,32 + 9,15° 60,40 + 5,13 Hinh cau, tim, thay
15 79.08+7420  46.40+297c  10ivacdlamam
30 76,66 + 9,09 15,20 + 3,11f

Ghi cha: Cac chiz cdi khac nhau (a, b, ...) trén ciing mot cot chi Sy sai khac co y nghia
thong ké cua cac gid tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan'’s test). Gia trj thé hién trong

bang 1a gia tri trung binh + SD (&4 léch chudn).

Phoi soma duoc quan sét thiy ¢ cac dang hinh cau, hinh tim, hinh thay 16i va

l& mam trong tat ca cac nghiém thirc bd sung spermidine, trong do, phdi soma cha
yéu & hai giai doan hinh thay 16i va c6 14 mam (Hinh 3.6 D). Ty Ié mau phat sinh phdi
soma so cap (96,66%) ciing nhu sb lwong phdi soma hinh thanh (68,80 ph6i/mau) cao
nhat duoc ghi nhan khi mau P-ITCL duoc ciy trén moi truong bd sung 1,5 mg/L
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spermidine, khac biét c6 ¥ nghia théng ké so véi cac nghiém thuc khéc (Bang 3.7
Hinh 3.6 D). Tuong tu mau L-tTCL, P-ITCL cho kha ning tao ph6i soma thip nhit
khi ting ndng do spermidine bé sung 1én dén 30 mg/L (76,66% va 15,20 phdi/mau).
Bén canh do, hé sb hiéu chinh ting trudng ciing cho két qua twong tu (Hinh 3.8).

Glutamine 12 mot trong nhitng acid amin thuong duoc sir dung 1am ngudn ning

lrong cho té bao, dic biét 1a cac té bao dang phan chia véi toe do cao trong nudi ciy
in vitro. Glutamine rat can thiét trong qua trinh cam ng phat sinh phoi soma so cip
va truong thanh phdi soma vi n6 cung cap ngudn nito cho qua trinh tong hop protein
va acid nucleic. Hon nita, glutamine duoc st dung lam nguyén liéu dé tong hop céc
amino acid khéac va hoat dong nhu mét chat chuyén hda van chuyén nito. Hon nifa,
glutamine déng maot vai trd quan trong trong su tang truéng, phét trién, thich nghi va
dap &ng vai stress cia moi truong [205].

Hinh 3.6. Su phat sinh ph6i soma so cip tir mau P-ITCL sam Lang Bian sau 12 tuan
nudi cay trén cac moi truong khac nhau (Thude do: 1 mm) A. Béi chung; B. 146
mg/L glutamine; C. 100 mg/L proline; D. 1,5 mg/L spermidine

Hinh 3.7. Cac giai doan phat trién trong qua trinh phat sinh phdi soma so cap sam
Lang Bian (Thudc do: 1 mm) A. Phdi soma hinh cau; B. Phdi soma hinh thuy 16i; C.
Ph6i soma c6 14 mam

Hi¢u qua cua glutamine trong vié¢c cai thién sy cam tng phat sinh va truong
thanh cta phoi soma ciing da duoc ching minh & nhiéu déi tuong thuc vat. Theo Rai
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va cong su (2009), bd sung 100 mg/L glutamine lam gia tang ty 1& truong thanh cua
phbi soma Psidium guajava [206]. Ngoai ra, glutamine cling da dugc chirng minh la
c6 anh hudng tich cuc dén su phét sinh phdi soma Musa spp., Quercus suber L. [207].
O su phét sinh phdi soma Musa spp., Grand Naine va Rasthali, Nandhakumar va cong
sir (2018) cho rang glutamine (400 mg/L) di ting cudng dang ké su phat sinh phoi
soma so c4p (lan luot 12 1680 va 1850 phdi) va thir cap (twong wng 1a 3597 va 3270
phdi) so véi cac nghiém thirc bo sung acid amin khac va cao hon so voi méi truong
bd sung proline [208].

Rahmouni (2020) da nghién cttu anh huong cuaa 19 loai acid amin khac nhau
dén sy hinh thanh phdi soma thir cip ¢ Quercus suber L., tdy thudc vao nong do va
loai acid amin cho hiéu qua tao phdi soma khac nhau. Glutamine & nong d6 500 mg/L
cho hiéu qua phat sinh ph6i soma tot nhat va kich thich hinh thanh phéi soma thi cap;
ty 1& phat sinh phdi soma thtr cap 1a 79,97% va 11,5 phéi/mau duoc hinh thanh tir
phoi soma so cap [207]. Ngoai viéc ting hiéu qua phat sinh va truéng thanh phoi
soma, viéc bd sung glutamine (500 mg/L) vao méi trudng nudi cay con gidp giam ty
1& phoi soma bat thuong [207]. Twong tu, Rathore va cong su (2012) cho rang viéc
b sung glutamine (2192 mg/L) vao mdi truong nudi ciy da kich thich su truong
thanh cua phdi soma Acacia senegal va giam ty 1é phdi soma bat thuong [209]. Tuy
nhién, tiy theo loai thyc vat nghién cru ma nhu cau vé glutamine s& khac nhau.

Mt khac, viéc bd sung acid amin vao méi trudng nudi cay co thé thac day
hoic ¢ ché su phét sinh va tai sinh cta cay con tir phoi soma, tly thudc vao loai va
ndng d6 st dung cho ting loai thuc vat. Pintos va cong su (2010) di nghién ciru anh
huong cia cac acid amin (aspargine, arginine va glutamine) ddi v&i sy phét sinh phoi
soma Quercus suber. C4c tac gia nhan thay, mac du su két hop cua 3 acid amin nay
kich thich sy phat sinh phdi soma nhung hiéu qua khong khéc biét so véi dbi ching
[210]. Twong tu, glutamine Iam giam s6 lugng phdi soma va ty 1 hinh thanh phoi
soma thir cap ciia Quercus ilex [97]. Két qua cua chung tdi ciing cho thay rang viéc
tang nong do glutamine 1én 730 — 1022 mg/L da wc ché sy phat sinh phdi soma cua
cac mau L-tTCL va P-ITCL sam Lang Bian.

Nhu vay, glutamine dong mdt vai tro quan trong trong su phat sinh phéi soma
cua nhiéu dbi trong thuc vat. Ching duoc sir dung nhe mot ngudn nito bod sung cho
su phat trién cia mau cdy. Trong mot sé truong hop, nhd tac dung kich thich ting
truong, glutamine cling duoc sir dung 1am ngudn cung cap nito duy nhat trong moi
truong nudi cay. Tuy nhién, nhu cau vé ham luong glutamine phy thudc vao gidng
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cay trong. Trong nghién ciru nay, glutamine khong co tac dong tich cuc dén su phat
sinh phoi soma so cip sdm Lang Bian.

Mau L-tTCL
200 -

151,28a

160 -
130,01b
120 -
92,31c

77,61

g0 4 "2°
55,90d
33,608
40 - 22,90ef 15,415
gh
17,60efg [7] 13,39fgh 00,00h 46001
0,00h
. '
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100,90 111,09¢
100 - 76,20d
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S0 I I 24 20e e22 30e 35.10e
0
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DPoi Glutamine (mg/L) Proline (mg/L) Spermidine (mg/L)
chirn
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Hinh 3.8. Hé sé hiéu chinh ting truéng (GCF) cia mau L-tTCL va P-ITCL nudi cy
trén méi trudng bd sung glutamine, proline hodc spermidine sau 12 tuan nudi cy
Proline 1a mét trong nhirng nguon nito khir thiét yéu duoc chuyén héa va hap
thu rat nhanh trong té bao; n6 khong gay doc ma thic ddy sy ting truéng té bao trong
qua trinh nudi cay [211]. Tang cuong tong hop proline c6 tac dung cai thién hoat
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dong cua con duong pentose phosphate oxy hoa. Qua do, gia tang su phan chia va
biét hoa té bao. Bong thai, viéc kich hoat con dudng pentose phosphate lién két véi
proline dong mot vai tro tich cuc trong qua trinh phat sinh phéi soma théng qua viéc
tang cuong sinh tong hop cytokinin, auxin va phenolic ndi sinh can thiét cho qué trinh
phat sinh phoi soma [212].

Proline duoc bo sung riéng 1é hoic két hop vai cac amino acid khac trong moi
treong nudi cay véi ndng do thich hop cé tac dung thuc day su ting truong cua té bao
va su phét sinh phdi soma. Proline con c6 chic nang bao vé enzyme khoi su phan
haty, kiém soat nong do acid trong bao twong [213]. Ngoai ra, proline con cé vai trd
tich cuc trong viéc ting ham lwgng protein trong té bao c6 kha nang phét sinh phoi
soma. Sy hién dién cua proline trong méi trudng 1am giam thé nudc cua moi trudng
nudi ciy, lam tang ndng d6 cac chat tich lity trong té bao, va do d6 thuc day su phét
sinh ph6i soma [214]. Két qua nghién ciu cho thdy, tac dong cua proline dén qué
trinh phat sinh phdi soma khac nhau d6i véi ting loai thuc vat. Déi véi sdm Lang
Bian, hiéu qua caa proline trong su phat sinh phoi soma so cap khdng cao & cac mau
P-ITCL thé hién qua ty 16 mau phat sinh phdi soma so cap va s luong phéi soma
hinh thanh trén m&i mau ciy. Trong khi d6, & cAc mau cdy L-tTCL, mac di ty 1é mau
phat sinh phoi soma so cap va sb phoi soma khong cao nhung chat lwong phoi vuot
troi so véi déi ching khi bo sung 100 — 200 mg/L proline vao mdi trudng nudi cay.

Téc dung cua proline ddi véi sy phét sinh phdi soma da duoc nghién cau trén
nhiéu ddi twong thuc vat nhu sim Ngoc Linh [95], tulip [215]. Gerdakaneh va cong
s (2011) d bao céo rang proline & néng do 100 mg/L c6 tac dung dang ké hon
glutamine trong viéc phat sinh va phéat trién phdi soma ¢ dau tay. Nghién ciu cho
rang tac dung tich cuc cua proline ddi véi qua trinh phat sinh phdi soma c6 thé 1a do
acid amin nay tham gia vao mét sé con dudng truyén tin hiéu trong té bao [216].
Tuong tu, trong vi nhan gidng hoa tulip, Podwyszynska va Marasek-Ciolakowska
(2020) d3 bao cio su ting sinh md seo va phat sinh phdi soma tét nhat khi cac mau
ciy duoc nudi cay trén moi truong bd sung 0,01 mg/L 2,4-D don 1¢ hoic két hop voi
TDZ hoic BA, va 100 mg/L proline c6 thé thu dugc trung binh tir 30 ¢én 55 phdi/100
mg mo seo [215]. Tuy nhién, d5i vdi mot s6 loai thue vat khéc thi can nong do proline
cao hon cho sy phét sinh phdi soma, chang han proline & ndng d6 300 mg/L phu hop
véi sam Ngoc Linh [95] va 500 mg/L phu hop phat sinh ph6i soma dau tay [96]. Tuy
nhién, v&i sam Lang Bian, sy c6 mit cua proline trong méi truong nudi cay anh huong
tiéu cuc dén su phét sinh phdi soma.
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Polyamine déng mét vai trd quan trong trong qué trinh phan chia té bao, biét
hoa, 6n dinh mang té bao va sao chép DNA. Polyamine di dugc b4o céo 1a c6 lién
quan dén c&c qua trinh phat trién cua thyc vat nhu ting trudng, 130 hoa va phan ¢ng
Véi stress. Hon nira, polyamine con kich thich qua trinh tdng hop va/hoic kich hoat
cac hormone néi sinh va téng hop protein. Mt khéc, tac dong cia polyamine dbi voi
sur phét trién cua thuc vat duoc diéu hoa théng qua qua trinh diéu hoa biéu hién gen,
thay d6i cau trdc, tinh linh dong cia mang té bao, phién ma va dich ma. Cation amine
cuia polyamine c6 thé lién két vai cac anion trong nhém phosphate cia DNA hoac
RNA va nhém carboxyl cua protein trén mang té bao, do d6 dam bao tinh linh hoat
cta mang [217].

Vai tro cua polyamine trong qua trinh phat sinh phdi soma ¢ cac loai thyc vat
khac nhau da dugc nghién ciu. Nghién ciu cia Nhyt va cong su (2012) cho thay viéc
bo sung 15 mg/L spermidine vao méi trudng nudi cdy lam ting ty 1é mau phat sinh
phdi soma ciing nhu sé lwgng phdi soma hinh thanh trén mdi mau ciy ¢ sam Ngoc
Linh [95]. Takeda va cong su (2002) da bao cao rang viéc bd sung polyamine ngoai
sinh vao méi trudng nudi cay té bao, md thuc vat co thé thuc day qua trinh tao phoi
soma bing cach thay ddi ham lwong hormone noi sinh va viéc bo sung chat wc ché
tong hop polyamine dan dén tri hodn hoic wc ché qua trinh tao phdi soma [218].
Ngoai ra, Kadioglu va cong su (2002) cho rang c6 thé giam ndng do ethylene khong
mong mudn va tang sy phat trién caa mo thyc vat bang cach bd sung polyamine ngoai
sinh [219].

Trong nghién ciru su phéat sinh ph6i soma ctia Agave angustifolia, EIbl va cong
sur (2015) cho rang, su phét sinh ph6i soma hinh cau cua A. angustifolia dugc danh
diu bang su gia ting téc do phan chia va biét hoa té bao, sy biéu hién cua cac gen
lién quan dén sinh téng hop carbohydrate va stress oxy héa. Sau d6, qua trinh phét
trién phdi soma tir dang hinh cau sang cay con xay ra mot loat cac bién doi sinh Iy va
sinh hda trong té bao. Trong qua trinh hinh thanh va phét trién phdi soma, ham luong
ctiia mot so polyamine noi sinh thay doi tiy theo giai doan ciia qua trinh phat sinh
phdi soma [220]. Két qua nghién ciru thu duoc cho thay, spermidine c6 tac dong tich
cuc dén su phat sinh phdi soma so cip ¢ ca hai loai mau cay L-tTCL va P-ITCL sam
Lang Bian in vitro & nong d6 t6i uu 1,5 mg/L.

3.2.2.3. Anh huéng ciia glutamine, proline hodc spermidine doi véi hoat tinh ciia cdc
enzyme chong oxy héa

Két qua nghién cau cho thay glutamine, proline hodc spermidine khi dugc sir
dung & nong do thich hop déu co tac dung kich thich sy phat sinh phdi soma tir cac
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ngudn mau L-tTCL hoic P-ITCL. Theo mét s6 nghién ctru da duogc cong bé, proline,
glutamine va polyamine c6 vai tro bao vé thuc vat dap ung lai vai cac tac nhan gay
stress khac nhau. Dé hiéu rd dugc tac dong bao vé cua ching di voi thuc vat, cu thé
la sy phéat sinh phdi soma tir cdc nguon mau cdy khac nhau, ching téi sir dung cac
nghiém thtic cho hiéu qua phat sinh phdi soma tét nhat ddi véi ca hai nguén mau L-
tTCL hoac P-ITCL (twong tng 146 mg/L glutamine, 100 mg/L proline va 1,5 mg/L
spermidine) dé nghién ctu so sanh anh huéng cua chung dbi véi hoat tinh cua cac
enzyme chéng oxy hoa so va su khéc biét so véi ddi chung.

Hoat tinh SOD, CAT va APX cua phdi soma sam Lang Bian thu dugc tir cac
mau L-tTCL va P-ITCL sau 12 tuan nudi cay duoc ghi nhan trong Bang 3.8 va 3.9.
Déi véi mau L-tTCL, hoat tinh cta cac enzyme chdng oxy hoa, bao gém SOD, CAT
va APX, trong nghiém thirc nudi cdy phdi soma trén méi trudong bd sung 1,5 mg/L
spermidine cao hon déng ké so vai nghiém thic bo sung 100 mg/L proline va 146
mg/L glutamine. Hoat tinh caa SOD va CAT trong nghiém thuc bo sung 146 mg/L
glutamine (186,89 U/g, 1145,52 U/g) va 100 mg/L proline (136,46 U/g; 930,22 U/qg),
thip hon nhiéu so vé&i nghiém thirc d6i chitng (238,26 U/g), 1490,09 U/g); tuy nhién,
két qua nguoc lai da dugc ghi nhan ddi véi hoat tinh APX, glutamine va proline cho
hoat tinh APX cao hon (Bang 3.8).

Bang 3.8. Anh hudng cua glutamine, proline hoic spermidine dén hoat tinh SOD,
CAT va APX trong mau L-tTCL sau 12 tuan nudi cy

Nghiém thirc SOD (U/g) CAT (U/g) APX (U/g)

Déi ching 238,26 + 3,68"  1490,09 +7,35° 0,26 + 0,05¢
146 mg/L Glutamine 186,89 + 1,47° 114552 +3,41°¢ 2,65+ 0,04
100 mg/L Proline 136,46 + 1,279 930,22 + 1,28¢ 1,78 + 0,04°

1,5 mg/L Spermidine 355,10 £ 10,872 2047,87 £13,76* 3,18 +£0,15%

Ghi chu: Cac chir cdi khdac nhau (a, b, ...) trén cung mot cot chi sy sai khdc co y nghia
thong ké cia cac gid tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan'’s test). Gia trj thé hién trong
bang 1a gia tri trung binh + SD (&6 léch chudn).

Trong cac mau P-ITCL, viéc bd sung 1,5 mg/L spermidine ciing cho cac gia
tri SOD, CAT va APX cao nhat so véi tat ca cac nghiém thicc con lai. Tuy nhién,
trong loai mau cdy nay, viéc bd sung proline c6 thé ting cudng hoat tinh cia SOD va
APX.
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Céc dang oxi hoat hoa (reactive oxygen species — ROS), mét san pham cua
qua trinh trao ddi chat, bao gom cac gdc tu do va mot sb phan tir c6 chira nguyén tu
oxi trong ciu tric. Cac ROS ndi sinh dugc chuyén hoa tir cac gdc tr do anion
superoxide. Géc ty do anion superoxide duoc hinh thanh cha yéu théng qua hé
enzyme NADPH oxidases (NOXs), xanthine oxidase (XO) va chudi truyén dién tir ty
thé. Do chlng c6 chta electron ty do nén ching ¢ kha ning tham gia phan ung rat
manh. Sinh tong hop ROS thudng gan lién véi mot s6 phan ¢ng quan trong cua thyc
vat nhu dan truyén tin hiéu té bao, can bang noi mdi, kich hoat sy biéu hién gen va
protein c6 chic nang bao vé va phat sinh hinh thai thuc vat. Mot sé nghién ciu trén
cac dbi tugng thuc vat nhu Oldenlandia umbellate [221] va Cyathea Delgadii [222]
bao céo rang ROS c¢6 vai trd quan trong ¢ giai doan dau cua qué trinh phat sinh phdi
soma va dugc dic trung boi viéc cam Gmg cac gen lién quan dén stress. Tuy nhién,
ROS néu dugc tong hop va tich liiy & ndng do cao ciing c6 tac dong gay doc ddi véi
té bao, tham chi gay chét té bao [223].

Bang 3.9. Anh huong cua glutamine, proline hoic spermidine dén hoat tinh SOD,
CAT va APX trong mau ciy P-ITCL sau 12 tuan nudi ciy

Nghiém thirc SOD (U/g) CAT (Ulg) APX (U/g)

Déi chiing 120,56 + 1,319 1004,57 + 2,95¢ 0,37 +£0,02¢
146 mg/L Glutamine 181,60 +2,73>  1183,11 + 7,39° 2,50 + 0,05°
100 mg/L Proline 151,81 + 1,09° 689,20 + 6,68 1,64 £ 0,06°

1,5 mg/L Spermidine 208,19 + 2,16* 1794,30 + 16,202 2,87 £0,03?

Ghi chu: Cdc chir cai khac nhau (a, b, ...) trén cung mot cot chi sw sai khdc co y nghia
théng ké ciia cdc gid tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan’s test). Gid tri thé hién trong
bang la gid tri trung binh + SD (d6 léch chudan).

Thuc vat 12 nhitng sinh vat nhay cam, thuong xuyén phai ¢i mat véi nhiéu
stress phi sinh hoc va sinh hoc nhu nhiém doc kim loai niang, han han, nhiém man va
nhiét d6 (thap va cao) trong sudt chu trinh séng. Sy can bang giita san xuat va loai bo
cac oxy hoat héa (ROS) bi xao tron dudi nhitng tac dong stress nay. Stress oxy héa
lam ton thuong cac phan tir sinh hoc (DNA, lipid va protein), 1am réi loan tinh thim
ctia mang té bao, cudi cling din dén chét té bao. Dé ton tai dudi diéu kién stress oxy
hoa, thuc vat di thich nghi théng qua nhiéu phuong thirc khac nhau, bao gém tich liy
cac chat chuyén hoa co vai trd bao vé. Cac chat chéng oxi hda bao gdom cac phan tu
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6n dinh, c6 tc dung lam giam hozic mat kha ning gay hai cua ROS dén té bao thuc
vat bang cach nhan hoic nhuong electron cho cac gbc tu do va trung hoa ching. Céc
t6n thuong oxy héa cé thé dugc han ché théng qua hai cach truc tiép hoic gian tiép.
Theo phuong thirc truc tiép, cac chit chdng oxi héa phan tng véi cac ROS, ching
han nhu tao phac 1dm mat kha ning xtc tac cua cac kim loai chuyén dién tir. Do do,
lam giam su hinh thanh sb luong gbc oxy hoat héa. Theo phwong thirc gian tiép, tc
ché hoat dong tao ra ROS (NAD(P)H oxidase va xanthine oxidase) hoic ting cuong
biéu hién céc enzyme chdng oxi héa nhu superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) va ascorbate peroxidase (APX) [223]. Cac enzyme nay vira cé vai tro duy tri
su sinh tong hop ROS gilp thuc vat ton tai trong nhitng diéu kién méi trudng bt loi,
vira c6 tac dung kiém soat va giam thiéu tac dong gy doc caa ROS ddi véi hoat dong
séng cua té bao. Trong d6, (1) SOD la enzyme chuyén hda cac goc tu do superoxide
thanh H202 va O. Chung thudng hoat dong trong té bao chat, luc lap, ty thé va
peroxisome. Trong trueong hop ham lugng cac goc tu do superoxide thap thi hoat do
ctua SOD ciing giam nhanh; (2) CAT cé chirc nang phan giai H.O> thanh H20 va O..
CAT thuong hoat dong trong peroxisome, glyoxysome, ty thé; (3) APX xuc tac phan
giai H20, thanh H,0 va O, sir dung ascorbate 1am chat cho dién tir. Enzyme nay c6
trong té bao chat, mang thylakoid cua luc lap, mang peroxisome va ty thé. Vai tro
chinh caa APX 13 loai bo H202 khi ving mat CAT [224]. Mot sé nhém chat chuyén
hoa bao gom proline, glutamine va polyamine, tir 1au da duoc cho 1a ¢6 vai trd bao
vé dudi tac dong dudi cac didu kién stress khac nhau, bao gdm ca stress oxy hda,
bang céach duy tri cac chirc ning va cau trdc cua té bao dap wng vai stress oxy hoa.

Hau hét thyc vat str dung nito vo co bao gdm nitrate va amonium 1am ngudn
nito chinh. Nitrate hap thu tir méi truong bén ngoai bi khir thanh nitrite nho nitrate
reductase. Nitrite rat doc ddi véi té bao thuc vat nén ching nhanh chéng bi khir thanh
amonium dudi xUc tac nitrite reductase. Amonium ¢ nguén goc tir nitrat hoic duoc
hap thu truc tiép tr moi truong bén ngoai duoc déng hoda thanh glutamine va
glutamate thong qua chu trinh glutamine synthetase (GS)/glutamineoxoglutarate
aminotransferase (GOGAT) [225]. Ngoai ra, thuc vat ciing c¢6 thé hap thu truc tiép
c4c acid amin, cu thé 1a glutamine dé hd tro su sinh truéng va phat trién caa ching.
Glutamine duoc hap thu vao té bao thyc vat thdng qua cac chat van chuyén acid amin
va dong vai tro nhu 1a ngudn nito quan trong cho su ting trudng va phat trién cua
thuc vat. Glutamine ¢6 vai trd quan trong trong qué trinh sinh tong hop protein va
nucleotide, 14 ngudn cung cip amino chinh dé tong hop acid amin va cac hop chat
chira nito khic trong thyc vat. Bén canh vai tro trong dinh dudng va trao doi cht,
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glutamine con c6 chirc nang nhu mot phan tir truyén tin hiéu lién quan dén diéu hoa
trao ddi chat [226].

Ngoai ra, glutamine con anh huéng dén sy biéu hién cia mét s6 gen quan trong
lién quan dén phan tng stress. Tac dong cua glutamine Ién biéu hién gen c6 thé xay
ra do tac dong truc tiép cua glutamine hoic théng qua cac san pham chuyén hoa
glutamine. Khi ham lwong glutamine néi sinh bén trong té bao gia ting s& anh hudng
dén trang thai oxy hoa khtr cua té bao, tir d6 gay ra sy biéu hién cua cac gen phan tng
V6i stress. Hon nira, glutamine c6 thé khuéch dai tin hiéu va twong tac véi céc con
duong truyén tin hiéu khac dé diéu chinh sy phat trién cua thuc vat va phan ang véi
stress [227]. Ngoai ra, glutamine c6 thé lién quan dén viéc giam tac hai cua ROS
thong qua con duong tong hop proline [228]. Nhu vay, glutamine c6 thé déng vai tro
la chat dinh dudng dé hd tro su ting trueang va phat trién cua thuc vat, ching ciing 13
tac nhan gy stress dé tao ra phan ang phong vé & thuc vat.

Proline c6 vai tro quan trong giup thuc vat chdng chiu vai nhirng diéu kién bat
loi cua méi truedng thong qua diéu chinh &p suat tham thau, chéng oxy hoa, cung cap
ning luong va dong vai trd nhu mot phan ti tin hiéu. Tac dong chéng oxy hda cua
proline thé hién qua viéc bao vé protein va mang té bao khoi su ton thuong bang cach
lam bat hoat cac nhom hydroxyl va cac chat phan ang manh khéc trong ti thé va luc
lap duoc tao ra trong nhimg diéu kién stress. Proline két hop véi goc hydroxyl ty do
dé hinh thanh céc gbc tu do 6n dinh hon. Ching han nhu proline twong tac véi goc
hydroxyl tu do va bi oxy hoa dén 5-hydroxyl proline hoic semialdehyde glutamate
hay theo nhanh r& ti glutamate gop phan loai bo duoc gbc oxy hoat hda nay [229].
Bén canh do, proline d& dang tao phuc van chuyén véi oxy singlet, qua d6 lam giam
ning luong hoat dong cua né. Do do, proline c6 tc dung bao vé cho cac hop chat
amin trong lyc lap. Ngoai ra, proline con gilp duy tri trang thai can bang
NADPH/NADP* gilip on dinh trang thai oxy héa khir va ngin ngira su ton thuong bo
may quang hop. Trong giai doan stress, proline déng vai tro nhu 1a nguén cung cap
nang luong va duong luong khir, ngan ngira su mat hoat tinh cua cac dai phan tir, gop
phan bao vé toan ven cau triic mang. Trong giai doan phuc hoi sau stress, proline c6
vai tro nhu ngudn bé sung ning luong, nguon nito hitu co va cac hop chat khir tham
gia vao qua trinh stra chira.

Do d6, viéc bd sung proline vao trong méi trudng nudi cay gilp thuc vat dap
rng lai voi cac diéu kién bét lgi ciia méi truong. Tuy nhién, hoat tinh cua cac enzyme
chéng oxy hda khong chi phu thuéc vao mic do stress ma con phu thudc vao ting
d6i twong thyuc vat va ham lugng proline bo sung [230]. Su gia tang hoat dong APX
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d3 duoc quan sat thay & mia khi sir dung proline & ndng d6 2300 mg/L proline [231].
Nguoc lai, Kibria et al. (2016) cho thiy rang sir dung 2875 va 5750 mg/L proline
ngoai sinh lam giam hoat dong APX & Triticum aestivum [232].

Trong nghién ctu phét sinh phéi sam Lang Bian, d6i véi mau cay L-tTCL,
hoat tinh SOD va CAT trong nghiém thirc bd sung proline thap hon so véi déi ching
cd thé 1a do kha ning bat hoat cac nhdm hydroxyl va cac chit phan ¢tng manh khac
ctia proline dé hinh thanh céc gbc tu do 6n dinh hon. Trong khi d6, SOD thudng duoc
tang cudng tong hop khi ham luong cac goc ty do superoxide cao. Tiép theo d6, anh
huong t6i su tong hop CAT véi vai tro phan giai H.02 thanh H20 va Oz (san pham
ctia qué trinh chuyén hoéa cac géc tu do superoxide thanh H202 va O, dudi x(c tac
cua enzyme SOD). i véi mau P-ITCL, proline ting cudng hoat tinh SOD s0 V6i
d6i chtrng gilp chuyén hda hiéu qua hon superoxide thanh H,0p, trudc khi tiép tuc
phén giai thanh H.O> va O dudi xUc tac cua APX.

Polyamine diéu hoa hoat tinh enzyme oxy héa ROS dé can bang noi méi thong
qua vai tro (truc tiép hoac gian tiép) diéu chinh hé théng enzyme chéng oxy hoa hoic
ngan chin san xuat enzyme chéng oxy héa ROS. Thuc vat tong hop cac chat chuyén
hoéa va cac phan tr nhu polyamine va H,O, dé dap ung lai stress oxy hoa. Ngoai ra,
polyamine con cé tac dung giam stress oxy héa. Thuc vat phan (ng vai stress oxy
hoa thong qua cac con dudng chdng oxy héa enzyme va phi enzyme [233]. Vi vay,
viéc bd sung polyamine vao méi truong nudi cay gilp miu ciy tong hop nhiéu
enzyme chéng oxy hoa hon, tir 46 giup mau cdy han ché cac tac dong bt loi do stress
oxy hoa gay ra. Hon nita, mot nghién citu gan day cua Zhong va cong su (2020) cho
thdy su tich lily polyamine dong mot vai trd quan trong & cay ca chua sinh truong
trong diéu Kkién stress man. Ho phat hién ra rang su tich liiy polyamine giup giam
thiéu thiét hai do stress oxy hoa gay ra cho té bao thuc vat thong qua lién két chéo
giita polyamine va cac enzyme chdng oxy hoa; Nghién ctu ciing chitng minh rang
viéc bo sung spermidine vao trong méi truong nudi cay cdy ca chua lam ting biéu
hién cuia cac enzyme chéng oxy hoa nhu SOD, CAT va APX, cai thién su ting truong
va ning suat cua cdy trong dudi diéu kién stress man [234]. Trong nghién ciu nay,
viéc b6 sung 1,5 mg/L spermidine vao méi trudng nudi cay da giap phoi soma sam
Lang Bian tong hop duoc nhiéu enzyme chong oxy hoa hon so voi nghiém thirc ddi
chang va céac nghiém thirc khéc. Tir d6, sy hinh thanh phdi soma va chat lugng phoi
soma ¢ nghiém thirc nay cling vuot trdi hon.
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3.2.2.4. Sy bién ddng ciia cic hormone ni sinh trong qud trinh phdt sinh phoi soma

Sy phat sinh phdi soma chiu su tac dong cta ca cac nhdm chit kich thich sinh
treong (auxin, cytokinin va gibberellin), va nhém chit G ché sinh truong (ABA, SA).
Bat ky su thay d6i v& ham luong cua cac chét kich thich hay &c ché sinh truéng déu
tac dong dén su cam ng, phat sinh va phat trién phdi soma. Do d6, nghién ctru vé su
thay d6i ham lwgng hormone néi sinh va ty Ié giita cdc nhém hormone nai sinh trong
cac mo thuc vat 12 can thiét nham tao diéu kién tdi wu héa cho su phat sinh phdi soma.

Su khac biét rd rét vé ham luong hormone noi sinh di duoc quan sat thay &
cac giai doan khac nhau cua qua trinh phét sinh phoi soma so cip sam Lang Bian.
Nong d6 CK noi sinh (ZEA, 2iP, kinetin, mT), IAA va GAs cao nhat trong giai doan
cam ng phat sinh phdi soma so cap & ca hai loai mau cay L-tTCL va P-ITCL (Hinh
3.9, Hinh 3.10 va Hinh 3.11). Trong khi d6, cac hormone ndi sinh con lai (MEL, ABA
va SA) khéng biéu hién xu hudng bién dong ré rang (Hinh 3.9, Hinh 3.11 va Hinh
3.12). Ngoai ra, IAA chi dugc phat hién ¢ giai doan cam ung phat sinh pho6i soma so
cap trong ca hai mau cy (Hinh 3.9). Nhitng két qua nay cho thay, su bién dong cua
cac hormone noi sinh trong ting giai doan cua qua trinh phat sinh phoi soma. Pdng
thoi, su hién dién va ham luong cua cdc hormone néi sinh nay ciing khac nhau gitta
mau L-tTCL va P-ITCL. Tuy nhién, su bién dong ham lugng hormone néi sinh trong
ting giai doan cua qué trinh phat sinh phoi soma so cap tir cic mau L-tTCL va P-
ITCL sam Lang Bian nhin chung twong tu nhau (ngoai trir GAs) (Hinh 3.9, Hinh 3.10,
Hinh 3.11 va Hinh 3.12).

Qua trinh phéat sinh phdi soma bao gom su két hop cua cac tin hiéu ni sinh va
tai 1ap trinh gen. Viéc str dung cé4c auxin ngoai sinh, st dung don 1¢ hay két hop Vi
c4c chat diéu hoa sinh truong thuc vat khac cam wng su biéu hién cua cac gen khac
nhau, gay ra su thay doi chwong trinh biéu hién gen cuia cac té bao soma va diéu chinh
su phét trién cua céac té bao & cac giai doan khac nhau trong qué trinh phét trién phoi
soma [235]. Céc gen nay ma hda cho protein hoat dong trong chu ky té bao, sinh téng
hop chat diéu hoa sinh truéng thuc vat, chu yéu 13 auxin, cling nhu cac protein lién
quan dén con dudng truyén tin hiéu.

Vai tro ciza auxin va melatonin

Trong sb c&c chat diéu hoa sinh truong thuc vat, auxin cé vai trd quan trong
nhét cho sy phan chia va biét hoa té bao lién quan dén sy phat sinh va phat trién phoi
soma [236].



16,0

12,0

8,0

Ham hrgng IAA
(ng/g khoi lwong twoi)

4,0

0,0

2,0

1,6

1,2

Ham hrgng melatonin
(ng/g khoi lwong twoi)

0,4

0,0

86

TAA
14.32a
2.80b
P 1P EC GE CE L 1L EC GE CE
P-ITCL LTCL
MEL
1.55a
1,26b
0.99¢
0.52d 0,59d
0,37e 0. 29f ]
0, 27
0,19¢g 0,21fg
P 1P EC
PITCL L-tTCL
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nang phat sinh phoi soma; GE — ph6i soma hinh cau; CE — phdi soma c6 1a mam
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Hinh 3.10. Sy bién dong ham lwong cytokinin trong qua trinh phat sinh phoi soma so cdp sam Lang Bian. L — MAu I&; P — Mau cudng 14;
IP — MAu cudng 14 trong giai doan cam tng; IL — Mau 14 trong giai doan cam ung; EC — M seo ¢ kha ning phat sinh phdi soma; GE —
phdi soma hinh cau; CE — ph6i soma c6 1a mam.
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Hinh 3.11. Su bién d6ng ham luwong acid gibberellic va acid abscisic trong qué trinh
phat sinh phdi soma so cap sdm Lang Bian. L — MAau I4; P — Mau cudng 1&; IP — Mau
cubng 14 trong giai doan cam tng; IL — MAu 14 trong giai doan cam ung; EC — M
seo cO kha ning phat sinh phoi soma; GE — ph6i soma hinh cau; CE — phdi soma c6
l& mam.,
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Hinh 3.12. Sy bién dong ham luong acid salycilic trong qué trinh phat sinh phéi soma
so cAp sdm Lang Bian. L — Mau 1&; P — Mau cuédng I4; IP — Mau cudng l4 trong giai
doan cam ung; IL — Mau 14 trong giai doan cam ting; EC — M6 seo ¢ kha ning phat
sinh phdi soma; GE — phdi soma hinh cau; CE — phdi soma c6 1a mam.

Trong giai doan cam &ng phat sinh phoéi c6 su gia ting ham luong IAA noi
sinh théng qua sy ting cudng biéu hién caa cac gen ma hoda cho enzyme tryptophan
aminotransferase va enzyme flavin monooxygenase. Day la hai enzyme tham gia vao
qua trinh sinh tong hop IAA. Sy tich liiy IAA ¢6 twong quan véi viéc kich hoat chu
trinh phan chia trong cac té bao c6 kha ning phat sinh phoi. IAA c6 tac dung kich
thich su ting treong cua té bao theo hai cach: (1) kich thich qua trinh acid héa thanh
té bao, din dén ting kich thudc té bao; va (2) cam tng sy phién ma cua cac mRNA
mi hoa cac protein lién quan dén su ting truong cua té bao [237].

Ngoai ra, su phan bd khong déu cua auxin phai duoc thiét 1ap dé bat dau qua
trinh phét sinh phoi. Trong giai doan dau cua qué trinh phét sinh phéi, auxin di chuyén
hudng ngon nho protein PIN7 (protein van chuyén auxin). Tir d6, gop phan xéac dinh
vi tri cia mo phan sinh ngon chdi va céc té bao hinh thanh tién mach. Sy van chuyén
auxin theo chiéu huéng nay van tiép tuc cho dén giai doan 32 té bao cua qué trinh
phét sinh phéi. Pay 1a diéu kién can thiét cho hinh thanh ciia mé phén sinh dinh chéi.
Ngoai ra, auxin dwgc van chuyén va phan bé ¢ hai bén phdi quyét dinh vi tri cua la
mam sau nay. Pong thoi, protein PIN1 diéu chinh sy di chuyén cia auxin huéng géc
can thiét cho sy hinh thanh mé phén sinh dinh ré. Mot s6 nghién ctru bao céo rang,
xur ly cac chat ngan can su di chuyén hitu cuc cua auxin, chang han nhu TIBA sé& tc
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ché kha niang phat sinh ph6i cua té bao. Nhu vay, ham luong auxin ting manh & giai
doan cam g gitp xac dinh vi tri ciing nhu phat trién sau d6 cia cac co quan phdi.
Sau dé, ham lwgng auxin giam manh & nhimg giai doan tiép theo cua quéa trinh phéat
trién phoi. Ham luong 1AA giam xudng c6 thé 1a do chung da bi thoai bién trong té
bao thdng qua viéc hinh thanh cac dang lién két (chu yéu véi amino acid va duong)
hozc bi phan hay. Mot sb IAA & dang lién két cd thé duoc xem 1a dang dur trit cd thé
bi thiy phan dé tao thanh IAA tu do dap (ng cho nhu cau trao doi chat cua té bao.
Avyil-Gutiérrez va cong su (2013) dé xuat rang su can bang gitra IAA tu do va dang
lien két 1a can thiét cho su cho sy phat sinh phdi Cofea canephora [238]. Két qua
nghién ctu ¢ sdm Lang Bian ciing cho thay, chi phét hién IAA véi ham luong dat
dugc gia tri cao nhét trong giai doan cam ung phat sinh phdi soma so cap & ca hai
loai mau ciy L-tTCL va P-ITCL can thiét cho su phét sinh phdi sdm Lang Bian.

Melatonin (MEL) tac dong dén cac chirc ning sinh 1y khac nhau cua thyc vat
bao gém hap thu ion, van chuyén chat dinh dudng, trao doi khi, dong ma khi khong
va chdng oxy héa. Bén canh d6, MEL kich hoat hé thdng chdng oxy hoa ¢ thuc vat,
bao gdm chu trinh ascorbate-glutathione, superoxide dismutase (SOD) va catalase
(CAT) dan dén loai bo cac gdc oxy hoat dong (ROS), ting cudng phan ta tin hiéu
chéng stress [239]. Ngoai ra, su tuong tac gitta MEL-ROS gilp duy tri cac md thyc
vat ton tai trong diéu Kién stress va diéu hoa cac mang ludi truyén tin hiéu nhanh va
phtec tap trong thuc vat. Zhao va cong su (2011) bao céo rang MEL ting kha ning
phuc hdi ctia mé seo sau thoi gian bdo quan lanh, déng thoi, hoat tinh ctia cac enzyme
chdng oxy hoéa catalase va peroxidase gia ting trong cac khbi moé seo duoc xt 1y véi
0,1 uM MEL [240].

Ngoai ra, MEL kich thich sy hinh thanh mé s¢o in vitro thong qua tac dong
dén su phén chia té bao; kich thich sy phat sinh phoi khi dugc bd sung vao méi truong
nudi cdy thay thé TAA [241]. Trong nghién ctu nudi cay phoi soma Coffea
canephora, MEL duoc bd sung vao trong mdi trudng nudi ciy cé tac dung cai thién
ty 16 mau cam Gng tao md seo va phét sinh phdi soma [242]. Két qua tuong tu ciing
bao cao trong nudi cay phoi Medicago sativa L. [243]. Déi vaoi sam Lang Bian, ham
lugng MEL noi sinh bén trong mau L-tTCL va P-ITCL ban dau cao kich thich su
phan chia té bao va phat sinh phdi soma.

Vai tro caa cytokinin va meta — topolin

Trong sy phat sinh phdi soma, cytokinin cé vai tro thuc day sy phién mé, kich
thich tong hop céac protein va enzyme lién quan dén su phan chia té bao théng qua
viéc kich hoat cac protein kinase trong con dudng truyén tin hiéu. Sy hién dién cua
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cytokinin cting véi mét sé luong 1on ti thé sin sang cho sy phan chia té bao dan dén
sir hinh thanh phéi hinh cau. Bong thai, cytokinin can thiét cho sy hoat dong cia md
phan sinh ngon. Do d6, trong giai doan hinh thanh mé phan sinh ngon c6 su gia ting
ham lwong cytokinin. Trong nghién ctu Arabidopsis, mé phan sinh chi khéng thé
phét trién binh thudng néu khdng cé su chuyén dbi cytokinin tir lién két sang dang tu
do. Nguyén nhan c6 thé 1a do ham lwong cytokinin khong du cung cap cho hoat dong
cua cac té bao vuing mé phan sinh ngon, din dén giam st sy tong hop auxin, ham
luong auxin khéng du cho su di chuyén hitu cuc dén cac vi tri hinh thanh co quan
phdi. Tur 4o, su truong thanh cua phoi khong duoc tiép tuc do khdng cd sy phét trién
ctia md phan sinh chdi va ré. Nhu vay, cytokinin can thiét cho su phat trién phéi binh
thuong. Két qua phan tich ham luong cytokinin (bao gdm kinetin, 2iP va zeatin) trén
d6i twong sam Lang Bian ciing cho thiy, tat ca cac giai doan cam tng, tao mo seo c6
kha nang phét sinh phoi, phoi hinh cau va phoi c6 1a mam & ca hai mau L-tTCL va P-
ITCL déu c6 su hién dién caa cytokinin. Mic du ham lugng Kinetin, 2iP va zeatin c6
su bién dong giira cac giai doan khac nhau cua qué trinh phat sinh phéi, tuy nhién,
ching lai can thiét cho su phan chia té bao ciing nhu sy phét trién binh thuong cua
phdi soma.

Meta — topolin (mT) 1a dan xuat cia BA ty nhién duoc phat hién gan day. mT
da duoc chirng minh la ¢ hiéu qua va duoc sir dung trong nghién ciru qua trinh phat
sinh phdi caa cac déi twong thuc vat khac nhau. Saharan va cong su (2011) da bao
céo rang mo seo Balanites aegyptiaca cd nguon géc tir ré phat sinh phoi khi duoc
nudi trong méi trudng MS ban rin bé sung 0,5 mg/L mT va 2,5 mg/L 2,4-D. Phoi
soma thu dugc trong méi trudng 16ng bd sung mT ¢6 tan suat tai sinh cao (78%) véi
chdi va ré phét trién tt [244]. Tuong tu, trong nudi cdy phdi lia mach, Esteves va
cong su (2014) béo céo rang viéc thay thé BA bang mT trong moi trudng tai sinh da
cho ty I& nay mam ctia phoi tao thanh cay con ting gap 2,9 lan [78]. Saeed va Shahzad
(2015) sir dung mT nhu mdt chat bd sung thude nhom cytokinin trong céc giai doan
khac nhau cua qué trinh phat sinh phdi soma Albizia lebbeck bao gdm cam g, phat
sinh va phat trién va nay mam cta phdi soma. Ty 1¢ phoi va s6 phoi truong thanh cao
hon khi mau dugc nudi cay trong méi trudng bo sung 1,2 mg/L mT két hop véi 2,5
NAA va 11 mg/L glutamine [245]. Ngoai ra, trong giai doan nay mam, Soldrzano-
Cascaante va cong sy (2018) bao cdo rang mT c6 tac dong tich cuc dén sy nay mam
clia phdi soma du du Carica [246]. Két qua phan tich ham luong mT trong nudi ciy
phoi soma sam Lang Bian ciing cho thdy, ddi v6i ca hai mau cay L-tTCL va P-ITCL,
mT dugc phat hién v6i ham luong 16n & giai doan ban dau ciing nhu giai doan cam

g can thiét cho sy phat sinh phoi soma. Sau d6, ham lugng mT giam & giai doan
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tao mo seo cO kha nang phat sinh phoi trude khi tang tro lai ¢ giai doan phoi soma

hinh cau véi vai tro thuc day su trudng thanh cia phoi.
Vai tro cua gibberellin

Trong qué trinh tao phoi hop tir, GA néi sinh duoc yéu cau chi yéu ¢ giai doan
dau cua qua trinh phat trién phdi va cé thé lién quan dén day treo. Day treo cua phoi
& giai doan hinh cau duoc phat hién cé chira mot sé hormone thuc vat nhu GA, auxin,
cytokinin va acid abscisic. Sy tong hop GA trong day treo c6 vai trd quan trong cho
su phét trién phoi. Hon nita, trong day treo c6 cac mRNA ma hda GAs-oxidase,
enzyme sinh tdng hop gibberellin cé hoat tinh sinh hoc quan trong. GAs va GAs-
oxidase mRNA ciing dugc tich lily trong day treo cua cac cdy ho dau khac, vi du:
Glycine max va Cytisus laburnum [83]

Ngoai ra, trong su phat sinh phdi soma, GA c6 tac dong dén hudng dat cua cac
vi &ng & vi tri ngoai vi té bao, dan dén kiém soat hudng dit cac vi soi cellulose duoc
tong hop trén véch té bao. GA duoc bd sung vao trong méi trudng nudi cay M. sativa
cv. Rangelander ¢ hai giai doan khac nhau: trong giai doan cam ung va biét hoa da
lam giam sy ting sinh mé seo va ting sd luong phdi soma; kha niang phat sinh phéi
tang manh khi GA ¢6 mat trong moéi trweong biét hda [247]. Ngoai ra, ham lugng GA
noi sinh (GA1, GAs, GAxo) cao hon dang ké duoc tim thay trong md seo ¢ kha ning
phéat sinh phdi cta ngd, so vai ham lugng GA ndi sinh & md seo khéng cd kha nang
phat sinh phoi [248]. Twong tu, trong su phét sinh phdi soma gian tiép & M.
truncatula, cac mau Ia cam ng tao md seo cam wng phét sinh phéi soma cha yéu di
kém véi qua trinh sinh tong hop GAs. Ngoai ra, chat uc ché sinh tong hop GA
(paclobutrazol) di irc ché manh mé& su ting truéng ciia md seo va qua trinh phéat sinh
phéi sau d6 [83]. Nhitng két qua nghién cau nay chi ra ring GA néi sinh can thiét cho
ca qué trinh cam &ng va qua trinh biét hda phoi soma. Két qua phan tich ham luong
GAgs trén sam Lang Bian ciing cho thay, ham lugng GA; ting manh trong giai doan
cam ng can thiét cho sy cam tng va phét sinh phoi soma.

Vai tro caza acid abscisic

Trong toan bd qua trinh phat sinh phoi soma, ABA duoc tong hop trong tat ca
c4c md thuc vat nhu cudng 14, 14, md seo, phdi ¢ cac giai doan phat trién khac nhau
nhung ham lugong ABA tuong tng & cac giai doan la khac nhau. Sy khac biét vé ham
lugng ABA gitra ca4c md thyc vat ciing nhu cac giai doan phét sinh phdi c6 thé 1a do
ABA duoc tong hop va ton tai ¢ hai dang tu do hoac lién két. Mot s6 con duong trao
d6i chat ma qua d6 ABA c6 thé dugc loai bo hodc phan huy trong mé thuc vat nhu
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mét bién phap diéu chinh ham lwong ABA. ABA c6 thé dugc chuyén hda bang qua
trinh oxy hda, khir hoic tao ra dang lién két khdng cd hoat tinh [phd bién nhat Ia
glucosyl ester (ABA-GE)] dugc tich 1oy trong khong bao hoac apoplast [85].

ABA noi sinh c¢6 y nghia quan trong ddi véi sy khoi dau cua qua trinh phdi ¢
mét s thuc vat. Nakagawa va cong su (2001) di bao cao ham lugng ABA cao hon &
cac dong mo seo c6 kha nang sinh phoi ¢ dua (Cucumis melo) [92]. Thi va Pleschka
(2005) d4 bao cao vé mdi quan hé tich cuc giira ham luong ABA néi sinh trong mau
cay cudng la va qué trinh tao phdi soma cua mét s6 loai Daucus [249]. Thém vao do,
su phat sinh va phat trién phoi soma Arabidopsis thaliana bi @c ché khi b6 sung
Fluridone (FL), mot chat ¢c ché sinh tong hop ABA, vao trong moi trudng nudi cy
phét sinh phdi soma. Hop chat nay tac dong téi phytoene desaturase, tham gia vao
qua trinh sinh tong hop carotenoid — tién chat dé sinh tong hop ABA [250]. Ngoai
ra, su tong hop va tich lily ABA 1a mét dic diém quan trong trong viéc cai thién su
phét trién phdi soma ciia thyc vat. ABA duoc gia ting tong hop trong giai doan tich
lity dinh dudng du trit va tham gia vao qua trinh biéu hién gen lién quan dén tong hop
c4c protein du trit va protein LEA. Bong thoi, ABA gilp han ché sy pha v& biéu bi
thong qua viéc can phoi ting truong dé tiép tuc phat trién binh thuong. O cay la kim,
ABA thuong dugc bd sung trong mdi trudng nudi cay dé tang cudng sy trudng thanh
cua phoi soma [251].

Tuy nhién, ABA lai c¢6 tac dong &c ché su phét trién tiép tuc cua phdi soma;
s6 lwong phéi hinh cau va hinh thuy 16i duoc tao ra nhiéu hon so véi phdi ¢ 14 mam.
Ph6i soma cham phat trién 12 do ABA tc ché hoat dong ACC oxidase (ACO), tir d6
giam tong hop va hoat dong ethylene, kiém soat cac giai doan phét sinh phdi soma
[252]. Pong thoi, ABA gilp cac phdi hinh cau c6 su biéu bi héa & hon va nhanh
chong dat dén giai doan thay 16i. Tuy nhién, néu tiép tuc duy tri ABA & ham luwong
cao, phdi s& khong tiép tuc phat trién va nay mam thanh cay hoan chinh. Trong nghién
ctru nudi cdy phdi soma Medicago spp ciing cho thay, ham luong ABA twong ddi cao
trong c4c mau cudng 14 ban dau, sau d6, giam manh trong giai doan cam tng mé seo,
nhung lai ting dang ké & cac phoi dang biét hoa, tiép theo do, ham luong nay lai giam
& giai doan phoi c6 1&4 mam [253]. Két qua twong tu cling dugc ghi nhan khi ciy
chuyén mé seo Lycium barbarum sang méi trudng phat sinh phdi, ham luong ABA
noi sinh ting 1én dang ké, theo d6 ham luwong cao nhat tring voi giai doan tao té bao
c6 kha niang phat sinh phoi [91]. B4i véi sim Lang Bian chung ti ciing nhan thay,
ABA duoc phat hién trong mau cay P-tTCL ban dau, sau do, tiép tuc gia ting manh
O giai doan cam tng. Tuy nhién, ham lugng ABA lai giam ¢ giai doan tao m6 seo 0
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kha ning phat sinh phéi trude khi ting tré lai & giai doan phdi hinh cau va giam &
giai doan phdi c6 1& mam. Két qua tuong tu ciing dwgc ghi nhan ddi véi mau ciy L-
tTCL, tuy nhién, & giai doan dau khong ghi nhan duoc su hién dién caa ABA, ham
luong ABA lai gia tang ¢ giai doan tao mo seo c6 kha nang phat sinh phoi va dat gia
tri cao nhét & giai doan phdi hinh cau truée khi giam & giai doan phdi ¢ 14 mam. T
cac két qua nghién ciru cho thay ring, ABA c6 lién quan dén cam tng phat sinh phoi
soma, dong thoi, ting cuong su phat trién phdi soma sam Lang Bian.

Vai tro cua acid salicylic

Pbi véi su phat sinh phdi soma, SA dong vai tro 13 mot yéu té tin hiéu lién
quan dén diéu hoa hormone va dé khang cua thuc vat. Bang thoi, nhiéu nghién ctu
da chitng minh, SA théng qua viéc tc ché sinh tong hop ethylene, c6 thé thuc day
biéu hién cua cac protein lién quan dén sy phat sinh phdi soma [254].

Ngoai ra, SA diéu chinh qua trinh sinh tong hop va van chuyén IAA, do d6 tac
dong dén sy phét sinh hinh thai cua mau cdy. Bén canh d6, mot sé nghién ciu cho
thdy rang SA gay ra su gia ting nong do hydrogen peroxide (H202) trong mé thuc
vat, tir d6 thiic day qué trinh phét sinh phdi soma. SA 1am ting néng do H202 néi sinh
bang cach tac dong dén cac enzyme chuyén hoa H.0 dé thay doi trang thai oxy hoa
khir cua té bao va tao diéu kién thuan loi cho viéc tao ra SA* dé bt dau qua trinh
peroxide hoa lipid, do d6 kich hoat su biéu hién cua cac protein chitinase va glucanase
diéu hoa qua trinh phét sinh phdi soma [255, 256].

Di c6 mot s6 nghién ciru vé tac dung cua SA 1én su phat sinh phoi soma duoc
thuc hién. SA & nong do rat thap (1,38 x 10° mg/L) da cho hiéu qua trong viéc hinh
thanh phoéi soma tir md seo cua Coffea arabica [257]. Tuong tu, trong nudi ciy
Astragalus adsurgens, SA ¢ nong d6 thap hon 27,6 mg/L phl hop dé cam ung su
hinh thanh phdi soma [258]. Tuy nhién, theo Hao va cong su (2006), nong do SA rat
cao (70 mg/L) lai co tac dung cai thién su hinh thanh phoi soma tir cac phan goc 14
non cua yén mach (Avena nuda) [259]. Két qua phan tich ham lugng SA & mau sam
Lang Bian ciing cho thay, ham luong SA & cadc mau cay L-tTCL va P-ITCL ban dau
cling nhu & giai doan cam ng cao, day ciing 1a mot yéu td gop phan cam ung su phat
sinh phéi soma.

Tay thudc vao loai mau cay, ty 1& hormone noi sinh rat khac nhau trong qué trinh phat
sinh phoi soma so cap (Hinh 3.13). Ty 18 IAA va MEL/CK, & ca hai loai mau cay,
dat cao nhat ¢ giai doan cam tng, sau d6 giam manh ¢ giai doan hinh thanh mé seo
c6 kha niang phat sinh phdi soma so cap va duy tri on dinh (tang/giam nhe) & cAc giai
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doan phat sinh ph6i soma so cap con lai (Hinh 3.13 A). Trong khi d6, ty 16 ABA/GA3
cao nhat & giai doan hinh thanh mé seo cd kha ning phét sinh phdi soma va giam &
giai doan phdi soma hinh cau (Hinh 3.13 B). Tuy nhién, & giai doan phdi soma ¢ 14
mam, ty 1& nay tiép tuc giam dbi voi mau P-ITCL nhung ting 1én d6i véi mau L-
tTCL. Ngoai ra, trong giai doan cam tng, ty 16 ABA/GA; khong dugc quan sat thiy
trong mau L-tTCL. Ty lé ABA/CKs, ABA/MEL, IAA va MEL/ABA va IAA va
MEL/GA; tang dan tir thoi diém nubi ciy dén giai doan cam ¢ng phat sinh phdi soma
so CAp Va giam dan ¢ cac giai doan tiép theo dbi voi mau P-ITCL. Trong khi do, ty 1
ABA/CKs va ABA/MEL tang trong giai doan hinh thanh md seo c6 kha nang phat
sinh phoi soma so cap va 6n dinh hoic ting nhe (Hinh 3.13 C, D), va ty 18 IAA va
MEL/ABA va IAA va MEL/GAz giam trong cac giai doan con lai cua qué trinh phat
sinh phoi soma so cap d6i voi mau L-tTCL (Hinh 3.13 E, F).

Sy phét sinh phdi soma vira 1a mot phwong thirc quan trong dé tai sinh thuc
vat vira 1a mot trong nhitng linh vuc tha vi nghién cau vé hinh thai, sinh 1y va nguyén
tac di truyén cua qua trinh cam &ng va phét trién phoi soma. Dé kiém soat qua trinh
nay, diéu quan trong la phai hiéu co ché sinh ly cua qua trinh cam &ng phét sinh phoi
soma. Bang céch tao diéu kién thuan loi cho sy truyén tin hiéu gidp 1ap trinh lai cac
biéu hién gen, cac hormone ndi sinh dwgc sir dung 1am phan ti tin hiéu cho qué trinh
phét sinh ph6i soma [260]. Tuy nhién, chua c6 nghién ctu ndo vé su bién dong cua
cac hormone lién quan dén qua trinh phat sinh phdi soma so cAp sim Lang Bian duoc
cdng bd. Nhiéu nghién ctiu cho rang polyamine ngoai sinh anh hudng dén sy phét
sinh phdi soma bing céch anh hudng dén ham luong phytohormone noi sinh. Viéc
b sung polyamine ngoai sinh trong nudi ciy phdi soma Araucaria angustifolia lam
taing ham luong IAA va ABA néi sinh, tir d6 cho thdy méi quan hé truc tiép gitra
polyamine va su tich lily ABA, cai thién chét lwong cua phoi soma, dic biét 1a trong
giai doan truong thanh [101]. Két qua twong tu ciing dugc Wang va cong su (2020)
bao c&o trong nghién ctiru vé anh hudong caa spermidine ngoai sinh ddi vai sy phat
sinh phdi soma, nong d6 ciia bon loai hormone noi sinh (IAA, ABA, GA va ZEA)
déu tang khi cac mau duoc nudi cay trong méi trudong bd sung spermidine ngoai sinh.
Pic biét, ham luong IAA trong mé seo cao nhat va giam dan theo qué trinh phét sinh
va truong thanh phdi soma. Tuong tu IAA, ham lugng GA c6 xu hudng tdng nhanh
va sau d6 giam dan trong qué trinh phét sinh phdi soma khi mau dwoc nudi cay trong
moi trudng c6 bo sung spermidine ngoai sinh [87].
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Hinh 3.13. Ty I& hormone ndi sinh cia mau & cac giai doan khac nhau cia qua trinh
phat sinh phoi soma so cap sdm Lang Bian

Nguoc lai, ABA va ZEA c6 xu hudng tang ¢ giai doan sau cua qua trinh phat
sinh phoi soma. Do d6, giai doan dau cua quéa trinh phat sinh phdi soma yéu cau nong
d6 IAA va GA cao, nguoc lai, & cac giai doan sau lai can gia ting nong do6 ABA va
ZEA [87]. Trong nghién ctzu qué trinh phét sinh phdi & Medicago spp., su tong hop
IAA dién ra manh mé véi ham lugng IAA ngay cang ting tir giai doan dau dén cam
ng phat sinh phdi. Sau d6, ham lugng IAA giam dan [253]. Nhu vay, c6 sy tuong
quan gitra cac giai doan phat sinh phoi va sy thay d6i ham luong cac hormone noi
sinh. O giai doan hoat hoa té bao, co su gia ting ham luong IAA va cytokinin trong
té bao. Khi phoi hinh thanh va trudng thanh, ham lugng IAA va cytokinin déu giam
(nham giam ti I¢ auxin/cytokinin) [261]. Hon nira, Khai va cong su (2021) ciing cho
thiy auxin chi hién dién & giai doan cam tng qua trinh phat sinh phéi soma (ngay
nudi thir 30), sau d6 giam dan, tao diéu kién thuan lgi cho phdi soma phat trién; sau
60 - 120 ngay nudi cay, c4c tac gia khong ghi nhan duoc ham lwong auxin trong mau
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phdi soma Begonia [79]. Két qua nghién ctru cua chung t6i ciing twong ty nhu két
qua cua nghién ciru trén; sau 12 tuan nudi cy, hau hét cac phoi soma déu & giai doan
thanh thuc va ¢ giai doan nay khong phat hién dugc su hién dién cua auxin ndi sinh,
cu thé 1a IAA. Ty 1é ABA/GA; lién quan dén kha ning sinh truéng hay ngu nghi cia
thuc vat, cling nhu giai doan phét trién cua phdi soma [262]. O céac giai doan khéc
nhau caa qué trinh phat sinh phéi soma Ormosia henryi Prain, ty 1€ I1AA/GAS,
IAA/ABA, AUX/ABA va AUX/GAs cao, va ty I¢ GAs/CKs va ABA/CKs thép thuan
lgi cho viéc cam tng tao mé seo cO kha nang phat sinh phoi soma; tuy nhién, ty 1€
IAA/CK va AUX/CK thap hon ¢ phdi soma dang 14 mam, diéu nay thuan lgi cho sy
tredng thanh va biét hoa phdi soma. Két qua nay phu hop véi ly thuyét, can c6 nong
d6 AUX thap va CK cao la can thiét cho sy truong thanh va biét hoa phdi soma [263].

Nhu vay, viéc nghién ciru vai trd cta cac acid amin va spermidine d6i voi qué
trinh phat sinh phoi soma so cap ctia sim Lang Bian c6 y nghia rat 16n trong viéc ting
hiéu qua su phat sinh phdi soma so cap va nang cao chat lugng phéi soma, tir d6 tao
ngudn vat liéu cho sy ting sinh phoi soma tht cip & giai doan tiép theo trong qua
trinh vi nhan giéng. Ngoai ra, anh hudng cua cac acid amin va polyamine b sung
vao moi truong nudi cdy dén mot sb chi tiéu sinh 1y - sinh héa nhu cac enzyme chdng
oxy hoa va su bién dong cua cac hormone noi sinh trong qua trinh phéat sinh phoi
soma so cap sam Lang Bian ciing duoc ghi nhan va lam rd trong nghién ciu nay.

3.3. N@i dung 3: Swr phat sinh phdi soma thir cap
3.3.1. Anh hwéng ciia méi trwong khodng dén sw phat sinh phdi soma thir cip

Trong nudi cay cac loai thuoc chi Panax, nudi ciy phdi soma thi cp c6 nhiéu
vu diém hon so véi phdi soma so cap, dac biét 1 tdc do gia tang sinh khbi va mac do
d6ng nhat cao [39]. Tir d6, hra hen tao ra mot sé lwong 16n cay con cé chat luong
cao trong mot thoi gian ngan, giai quyét duoc nhu cau ngudn giéng cling nhu giam
thiéu &p luc khai thac gidng trong tu nhién. Phdi soma so cap dugc thu nhan tir céc
nghién ciru truéc s& dugc tiép tuc sir dung cho qua trinh phat sinh va ting sinh phoi
soma tha cap nham muc tiéu rat ngan thoi gian nhan gidng va nang cao hiéu qua cua
qua trinh vi nhan giéng sam Lang Bian theo con dudng phét sinh phdi soma.

Sy hinh thanh phdi soma thix cap, qué trinh hinh thanh phéi soma méi trén bé
mat cua phdi soma so cap, gilp nang cao hiéu qua cia qué trinh vi nhan giong. Nghién
ctru phét sinh phdi soma thir cip di dugc ghi nhan & mot sé loai thuc vat bao gom P.
quinquefolius [65], P. japonicas [9], Eleutherococcus senticosus [264], P. ginseng
[12], P. notoginseng [13], P. viethamensis [39], Olea europaea [265]. Trong nghién
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ctru ndy, két qua ghi nhan ciing cho thay sy phét sinh phdi soma th cap tir phdi soma
so cap sam Lang Bian nudi cy trén cac moéi treong khac nhau (SH, MS, ¥ MS, WPM
va B5) sau 12 tuan nudi cay (Bang 3.10).

Tat ca cac phoi soma so cip nudi ciy trong cic méi trudng khoang khac nhau
déu cam &ng phat sinh phdi soma thar cip. Sau 8 tuan nudi cay, phdi soma thir cap
dugc cam &ng trén bé mit phoi soma so cap, ¢6 dang hinh cau va phan b & vi tri dau
va than phoi. Sau d0, cac phdi soma thir Cip ting sinh tao thanh cac cum phdi soma
Véi cac giai doan phat trién khac nhau sau 12 tuan nudi cay (Hinh 3.14). Sé phoi soma
thir cap (39,20 phdi/mau), khéi luong twoi (1005,34 mg) va khdi lwong kho (77,90
mg) cao nhat dugc ghi nhan khi mau phoi soma so cap nudi ciy trén moi truong %
MS sau 12 tuan nudi cay. Pong thoi, cac phdi soma thtr cip hinh thanh trong méi
truong Y2 MS chu yéu & dang ¢6 14 mam. Pay 1a dang phdi soma phi hop dé téi sinh
cay con hoan chinh tir phdi soma khi chiing duoc cdy chuyén sang méi trudng thich
hop.

Ham luong dinh dudng khoang trong méi trudng nudi ciy thiéu hay du thira
déu co tac dong tiéu cuc dén sy ting truong tiép theo cua phdi soma [266]. Két qua
nghién ciru cho thiy méi truong MS cho hiéu qua phat sinh phdi soma thir cip cao
nhat so véi cac méi trudng SH, WPM va B5 thé hién céc chi tiéu theo ddi bao gom
s6 lwong phoi soma thir cap, khéi luong tuoi, khéi lugng khd (Bang 3.10). Ngoai ra,
su khac biét vé ham luong dinh dudng khoang san cé trong méi trudng pht hop cho
hoat dong trao d6i chat bén trong té bao, din dén sy ting sinh phdi soma tha cap
[267].

Mt khac, ham luong khoang trong méi trudng MS giam xubng 1/2 MS (ham
luong khoang da lugng giam di mot nira) thi s6 phdi soma tao thanh ting 1én (tir 30,30
phéi ting dén 39,20 phdi), khéi luong tuoi ciing ting 1én gap 2 lan (tir 499,15 mg
tang 1én 1005,34 mg). Két qua twong tu ciing duoc ghi nhan trong nudi cay phét sinh
phéi soma Anthurium andraeanum, giam ham Iuwgng NH4NO3 trong moi truong MS
hoic giam ham luong khoang da lugng trong méi truong MS xudng 1/8 MS c6 tac
dung Kich thich su phat sinh ph6i soma [268]. Nhu vay, hién tugng stress gy ra do
thiéu dinh dudng trong méi trudng co thé ciing 1a mot trong nhitng tac nhan kich thich
su cam @ng phat sinh phdi soma thir cap hiéu qua hon.
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Bang 3.10. Anh hudng ciia moi trudng khoang dén sy phat sinh phdi soma thir cap
sau 12 tuan nudi cy

Mdi  S6 lwong phdi Khéi lweng Khéi lwong

. N Pic diém phdi soma thir ca
treong soma thir cap twoi (mg) Kho (mg) aediemp reap

Phoi soma thir cip bao gdm cic

1770 99 90 1895 giai doan phat trién hinh cau, tim,

SH ’ ’ ’ thity 16 va 14 mam. ph6i soma thi
* 0,75d + 4,90d +1,09°¢ I T S \ A

cap chu yéu ¢ giai doan hinh cau

va thuy 161

Ph6i soma tha cap bao gém cac
giai doan phat trién hinh cau, tim,

MS 30,30 499,15 54,62 thay 16i va la mam mam véi bé
+3,83° +25,87° +3,48> mit tron nhdn va tach biét khoi
nhau. Céc phéi soma chu yéu ¢

dang 14 mam

Phoi soma tha cap bao gém cac

39 20 1005,34 7700 & ch)?n \ph,at trlen h!nh cau, tim,

¥ MS 150 489318 + 0.8 thuay 161 va la mam véi bé mét tron
- - - nhan va tach biét khoi nhau. Cac

phdi soma chi yéu ¢ dang 14 mam

Phoi soma thtr cAp bao gdm cic

2990 495 75 5104 giai doan phat trién hinh céu, tim,

WPM ’ ! ’ thity 16i va 14 mam. Phdi soma thi
+2,26° +31,53° +880° < . oo .. C

cap chu yéu ¢ giai doan hinh cau

va thuy 161

Phoi soma thtr cAp bao gdm cic
22,10 101,25 17,38 giai doan phat trién hinh ciu, tim,
+1,78° +2,27¢ +1,29¢ thiy 16i va 14 mam. Phoi soma thir

cap chu yéu ¢ giai doan hinh cau

BS

Ghi chu: Cac chir cdi khdc nhau (a, b, ...) trén cung mét cot chi sy sai khac co 'y
nghia thong ké cua c&c gia tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan'’s test). Gia trj thé
hién trong bang 1a gia tri trung binh + SD (d6 léch chudan).
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Hinh 3.14. Sy phat sinh phdi soma thtr cdp sam Lang Bian. A. Phéi soma so cip
(Thude do: 1 mm). B. Phoi soma tha cap ¢ giai doan hinh cau c6 ngudn géc tir phdi
soma so cap (Thudc do: 1 mm). C. Sy tang trudng cta phdi soma thi cap (Thudc do:
1 mm). D. Cac giai doan phét trién cia phdi soma thtr cap (Thude do: 2 mm).

3.3.2. Anh hwéng ciia ham lwong dwong dén sw phat sinh phoi soma thir cdp

Két qua nghién ctru cho thiy ham luong duong sucrose khéc nhau (0; 10 ; 20 ;
30 : 40 va 50 g/L) c6 anh huong rat I6n dén su phat sinh phdi soma th cap tir phoi
soma so cap sam Lang Bian sau 12 tuan nudi cay (Bang 3.11). Ty Ié mau phat sinh
phdi soma thir cap dat duoc 100% sau 12 tuan nubi cay trong cac nghiém thic moi
truong ¢d bd sung 20 — 50 g/L dudng sucrose; trong khi d6, moi truong khdng b
sung dudng, ty 18 mau tao phdi soma thir cap chi dat 43,33%, mau cha yéu hinh thanh
mO se0 O mau nau sam.

S6 phoi soma thir cap (47,40 phoi/mau), khdi lwong tuoi (1062,29 mg) va khoi
lugng khd (82,77 mg) cao nhat dugc ghi nhan khi phdi soma duoc nudi cay trén moi
truong ¢6 bo sung 40 g/L duong sau 12 tuan nudi cay. Trong moéi trudng khong bo
sung duong van ghi nhan dugc sy hinh thanh phéi soma thix cap, tuy nhién, s luong
phdi soma thir cap hinh thanh, khéi lugng tuoi va khdi luong khé twong (ng chi dat
9,93 phéi/mau; 152,25 mg va 9,75 mg).

Ngoai ra, ham luong dudng duoc bd sung vao trong mdi truong nudi cay anh
huong rat 16n dén sy phat trién tiép theo ciia phdi soma thir cap. Trong ciing mot mau
c6 thé quan sat cac giai doan phat trién phdi soma khac nhau (Hinh 3.15). Sé luong
phdi soma & cac giai doan khac nhau thay doi tly thudc vao ham lugng dudng bd
sung vao méi truong nudi cay. Trong moi trudng ddi chitng khdng bo sung duong,
phdi soma thir cip dugc hinh thanh chu yéu dang hinh cau, hau hét phéi soma trong
nghiém thirc nay déu & trang thai chua truong thanh va ching can duoc phat trién qua
céc giai doan tiép theo dé tao cy hoan chinh. Trong khi d6, phdi soma thi cp duoc
hinh thanh trong méi trudng c6 bo sung 40 g/L dudng cho ty & phdi soma & céc giai
doan hinh thity 16i va c6 14 mam cao hon (79,48%). Tuy nhién, trong truong hop tiép
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tuc gia ting ham luong dudng thi ty 16 phdi soma dang thay 18i va dang cd 14 mam
giam xudng. Ty 1& phoi soma truéng thanh (giai doan thuy 16i va 14 mam) trong moi
truong bd sung 50 g/L sucrose chi con twong tng 31,56% phdi soma hinh thuy 16i va
23,40% phdi soma c6 14 mam (Hinh 3.14)

Bang 3.11. Anh huéng cua ham luong dudng dén sy phét sinh phdi soma thi cip sau
12 tuan nudi cay

Ty 1¢ miu

Ham luwgng L S6 lwong z. . z.
. phat sinh N Khoi lwgng twoi Khaoi lwgng
dwong . phdi soma N ) N
phoi soma o (mg/mau) kho (mg/mau)
(g/L) 2 thwr cap
thir cap (%)

0 43,33 +9,13¢ 9,93 +0,95 152,25 + 39,39° 9,75+ 0,62°
10 76,67 +9,12° 20,10+1,37¢ 324,12 +67,31¢ 23,43 + 3,13¢
20 100 +£ 0,000 30,78 £1,78° 693,55+ 107,53 52,54 + 3,29
30 100+ 0,008 36,20+ 3,17° 799,53 + 75,85" 62,99 + 5,46"
40 100 £ 0,00* 46,97 +£4,04* 1062,29 £ 116,572 82,77 + 3,702
50 100 £ 0,008 25,03 +3,56% 493,70 + 163,89° 50,13 + 4,09°

Ghi chu: Cac chir cdi khdac nhau (a, b, ...) trén cung mot cot chi su sai khdc co y nghia
thong ké cua cac gid trj trung binh véi p < 0,05 (Duncan'’s test). Gia trj thé hién trong
bang 1a gia tri trung binh + SD (&6 léch chudn).

Puong déng vai trd quan trong cung cap niang luong, xay dung cac dai phan
tir sinh hoc va diéu chinh thim thau ctia méi truong nubi cdy. CAc nghién ciru trudc
day cho rang viéc bd sung duong vao méi trudng nudi cdy gay ra nhitng stress kich
hoat qué trinh tao phéi tir té bao soma. Do do, viéc thay doi ham lugng duong sé tac
dong dén hiéu qua cam tng phét sinh phdi soma [269]. Ham luong dudng phi hop
cho sy phéat sinh phdi soma Picea abies, Pinus radiata nam trong khoang 10 — 30 g/L
[270, 271], 17 g/L d6i véi Picea omorika [272].

Nhut va cong su (2012) cho rang dudng ¢ ham luong thap 1am giam kha ning
phat sinh phoi soma ¢ sém Ngoc Linh. Trong cac loai duong dugc st dung thi sucrose
c6 tac dung phat sinh phdi soma t6t hon so v6i glucose va fructose va ham luong
duong sucrose ti wu nhat cho su phat sinh phdi soma la 50 g/L [95]. M6t s6 nghién
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ctru trén d6i twong khac ciing cho riang sucrose 12 lya chon tét nhit cho sy phat sinh
phdi soma [128]. Theo Blanc va cong su (2002), sucrose thuy phan thanh hexose va
cac hop chat dy trir nhanh hon cac ngudn carbon khéc, didu nay cé thé thuc day su
tang sinh té bao [273].

Tac dong tiéu cuc cua nong do dudng sucrose qué cao ciing da duoc bdo cao
¢ cac loai thuc vat khac nhu Paeonia sect. Moutan, Euonymus alatus [274, 275].
Nguoc lai, & P. quinquefolius, loai ¢ ho hang gan véi P. Ginseng, ty Ié tao phdi soma
cao nhat & mac 70 g/L sucrose [65]. Pi voi sam Lang Bian, kha ning phéat sinh phoi
soma thtr cip cao nhat thé hién qua céc chi tiéu theo ddi nhu ty 16 mau phéat sinh phoi
soma, s6 phdi soma hinh thanh ciing nhu s6 luwgng phoi soma ¢ giai doan thay 18i va
6 14 mam & ham luong dudng bd sung 40 g/L. Vi vay, nhu cau vé ham luong dudng
t6i wu c6 thé thay doi phu thudc vao loai.

Song song Véi vai trd tham thau, duong c6 thé anh huong dén su thanh thuc
phdi soma thong qua tac dong dén su thay d6i ham lwong ABA néi sinh cua mé hoic
tich iy tinh bot [272]. Su thanh thuc cta phéi soma la mot trong nhirng tro ngai lon
cho qua trinh tao phéi soma & cac loai thuc vat khac nhau khi su phat trién bi ding
lai & giai doan hinh cau [276]. Su thanh thyuc caa phéi soma 1a diéu can thiét dé tai
sinh thyc vat thanh cong.

Trong nghién ctru nay, ham lugng duong sucrose trong moi truong anh hudng
dén sy phat trién ciia phoi soma (Hinh 3.15). O nghiém thirc ddi chimng va bo sung
duong sucrose & ham lugng 10 — 20 g/L, ty & ph6i soma hinh cau chiém ty Ié cao.
Tuy nhién, 30 — 40 g/L sucrose di thiic day quéa trinh chuyén phoi soma chwa truong
thanh sang giai doan truong thanh, ty 1€ phdi soma ¢ giai doan hinh thuy 16i va cd la
mam tang 1én. Kim va cong su (2012) cho rang nhiéu phoi soma P. ginseng da chuyén
tir giai doan hinh cau sang giai doan a4 mam khi dwoc nudi cdy trong méi trudng co
bd sung 2% sucrose [12]. Nhitng két qua nay cho thay, viéc ting nong do sucrose di
cai thién sy truong thanh caa phdi soma.

Thong thudng ¢ giai doan truong thanh cua phdi soma, nong do duong cao
hon la can thiét dé irc ché sy ndy mam sém ciia phoi soma, nhung ndng do dudng qua
cao co thé can trg su phat trién cua phoi soma. Két qua nghién ciru cua chung t6i ciing
cho thay, viéc s dung duong ¢ ham luong 50 g/L anh huong tiéu cuc dén sy phét
sinh ph6i soma thir cap va truang thanh phoi soma (ty 18 phdi soma & giai doan hinh
thity 16i va c6 1a mam thap hon). Két qua tuong tu ciing duoc ghi nhan trén mot s6
d6i twong thuc vat nhu Picea pungens, cac loai van sam khéc [272].
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Hinh 3.15. Anh huong cua ham luong dudng dén su phat sinh phdi soma thir cip &
céc giai doan khac nhau sau 12 tuan nudi cy

3.3.3. Anh hwéng ciia ham lwong nwéc diva dén sw phét sinh phoi soma thie cdp

Nhiéu nghién ciru di chitng minh, nuée dira c6 hiéu qua gia ting sinh khbi mo
seo 6 kha nang phat sinh phoi soma ciing nhu cai thién sy phat sinh, phat trién phoi
soma caa mau nudi cay [120]. B6i véi sam Lang Bian, sau 12 tuan nudi cay, tat ca
c4c mau dugc nudi cay trong cac nghiém thirc ddi ching va bd sung nudc dira déu
phét sinh phdi soma thir cap. Tuy nhién, ham luong nudc dira anh huong rat Ion dén
s6 lugng phdi soma tao thanh ciing nhu khéi lwong tuoi, khdi lwong khd (Bang 3.12).
S6 lugng phoi soma hinh thanh ting tir 61,80 phdi/mau 1én 115,00 phdi/mau khi ham
luong nudc dira bd sung vao méi truong nudi cdy ting tir 5% dén 15% va giam &
nong do tir 20 — 30%. Sé lugng phdi soma cao nhit thu duge trong mdi trudng bd
sung 15% nudc dira (115,00 phdi/mau) tiép theo l1a 10% (77,80 phdi/mau), sé luong
phdi soma thap nhat ¢ cac nghiém thic khong bo sung va bo sung 30% nuéc dira
(trong Gtng 44,00 va 42,44 phoi/mau). Khdi lugng tuoi va khéi lugng khd cao nhat
tuong tng 12 1954,40 mg va 144,40 mg khi mau dugc nudi ciy trong méi trudng bo
sung 15% nudc dira, tiép d6 13 10 va 20% va thap nhat 1a moi truong ddi ching va
b6 sung 30% nudc dura.

Phoi soma ¢ céac giai doan phat trién khac nhau bao gom phéi soma hinh cau,
tim, thuy 16i va c¢d 14 mam duoc ghi nhan ¢ cac mau duoc nudi cy trong méi trudng
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d6i chirng va bo sung nudc dira. Tuy nhién, nuéc dira con anh hudng dén su phat
trién cua phdi soma thé hién qua ty & phdi soma thu nhan dwoc & giai doan khéc
nhau. Phéi soma & giai doan c6 1a mam chiém ty 1& cao hon so véi giai doan hinh cau
va tim & cac nghiém thac b sung nuée dira (Hinh 3.16).

Bang 3.12. Anh hudng cua ham luong nudce dira dén su phét sinh phdi soma thir cap
sau 12 tuan nudi cy

Ty 1¢ miu

Ham
phatsinh . . . . 9
lwong . So lwgng phéi  Khoi lwgng twoi Kheoi lwong
phdi soma R x R "
nuwéc dira 2 soma thir cap (mg/mau) kho (mg/mau)
thwr cap
(%)
(%)
0 100 44,00 +2,80¢ 936,00 + 89,43 74,63 + 1,36
5 100 61,80 £ 3,66° 1119,10 £66,28° 94,17 £ 5,37¢
10 100 77,80 £6,68°  1302,30 + 75,37° 109,50 + 5,51°
15 100 115,00 £ 7,78%  1954,40 + 67,33* 144,40 + 4,222
20 100 65,00 + 7,31  1201,00 +£91,58¢ 107,50 + 5,49°
30 100 42,44 +1,29  841,40+63,90¢ 68,00 + 3,16°

Ghi chu: Céc cher cai khac nhau (a, b, ...) trén cuing mot cét chi su sai khdc co y nghia
thong ké cua cac gid trj trung binh véi p < 0,05 (Duncan'’s test). Gia trj thé hién trong
bang 1a gia tri trung binh + SD (&6 léch chudn).

Nuéc dira chtra mot s6 hop chét hitu co va chét dinh dudng khoang ciing nhu
phytohormone bao gdm auxin, cytokinin, gibberellin va acid abscisic [277].
Farhatullah va cong su (2007) ciing d3 bao cdo rang nudc dira c¢6 chira Gibberellin-1
(16,7nM), Gibberellin-3 (37,8 nM) duoc sir dung trong mdi truong nudi cdy in vitro
c¢6 hiéu qua trong su ting sinh mau cdy [278]. Ngoai ra, su hién dién cta cytokinin
trong nudc dira dong vai trd quan trong trong su phan chia té bao, tir d6 gitip cho mau
cdy tang truong [118].

Bén canh do, thanh phﬁn cac chit co trong nudc dura, dac bi¢t 1a cac hormone
tu nhién c6 thé tuong tic v6i cac hormone ndi sinh bén trong mau va hormone bd

sung trong mdi truong nudi cdy tac dong kich thich sy phan chia té bao. Cac té bao
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nay sau do trai qua mot loat cac thay d6i vé hinh thai va sinh hoa va cudi cung hinh
thanh ph6i soma [279].

Ham luong nudc dira toi wu thay doi tly thudc vao ting ddi twong thuc vat
khéc nhau. Trong nghién cttu nudi cay phdi soma cdy co dira (Phoenix dactylifera
L.), Al-Khayri (2010) cho rang nudc dira ¢6 anh hudng tich cuc dén sy phat sinh phoi
soma ctia mau cay. Su phat sinh phoi soma dugc cai thién ngay ca ¢ ham lugng nudc
dira thap (5%), kha niang phat sinh phoi soma gia ting khi ham luong nuéc dira ting
1én va dat gié tri cao nhat ¢ 10 - 15%. Tuy nhién, ham lugng nuéc dira ting 1én 20%
gay ra sy tc ché phat sinh phdi soma. Ngoai ra, thoi gian phat sinh phoi soma ciing
giam xudng 30% khi mau duogc cdy trong moéi trudng bd sung nude dira so véi doi
chtng. Sau 12 tuan nuéi cdy & nghiém thic bd sung 10 va 15 % nudc dira khoang
90% mau phét sinh phdi soma so véi 28% trong mdi truong d6i chung. Ciing trong
nghién ciru nay nudc dira dugc sir dung trong giai doan nay mam c6 thé anh huong
dén sy phat trién phdi soma va tao cay hoan chinh [280].

100 r
80 r

60 r

40 r

Ty 1€ phoi soma (%)

20 r

15
Ham lwgng nudéc dira (%)

B Phéi hinh cAu @ Phdi hinh tim B Phéi hinh thiy 16i EPhai c6 14 mam

Hinh 3.16. Anh huéng cta ham luong nuéc dira dén sy phat sinh phdi soma thir cap
& cac giai doan khac nhau sau 12 tuan nudi cay

Két qua tuong tu cling duoc ghi nhan trong nudi cdy Cymbopogon pendulus,
bd sung nudc dira vao moi trudng cd tac dung cai thién cam tng tao md seo va phat
sinh phdi soma [281]. Trong nudi cdy Citrullus lanantus va Ananas comosus, 10%
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nuéc dira cho hiéu qua phat sinh phdi soma tét nhat [282]. Su phat sinh phdi soma tir
md seo ¢d ngudn gbc tir mau cdy l4 ex vitro cdy Dinh ling 14 xé nho (Polyscias
fruticosa L. Harms) tét nhat trong méi trudng MS ¢6 bo sung 10% nude dira két hop
vé6i 0,5 mg/L BA [283]. Tuong tu, nuéc dira c6 tac dong tich cuc dén kha ning phat
sinh phdi soma thir cip & sam Ngoc Linh. Cac 14 mam cit ra tir phoi ¢ 14 mam in
vitro dugc nudi cay trén moi trudng MS ¢6 bd sung 10% nude dira va két hop 0,2
mg/L IBA tao md sco sinh phdi va phéi soma [39]. Tuy nhién, d6i v&i cay cha 1a ham
lugng nude dia 20% thich hop cho sy tang sinh mé seo cd kha nang phat sinh phoi
va hinh thanh phéi soma [120]. Khéi luong tuoi, khéi luong khd va sb luong phoi
soma hinh cau cao nhat dat duoc lan luot 1a 1,95 g, 0,48 g va 65 phdi. Bi véi sam
Lang Bian, nuéc dira ¢6 anh huong tich cuc dén su phat sinh va truéng thanh phoi
soma thir cap tir cac phdi soma so cap. Sy phat sinh phdi soma thir cip dat hiéu qua
cao nhat trong moi truong nudi cay ¢ bo sung 15% nude dira.

3.4. N§i dung 4: Tao cay sam tir phdi soma thir cap va xac dinh ham lwong

saponin tich lily trong cay sim Lang Bian in vitro
3.4.1. Tao cdy sdm tir phdi soma thir cip

Thong thudng, ty 1é séng st caa cay con chuyén tir 6ng nghiém ra vuon wom
rat thap vi chiing c6 b ré kém phat trién va dé bi nhiém nam sau khi chuyén ra dat.
Do d6, nghién ctru tao cu cho cay con in vitro c6 ngudn gdc tir phdi soma trude khi
chuyén ra vuon wom gitip gia tang ty 1& sbng s6t cua cay con I can thiét.

Két qua nghién ciru cho thay, cac cay con hinh thanh tir phdi soma thir cap va
chdi bat dinh sinh trueéng tét, khoe manh, 14 ¢6 ban rong, mau xanh dam va khdng c6
su bat thuong vé hinh thai sau 20 tuan nudi cdy. Cay con ¢ ngudn gdc tir choi hinh
thanh ré bat dinh, trong khi do, cay con c6 ngudn goc tir phdi soma thir cap hinh thanh
cu va ré bat dinh (Bang 3.13).

C4c cay con ¢6 nguon gbc tir phdi soma thix cap ¢6 su hinh thanh ci nho, mau
xanh & phan gdc vai ty & hinh thanh ci, duong kinh cu va chiéu dai cu dat dugc lan
luot 63,34%, 0,65 cm va 1,27 cm sau 20 tuan nudi cay. Doi véi cay hinh thanh tir
chdi, su hinh thanh mé seo dugc quan sat thdy & phan géc choi, sau dé xuét hién cac
ré bat dinh mau trang, manh va dai tir khéi md seo. Thém vao d6, khong co sy khac
biét vé chiéu dai ré ghi nhan giira hai nguon mau cay, trong khi d6, s6 ré bat dinh
hinh thanh tir chdi (8,14 ré/maiu) nhiéu hon so véi cay tir phdi soma thir cap (6,92
ré/mau) (Bang 3.13).
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Céc cu c6 vai tro 12 ngudn cung cip dinh dudng cho cay khi chuyén ra trong &
ngoai diéu kién ty nhién [284]. Mot sb két qua nghién ciru hinh thanh than ré/cu in
vitro cling da duoc ghi nhan ¢ P. vietnamensis [10], P. ginseng va P. quinquefolius
[14], P. ginseng [15]. Kim va cong su (2019) cho ring viéc tao cu caa cay con lai
giita P. ginseng va P. quinquefolius cho phép ching cd thé thich ung tét hon khi duoc
chuyén ra ngoai vudn wom vdi ty 18 séng sot 1én dén 80% [14]. Tuong tu, ty 18 song
s6t cua cay P. vietnamensis di tao cu dat dén 93,65 % sau 1 nam trong trong nha kinh.
Nhu vay, sy hinh thanh cu cua cay con sdm Lang Bian la mét trong nhimng dic diém
hira hen gitip cdy gia ting kha ning séng s6t khi chuyén ra ngoai vuon wom trong

tuong lai.

Bang 3.13. Sy hinh thanh than ré va ré bat dinh cua cay con c6 ngudn géc tir phoi
soma thir cip va chdi bat dinh sau 20 tuan nudi cay

Than ré RE bat dinh Piic diém

Nguon Pwong Chiéu Ré

goccay  Than  kinh dai bét
con ré (%) thanré thanré dinh

S6  Chiéu
lwgng  dai ré

ré (cm)
(cm)  (cm) (%)
hoi Cay con hinh thanh
P 63,34+ 065+ 127% 6,92+ 153+ ci mau xanh Vvdi
soma 100 L x4 . ..
o 6,67 0,10 0,12 0,97 0,12  céc ré bat dinh dai,
tha cap ) \ z
manh, mau trang
Cay con hinh thanh
ré& bat dinh mau
.. trang, dai, manh.
Choi 8,14+ 159+ K X .
. - - - 100 M6 seo hinh thanh
bat dinh 0,84 0,21

& goc choi, sau d6 1a
su hinh thanh ré bat
dinh tir m6 seo

Ghi chi: Ddu “-“ thé hién khong ghi nhdn si hinh thanh than ré cua chéi bdt dinh.
Gié trj thé hién trong bdng 1a gia tri trung binh + SD (dg léch chudan), kiém dinh T-
test
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3.4.2. Xdc dinh ham lwong mét sé saponin trong than ré va ré bét dinh cia cay
sam Lang Bian in vitro

Than r& caa cay con ¢ ngudn gdc tir phdi soma thir cap va ré bat dinh cua cay
con ¢6 ngudn gdc tir chdi bat dinh in vitro duoc st dung 1am ngudn mau dé xac dinh
va so sanh ham lwgng mot sé saponin tich lity. Két qua phan tich saponin bang phuong
phap HPLC cho thidy mau ré bat dinh va than r& sam Lang bian in vitro 20 tuan tudi
déu co sy hién dién caa Rgl, Rd va Rbl. Trong d6, ham luong Rgl, Rd, Rbl va
saponin tong s o than ré (703,38; 770,67; 174,81 va 1648,86 pg/g) cao hon so voi
ré bat dinh (325,79; 171,08; 4,78 va 501,65 pg/g) (Bang 3.14, Hinh 3.17).

Bang 3.14. Ham luwong saponin trong than r& va ré bat dinh sim Lang Bian 20 tuan
tudi

Ham lwgng saponin (ng/g)
Loai miu

Rgl Rd Rbl Rgl+Rd+Rbl

Than ré 703,38 £78,34 770,67 £57,56 174,81 +43,15 1648,86 + 52,62

Ré bat dinh  325,79+6545 171,08+248 4,78+0,14 501,65 + 50,52

Ghi chu: Gié trj thé hién trong bang |a gia tri trung binh + SD (dé léch chudn), kiém
dinh T-test.

Cac loai thudc chi Panax da duoc str dung rong rai & Trung Quédc, Han Quéc,
Viét Nam va cac noi khac trén thé gigi véi cong dung boi bé stc khoe, ting cudng
mién dich, chdng stress, hd trg diéu trj tiu dudng va mot sé bénh nan y [285].
Saponin dugc xem 14 thanh phan hoat chat chu yéu cua cac loai sam, trong do, cac
saponin triterpene loai dammaran c6 vai trd quyét dinh cho gia tri duoc liéu cua sam.
Ginsenoside-Rb1, -Rb3, va -Rd 1a cac dai dién chinh cho nhdm saponin dan suat tir
20(S)-protoPanaxadiol  (gdbm 22 hop chat); ginsenoside-Re, -Rgl, va
notoginsenoside-R1 dai dién cho nhém din suét tir protoPanaxatriol (gém 17 hop
chat): con majoside-R1 va -R2 dai dién cho nhdém ¢ cau tric occotillol (gdm 11 hop
chat).

Cay sam cd thé chaa nhiéu loai saponin khac nhau va cac ciu tric nay lién
quan chit ch& véi nhau. Su da dang trong cdu triic dd tao nén mot loat cac saponin
khac nhau dang duoc khai thac va sir dung rong réi trong nhiéu linh vuc nhu duoc
pham, thuc pham va my pham. Hién nay, cac nha khoa hoc di xac dinh dugc trén 50
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loai saponin trong cac loai P. ginseng, P. notoginseng, P. quinquefolius va P.

vietnamensis [286].
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M6t s6 nghién ctu vé sy khac biét ham luong saponin trong cac bo phan khéc
nhau cua céc loai thudc chi Panax ciing da dugc bdo c4o. Phan dudi va phan trén mat
dat c6 sy khéc biét vé loai va ham lwong saponin, saponin trong ré da dang hon so
véi 14 [287]. Dbi v6i sam Ngoc Linh, phan ré va than r& duogc coi 1 bo phan chinh st
dung cho cac muc dich y hoc, trong khi dé, phan 14 va than chi duoc st dung duéi
dang tra thao moc. Do d6, hau hét cac nghién ciru vé céc thanh phan hda hoc va tac
dung duoc 1y di duogc tap trung vao phan than ré cia sam Ngoc Linh. Nam muoi
saponin triterpene loai dammarane bao gdm 26 hop chat méi da dugc bao céo & cac
bo phan dudi mat dat [22]. Bén canh d6, Le va cong su (2015) di xac dinh duoc ham
lwong 17 saponin trong cac bo phan khac nhau cua sam Ngoc Linh. Ham lugng
saponin trong than ré, cu va ré twong tng 1a 195, 156 va 139 mg/g, rat cao so voi cac
cac loai thugc chi Panax khac [288].

Nhin chung, qua két qua phan tich dinh lwong mau than ré va ré bat dinh sam
Lang Bian cho thay cd su hién dién cua mét s6 saponin chinh bao gom Rgl, Rd va
Rb1 va day la nhitng loai saponin chinh c6 gia tri duoc liéu, ¢ tiém ning sir dung
trong y hoc. Trong d6, ham luong saponin caa than ré cao hon so véi ré bat dinh. Nhu
vay, cac cay con c6 ngudn géc tir phdi soma khong nhiing ¢ kha niang hinh thanh
than ré haa hen gia tang ty 1é séng sot khi chuyén ra vudn wom ma con tich liy duoc
ham lwong mot sb loai saponin cao hon so véi cay con c6 ngudn gdc tir chdi bat dinh.
Do d6, nudi ciy phoi soma Ia mot phwong phap day hira hen dé nhan giéng sam Lang
Bian, gop phan giai quyét tinh trang khan hiém giéng hién nay.

Hinh 3.18. Sy hinh thanh than ré cua cay con ¢6 ngudn gdc tir phdi soma thi cap sau
20 tuan nudi cay. Thude do: 1 cm
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3.4.3. Sw sinh trwéng tiép theo ciia phdi soma sdm Lang Bian trong méi truwong co
bé sung AgNPs

Viéc str dung céc hat nano trong nudi cdy mé thwc vat da thu hat duoc sy chi
y dang ké trong nhitng ndm gan day. Cac hat nano, chu yéu la AgNPs, da duoc bao
c4o 6 tac dung ting cuong Sy ting truéng va phat trién cua thuc vat trong nudi cay
md. Nghién ctiru ndy cho thay, viéc sir dung AgNPs c6 tac dong tich cuc dén sy hinh
thanh va sinh treéng cua than ré sim Lang Bian. Phdi soma & dang ¢6 14 mam duoc
cdy chuyén sang méi truong SH ¢ bd sung 0,5 mg/L BA, 0,5 mg/L NAA, 30 g/L
sucrose, 1,0 g/L than hoat tinh, 9,0 g/L agar va 1,2 mg/L AgNPs cho thay ty I hinh
thanh than ré duoc cai thién so véi dbi chiing (khdng bo sung AgNPs) (Bang 3.15).
Ngoai ra, b sung AgNPs vao mdi truong con gitp ting ty 16 mau hinh thanh than ré
va cai thién chit lugng cdy con so véi nghiém thac ddi chitng (khdng bd sung
AgNPs). Cay con trén mdi trudng nudi cay bd sung 1,2 mg/L AgNPs c6 mau xanh
dam, cang cap va phat trién tét (Hinh 3.19).

Sy hién dién cia AgNPs trong mdi trudng nudi cdy da duoc ching minh cé
kha nang lam gia tang sy phat sinh hinh thai, sinh ly va sinh hda cua céc loai thyc vat
khac nhau. Trong vi nhan giéng T. undulata, 60 pg/L AgNPs bd sung trong moi
trudng nudi cay cd tac dung cai thién chat luong cua cay con [289]. Cho dén nay, chi
cd mot bao cao vé anh huong caa AgNPs dén su hinh thanh than ré sam Ngoc Linh,
Cuong va cong su (2021) cho rang su sinh truong cua than ré sim Ngoc Linh duoc
cai thién rd rét khi nui cay trén méi trudong ¢ bo sung 1,2 mg/L AgNPs [10]. Ngoai
ra, su c6 mat cia AgNPs con gilp cai thién cac hién tuong bat thuong cua sam Ngoc
Linh [10], dau tay [163], hoa dong tién [290].

Bang 3.15. Su sinh truong tiép theo cua phdi soma thir cip sam Lang Bian trong moi
truong c6 bo sung nano bac sau 20 tuan nudi cay

_ Ty I¢ hinh thanh than ~ Pwong kinh Chiéu dai
Nghiém thirc . o o
re (%) than ré (cm) than ré (cm)
Péi ching 47,78 £1,92 0,42 + 0,03 1,20 £ 0,02
1,2 mg/L AgNPs 85,56 + 1,93 1,14 +£ 0,03 2,05+ 0,05

Ghi chl: Gia trj thé hién trong bang la gid tri trung binh = SD (d6 léch chudan), kiém
dinh T-test.

Hon nita, AgNP di duoc bao cdo gitp ting cudng tong hop cac chat chuyén
hoa tht cap trong thuc vat. Cac chat chuyén hoa thir cap nay cd vai trod thiét yéu trong
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co ché bao vé thuc vat va san xuit cac chat hoa hoc thuc vat c6 gid tri, chang han nhu
flavonoid, alkaloid va céc hop chit phenolic. Cuong va cong su (2021) cho thay viéc
bd sung AgNPs vao méi trudng nudi cdy gitp ting cuong dang ké qua trinh tong hop
cac hop chat thi cip trong sam Ngoc Linh [10].

Nhin chung, viéc st dung AgNPs trong nudi cdy mé thuc vat da dugc chang
minh 12 c6 anh huong dang ké dén su ting trudng, phat trién va tng hop chét chuyén
hoa thir cp cua thuc vat. Tuy nhién, can nghién ctru thém dé hiéu day du cac co ché
lién quan dén viéc tang cudng su phat trién caa thuc vat va tong hop chat chuyén hoa
tha cap dudi tac dong cua AgNPs.

Doi chimg 1,2 mg/I. AgNPs

Hinh 3.19. Hinh thai cay con ¢ ngudn gdc tir phdi soma nudi ciy trong méi trudng
khong b sung (Di chung) hodc ¢ bo sung 1,2 mg/L AgNPs sau 20 tuan nudi cy.
Thudc do: 1 cm.
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Hinh 3.20. So d6 qua trinh nudi cay ph6i soma sam Lang Bian in vitro
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN

Nghién ciru qué trinh phat sinh phdi soma so cap va thtr cip sam Lang Bian
(P. vietnamensis var. langbianensis), mét trong nhirng cay dugc liéu quy dac hiu tai
Lam Doéng, Viét Nam thu nhan duoc nhitng két qua nhu sau:

1. Tao ngudn mau in vitro

AgNPs & nong d6 0,15% khéng nhitng cho hiéu qua tét trong khir tring mau
than r& ma con c6 tac dung kich thich mau téi sinh chdi bat dinh. Cac chdi bat dinh
tiép tuc dugc nhan nhanh trong méi truong SH ¢d bo sung 1 mg/L BA. Pay 1a nguén

mau sin co, sach, dé duy tri thich hop sir dung cho nghién ctru phat sinh phoi soma.
2. Phat sinh hinh thai théng qua nuéi cdy TCL

Auxin cé tac dung tich cuc dén sy phat sinh phoi soma thtr cdp tir cac miu
TCL véi ndng do thich hop nhat ghi nhan dugc 1an luot 13 7,0 mg/L NAA (ddi voi
mau L-tCL) hozc 1,0 mg/L 2,4-D (d6i véi mau P-ITCL). Cac phoi soma nay dugc st

dung cho nghién ctru phat sinh phoi soma thir cip & giai doan tiép theo.

Glutamine, proline, va spermidine déu cé anh huéng dén qua trinh phét sinh
phoi soma thir cdp sm Lang Bian. Trong d6, 1,5 mg/L spermidine cho hiéu qua phéat
sinh phoi soma thtr cap tot nhat dbi voi ca hai loai mau L-tTCL va P-ITCL théng qua
viéc ting cuong tong hop cac enzym chdng oxy héa (APX, CAT va SOD), do d6 1am
gidm tac dung phu ciia ROS. Ngoai ra, ham lugng va ty I¢ cdc hormone ndi sinh &
cac giai doan khac nhau luén duogc diéu chinh nham tao diéu kién thuan loi nhat cho
su phat sinh phdi soma thir cap sim Lang Bian.

3. Phat sinh phéi soma thir cap

Ph6i soma thir cap chu yéu & dang c6 14 mam dwoc thu nhan tir nudi cay phoi
soma so cap dang thuy 16 trén méi truong 1/2 MS bé sung 1,0 mg/L 2,4-D, 40 g/L
duong sucrose va 15 % nudc dira. Pay 1a ngudn vat liéu quan trong st dung cho muc
dich nhan nhanh sinh khéi, nang cao hiéu qua cua qua trinh nhan gidng.
4. Tao cay sam tir phdi soma thir cip va xac dinh ham lwong saponin tich liiy
trong cay sam Lang Bian in vitro

Cay con ¢c6 ngudn géc tir phdi soma thir cap nudi cy trong mdi truong co bo
sung 1,2 mg/L AgNPs sinh trueang khoe manh, 14 to, ma rong, c6 hinh thanh than ré
trong diéu kién in vitro, htra hen gia tang ty 1& song sot khi chuyén cay ra trong &
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ngodi vudn wom trong twong lai. Ngoai ra, két qua phan tich saponin cho thay mau
than r& sdm Lang Bian in vitro 20 tuan tudi c6 sy hién dién cua saponin Rgl, Rd va
Rb1. Dy 1a nhitng loai saponin chinh c6 gia tri duoc liéu, c6 tiém ning sir dung trong
y hoc.

KIEN NGHI

Nghién ctru da x4c dinh dugc mot sb yéu té anh hudng dén qué trinh phét sinh
phdi soma sam Lang Bian va tao duoc nguon phdi soma ciing nhu cay con c6 ngudn
gdc tir phdi soma in vitro, Chung toi dua ra mot s6 kién nghi nhu sau:

Dua trén nhitng két qua nghién ciru phét sinh phdi soma, tiép tuc nghién ciu
va tng dung nhan nhanh phdi soma ¢ quy mé I6n hon véi muc tiéu dap ung duoc
nhu cau cdy gidng phuc vu cong tac bao ton va phat trién.

Tiép tuc nghién ctru danh gia kha ning thich nghi va sinh truéng cua cy con
c6 ngudn goc in vitro trong diéu kién vuon wom.
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