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LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan luan an: “Nghién ctru anh huong ctia mot s6 yéu té dén qua
trinh ra hoa va budc dau tao qua cta cdy chanh day tim (Passiflora edulis Sims f.
edulis) nudi cdy in vitro” 1a cong trinh nghién ciru ciia chinh minh duéi sy huéng dan
khoa hoc ctua GS.TS. Duong Tan Nhut va TS. Nguyén B4 Nam. Luan 4n sir dung
thong tin trich din tir nhiéu ngudn tham khao khac nhau va céac thong tin trich dan
dugc ghi & ngudn gbc. Tat ca két qua nghién ctru cua toi duge cong bd chung véi
cac tac gia khac da duoc su nhat tri ctia déng tac gid khi dua vao luan an. Cac s liéu,
két qua duoc trinh bay trong ludn 4n 13 hoan toan trung thuc va chua ting dugc cong
b trong bat ky mot cong trinh nao Khac ngoai cac cong trinh cong bd cua tac gia.
Luan 4n dugc hoan thanh trong thot gian t61 lam nghién ctru sinh tai Hoc vién Khoa

hoc va Cong nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam.
Ha Noi,ngay thang nam 2024
Téac gia luin an
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LOI CAM ON

Giai doan sogn nhiing 101 cdm on nay c¢6 1é mét hanh trinh niza sdp di vé diém
dich. Thoi gian thuc hién lugn &n c6 1€ 1a thoi gian dé lai cho t6i rat nhiéu niem vui,
sir hy vong va cd nhiing lo ldng. Trong sudt qud trinh hoc tdp, nghién civu va thiee
hién luén dn, t6i da nhdn dwoc rat nhiéu sw quan tam, giup do rat tan tinh tir Quy
Thay Cé, gia dinh va ban bé.

Pau tién, toi xin biéz on sdu sac nhdt dén Thay GS.TS. Dwong Tan Nhut. Thay
da tdn tinh hwéng dan, dinh hwéng va tao diéu kién thudn loi nhdt dé t6i cé thé hoan
thanh dé tai nghién cizu nay.

T6i xin chan thanh gi#i 161 cam on t6i Thay TS. Nguyén Ba Nam. Thay luén
tdn tinh giip d& va cho nhiing gop y thiét thuc gitp tdi hoan thanh lugn an.

T6i xin chan thanh cdm on 61 cac Quy Thay C, anh chi ¢ Phong Sinh hoc
Phan tiz va Chon tqo giong cay trong da giip dé va dong vién t6i trong qua trinh hoc
tap va nghién citu. Téi ciing xin dwoc guri 161 cam on dén céc Quy Thay Co cua Vién
Sinh hoc Nhiéz d6i, Vién Nghién cizu va Ung dung Cong nghé Nha Trang dd tao diéu
Kién dé t0i co thé hoan thanh chwong trinh hoc mét céch thudn loi.

T6i xin gui loi cam on téi Ban lanh dao va can bgé nhan vién cua Hoc vién
Khoa hoc va Cbng nghé, cung vai Vién Nghién cizu Khoa hoc Tdy Nguyén da tao
dieu kién thudn lgi trong suét qua trinh hoc tdp va thuc hién lugn an.

Toi xin gui 161 cam on dén nguan hé tro tir cac dé tai VAST - [NCXS01.03/22-
24], NAFOSTED - [106.01-2020.10] va Quj VINIF - [VINIF.2022.TS094] trong quéa
trinh theec hién d@é tai.

Cugi cung, lugn &n nay sé khéng dwoc hoan thanh néu khong c6 s cam thong
Cua gia dinh, nguoi than va ban bé da luén sat canh dong vién trong tieng buoc chan
theo duéi con dwong khoa hoc.

Xin gi#i 161 cam on chan thanh nhat va hen gap lai 6 mét trang hanh trinh mgi!

Ha N¢i,ngay thang nam 2024

Tac gia luan an

Truwong Hoai Phong



MUC LUC
LOT CAM DOAN ...ttt i
LOT CAM ON ..ottt i
IMUC LUC ..ttt sttt ettt ettt et et e e eneenaeneanente e iii
DANH MUC CAC KY HIEU, CAC CHU KY VIET TAT oo vii
DANH MUGC BANG ......oteeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeee et e et sttt en s et es s e e en s e eeneens iX
DANH MUC CAC HINH VE, DO THI ..ottt X
MO DAU ..o 1
MUC TIBU NGNIEN CUU 1.ttt ne e nee e 2
Y NZHTA KOG OC ...ttt 2
Y NGHTA tAUC TIEN.....cvececeesceee ettt st s 2
Déi tuong va pham Vi nghien ciu ca d& tai........c.oveeveeeveeeeeeeeee e 3
DE1 tIONG NGNIBN CUU.....oceoveeeeeeee ettt 3
Pham Vi NONIEN CUU .......ooviiieiece e 3
Nhiing dong gop M1 cla TUAN AN....eeiiiiiiiiiiice e 3
CHUGNG 1. TONG QUAN NGHIEN CUU.......cooiirieiesiieeieeeeeeeeeee e 4
1.1. Surahoavarahoa in Vitro & thurC VAt...........cccceeviiiiii e 4
1.1.1. Y nghia ctia Sy ra hoa va ra hoa in Vitro & thuc VAt ..........cccceveveeieceeinnnn, 4
1.1.2. Cac giai doan chinh ctia su ra hoa ¢ thuC Vat.........c.cccevivieiccicccee, 6
1.1.3. M6t s6 con duong ra hoa chi Yéu & thuC VAL .........cevecveeeeeecceeeeeean, 6
1.1.3.1. Con duong ra hoa dya trén &nh SANG ........ccccoveieiineieeeeeeee s 7
1.1.3.2. Con duong tho han / XUAN NOA........cccooviieiiiieee e 8
1.1.3.3. Con duong ra hoa tyr Cht.......ocoiiiiii e, 8
1.1.3.4. Con duong dua trén hoat dong cua Gibberellin............c.cccoeeiieeee. 9
1.1.4. M6t s6 md hinh phat trién hoa & thirC VA ........cc.coeeeeeeeeceee e, 9
1.2. M6t s6 yéu té anh hudng dén su ra hoa & thuC VAL.........c.cceveverevcceeeeeeans 11
1. 2.1 D0 TUBE .ottt ettt ettt ettt et e ettt e e et n e e 11
1.2.2. NDHBE GO cveveeeeeeeeeee et e e et e et es e s eeees e eeeeeeeseeseeseeses s eeeeeseenees 12
1,23 ANN SANG ..ottt 12
1.2.4. Chit diéu hoa sinh trrdNg thirC VAL ........oo.eveeeeeceeeeeeeseeeeee e, 13

1.2.5. Mot s6 chat khac anh huong dén su ra hoa ¢ thuc Vat..........c..ccceeeeeeeee. 15



1.2.5.1. POIYAMINE.....cciiiiiieiece ettt e 15
1.2.5.2. BaC VA CODAN .....uvieiiicciie ettt 16

1.3. M6t s6 nghién ctru ra hoa Va tao qUA iN VItrO .........c.cveveeveeereeeeeeeeeeeeed 18
1.4. Khéi quét vé cAy chanh Y tIM.........o.coeiereieieeeeeeeeee s 23
141 GIOTTNIEU ..vveiiiiiie et sb e e ebee e e enree e 23
R 00t o =V T (o Y 23
1.4.1.2. DAC AEM thUC VAL NOC ..ot 24
1.4.1.3. Thich nghi VA PhAN DS.........oeeeceeeeeeeeeeeeeeee e 24
1.4.1.4. Gia tri ctua cay chanh day ..........cccooeviiiieiieie e 25
1.4.2. Mot s6 nghién ctiu trén cay chanh day tim trong diéu kién in vitro ........ 25

1.4.2.1. Nghién ctu tai sinh choi dwa trén ky thuat nudi cay l6p mong té bao

......................................................................................................................... 27
1.4.2.2. Nghién ctru phat sinh phoi SOMa........c.ccevviiiiieeee e 29

1.4.3. Sy ra hoa va tao qua trén cdy chanh day tim...........cccccoveveieiiciccei 31
1.4.3.1. DAC AEM CAU tIUC NOA....viveeeeeeeeeeeeeeeeeee e es e 31
1.4.3.2. Hién twong tw DAL NOP ....cvvocveeeeeeeee e 31
1.4.3.3. SU rah0a Vata0 QUA.......ccccoueeieiieiie e 33
CHUONG 2. NOI DUNG, VAT LIEU VA PHUONG PHAP ......ocoooovveeeeen. 35
NGHIEN CUU ..ottt 35
2.1 NOIT dUNG NONIEN CUU....o.viivieiieie e 35
2.2. VAt lEU NGNIEN CTUU.....viiiiiii e 36
2.2.1. VAL HEU TNUC VAT ..o 36
2.2.2. Thiét bi, dung cu VA NOA ChAL .........coovvevieeceeeeeeeeeeee s 37
2.2.3. MOi trrONG NUOBT CAY ...o.vovveeeveeeeeeeeeeeeees et eses st 38
2.3. Phuong phap nghi€n CUU ........c.cooveiiiiiiiiiiee e 39
2.3.1. Phuong phap b6 tri thi NGRIEM .......c..oveveieeeeieeeeeeeeeeee s 39
2.3.1.1. Noi dung 1: Nghién ciru tao ngudn mau cay cay chanh day tim.......39

2.3.1.2. Noi dung 2: Khao séat anh huéng cua mot sé yéu té dén qué trinh ra

hoa va budc dau tao qua cia cdy chanh day tim trong diéu kién nudi cay in

2.3.2. Mot s6 phuong phap va k¥ thuat dung trong nghién ciu .............c.c........ 46
2.3.2.1. Thu nhan va danh gia mot s6 chi tiéu theo ddi trong d¢é tai............... 46



2.3.2.2. Binh lugng hormone NGi SINN .....c.oovveiiiiicc e 46
2.3.2.3. Dinh lugng EtNYIENE ......covoiiiiiei s 47
2.3.2.4. Quan sat hinh thai Gial PRAU.........ccevevieieceeeee e, 47
2.3.2.5. PhAN tich VA XTI 1Y SO TEU ... 47

2.3.3. DIEU KIBN NUBT CAY ..ottt 48
2.3.4. Dia diém va thoi gian thuc hién TUAN AN .......c.co.oveieeeeeeeeeeeeee e 48
CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN ...cooooveeeeeeeee e, 49
3.1. Noi dung 1: Nghién ciru tao ngudn mau ciy cay chanh day tim.................... 49
3.1.1. Nghién ciru tai sinh chdi tir cac mau cdy TCL 16ng than ex vitro............ 49

3.1.1.1. Anh huong cua vi tri 16ng than dén sy cam ng choi tir mau cay tTCL

......................................................................................................................... 49
3.1.1.2. Sy cam ng choi ctia mau cay tTCL va ITCL tir 16ng than............... 51
3.1.1.3. Anh huéng ciia AgNPs dén sy tai sinh choi tir mau cay ITCL va oTCL
[ONG thAN......eiie e 52
3.1.2. Nghién citu phat sinh phdi soma tir mau cay 14 eX Vitro ..........c..cceeenee, 55
3.1.2.1. Anh huong cua 2,4-D va NAA dén sy phét sinh SE .......c..ooceveeenee 55
3.1.2.2. Anh huéng ciia AgNPs ddi vai qué trinh phat sinh SE gian tiép tir mau

L PRSP RRPR PSPPI 57
3.1.3. Anh huong cua AgNPs dén qué trinh nhan nhanh choi.............c.cceee...... 62
3.2. Noi dung 2: Khao sat anh hudng caa mot s6 yéu to dén qua trinh ra hoa va
budc dau tao qua cia cdy chanh day tim trong diéu kién nuéi cy in vitro .......... 64
3.2.1. Anh huong cua mot s6 PGR ngoai sinh dén qua trinh ra hoa in vitro .....64
3.2.1.1. Anh hudng cua GAsz dén su sinh truong va ra hoa in vitro ............... 64
3.2.1.2. Anh huong cia ABA dén su sinh truong va ra hoa in vitro.............. 66

3.2.2. Anh huong cua Bac va Coban dén qua trinh ra hoa va tao qua in vitro ..69

3.2.2.1. Anh hudng cua AgNO; dén sy sinh truang va ra hoa in vitro .......... 69
3.2.2.2. Anh huong ctua AgNPs dén sy sinh truong va ra hoa in vitro.......... 71
3.2.2.3. Anh huéng ctia AgNPs dén su tao qua in Vitro .......cccooeveeeeeeveieeenen. 81
3.2.2.4. Anh huong ctua CoNPs dén su sinh truong va ra hoa in vitro ........... 86

3.2.3. Anh huong cua Spermidine dén sy sinh truong, ra hoa va tao qua in vitro

3.2.3.1. Anh huéng cua Spd don 1é dén su sinh truéng va ra hoa in vitro .....90



vi

3.2.3.1. Anh huong caa Spd két hop voi AgNPs dén sy sinh trudng va ra hoa

VA 20 QUA TN VIEFO...iviiiiiiccieciee ettt sreeneas 92
KET LUAN VA KIEN NGHI......ooviiiisieeniceeseeessssses s ssessesses s 101
DANH MUC CONG TRINH CONG BO LIEN QUAN BEN LUAN AN............ 103
TAILIEU THAM KHAO ..ottt 104

PHU LUC .o e 123



Vii

DANH MUC CAC KY HIEU, CAC CHU KY VIET TAT

Chir viét tit
2,4-D
ABA
AgNPs
BA
CoNPs
ETH
ETR
GA3
GAs
HPLC
IAA
IBA
ITCL
MS
mT
NAA
NT
oTCL

PA

Tiéng Anh
2,4-Dichlorophenoxyacetic acid
Abscisic acid

Silver nanoparticles
6-Benzyladenine

Cobalt nanoparticles
Ethylene

Ethylene receptor
Gibberellic acid As
Gibberellins

High performance liquid
chromatography
Indole-3-acetic acid
Indole-3-butyric acid
Longitudinal thin cell layer
Murashige and Skoog (1962)

meta-Topoline

1-Naphthaleneacetic acid

Outer longitudinal thin cell layer

Polyamine

Tiéng Viét
AXxit 2,4-Dichlorophenoxyacetic
AXit abscisic

Cac hat nano bac

Cac hat nano coban

Thu thé ethylene

Axit gibberellic Az

Nhom gibberellin

Séc ky long hiéu nang cao
Axit indole-3-acetic

Axit indole-3-butyric

Lép mong té bao cat doc

Murashige va Skoog (1962)

Axit 1-Naphthaleneacetic
Nghiém thuc

Lép mong té bao bén ngoai cat
doc



viii

PGR Plant growth regulator Chét diéu hoa sinh truéng thuc

vat
Put Putrescine
SAM Shoot apical meristem Mb phan sinh dinh choi
SE Somatic embryo Pho6i soma
SPAD Soil Plant Analysis Development Chi sé diép luc t6
Spd Spermidine
Spm Spermine
TCL Thin cell layer Lép mong té bao
TDZ Thidiazuron

tTCL Transverse thin cell layer Lép mong té bao cit ngang



DANH MUC BANG

Bang 1.1. Mot s6 PGR anh huong dén sy ra hoa in vitro & mot sé loai thuc vat.....19

Bang 1.2. Su tao qua va hat & mot sé loai thuc vat trong diéu kién nudi cdy in vitro

Bang 1.3. Mot sb nghién ciru trén cdy chanh day tim trong diéu kién in vitro. ....... 25
Bang 3.1. Anh huong ciia AgNPs dén sy tai sinh chdi tir mau ciy ITCL va oTCL sau
B0 NQAY NUBT CAY. ..evveveeeceeeeieee sttt sttt ettt 53
Bang 3.2. Anh huong cua 2,4-D hoic NAA Ién sy phat sinh SE tir mau cay 14 sau 60
NGAY NUBT CAY. ...voveoviieeeteeeteese sttt s sttt en st en st en s 56
Bang 3.3 Anh huong cua GAs dén sy sinh truong caa choi chanh day sau 60 ngay
NUBT CAY. .1ttt ettt sttt s et s ettt en st st e st st en e 64
Bang 3.4 Anh huong cia ABA dén sy sinh truong cua choi chanh day tim sau 60
NGAY NUBT CAY. ...voveeviieeeteeetee sttt s et s sttt en st en s 66
Bang 3.5 Anh huong cia AgNO3 dén su sinh truéng caa chdi sau 60 ngay nudi ciy.

Bang 3.6 Anh hudong ciia AgNPs dén su sinh truong va ra hoa in vitro caa chdi sau
BO NQAY NUOBT CAY. ....cveveeeeeeeeeee et tee st es st ee sttt en st en s enees 71

Bang 3.7. Anh huéng cua AgNPs dén qué trinh tao qua in vitro sau 90 ngay nudi ciy.

Bang 3.8. Anh hudng ctia CONPS trong moéi trudng MS dén sy sinh truéng caa chdi
chanh day tim sau 60 NGAY NUBT CAY. ......cvuvveeverecereeeeeseeseeeeeeee et esses e 86
Bang 3.9. Anh huong ciia CoNPs trong méi trudng MS khong bo sung CoCl, dén sy
sinh truang cua choi chanh day tim sau 60 NGAY NUBH CAY. .......c.vvveeveereerrreeeenene, 88

Bang 3.10 Anh huong cia Spd dén sy sinh truong caa choi sau 90 ngay nudi cay..

Bang 3.11. Anh huéng cia Spd trong méi trudng bo sung AgNPs dén sy ra hoa in

VItro Sau 90 NQAY NUBH CAY. .....vvvevererereesesssseieseessesesseesessessessesessssssesesssesnsnsensssnes 92



DANH MUC CAC HINH ANH, PO THI

Hinh 1.1. M6 hinh ABC V& su phat trién Cia h0a..........ce.vvvveveieseeieesesesesiseeees 10

Hinh 1.2. Cau trac hoa va “mé hinh b t&” cua dic diém co quan hoa & Arabidopsis.

................................................................................................................................... 11
Hinh 1.3. So db thé hién con dudng sinh tong hop ETH tir methionine va vi tri tac
d6ng cua chat Gc ché (CODAN VA DAC) .......cvveeeeececeeeee e 16
Hinh 1.4. Su phan b4 ctia chi PasSiflora..........cco.eeeeeiieeeeeeeeeseeeeeeee s 24
Hinh 1.5. M6t s6 wu diém cua Ky thuat nUOi CAY TCL.....o..cvvveevceeeeeeeeieeeesceiseeeses 28

Hinh 1.6. Pic diém d6t than chira chdi hoa va ciu truc hoa cia cay chanh day tim.

................................................................................................................................... 31
Hinh 2.1. So d6 thé hién khai quat cc noi dung NGNIBN CU. ..........cvvevereeereieeens 36
Hinh 2.2. C4c ngudn mau cay ban dau cta NGhIEN CHU. .......ccvvvvvveceieeeieeeeseens 37
Hinh 2.3. Thiét 1ap cac mau ciy tTCL va ITCL tir I6ng than ex Vitro. ................... 39
Hinh 2.4. So d6 thiét 1ap mau cay ITCL va oTCL tir 16ng than ex vitro.................. 41

Hinh 2.5. So ¢6 md ta céc giai doan bé tri thi nghiém nghién ciru sy ra hoa in vitro
cta Cay Chanh dAY TiM. ..o s 43

Hinh 3.1. Ti 1é cam ang chdi cua mau cdy tTCL tir cAc 16ng than ex vitro tai vi tri tir

1 dén 5 tinh tir Ngon sau 60 NQAY NUBT CAY...........coveererieesreeereeeeeseeesssseseesesesneeeans 49
Hinh 3.2. Su cam &ng choi cua mau cay tTCL tir cac 16ng than ex vitro ................ 50

Hinh 3.3. Sy cam @ng chdi ctia cac mau cay TCL tir 16ng than ex vitro sau 60 ngay
NUDT CAY ...ttt s et e et e et ee et en st en et st en e en e et s e eenans 51
Hinh 3.4. So sanh hiéu qua tai sinh choi giita mau cdy ITCL va oTCL tir cac 1ong
than & vi tri thir 3 sau 60 NZAY NUOT CAY ...vvvvevecerrereeeeeseseesesseeeeresseesessses s eesenes 52

Hinh 3.5. Chdi tai sinh tir miu cdy ITCL va oTCL trong méi trudng bo sung AgNPs

................................................................................................................................... 54
Hinh 3.6. Cam ung SE tir mau cay 14 sau 60 NGaY NUOH CAY ........cocvvververerrerrieeeenns 56
Hinh 3.7. Anh hudéng ciia AgNPs d6i véi sy phat sinh SE gian tiép tir mau la. ......58

Hinh 3.8. Su phéat sinh SE gian tiép tir miu cay 14 trén mai truong bd sung 2,0 mg/L
AGNPS SaU 75 NGAY NUOBT CAY ...t sesess s ssess s seneanessans 59



xi

Hinh 3.9. Sy hinh thanh cy con tir SE ¢6 ngudn géc tir mau ciy 14 trong méi trudng
b sung AGNPS sau 120 NQAY NUBT CAY ......c..veevreereeeeieesesisesiesessesessessesesssseseesnes 59
Hinh 3.10. Anh hudng ctia AgNPs dén hiéu qua nhéan chdi trong méi trudng bd sung
6 dinh 1,0 mg/L mT sau 60 NZAY NUOT CAY ...v.vvvvverereerreeseeseseesereeseeseeseesessessessenenes 62
Hinh 3.11. Chdi chanh day tim nudi cay trén cac moi truong bd sung GAs & cac nong
d6 Khac nhau Sau 60 NGAY NUBT CAY ...........ovveeeeeeeeeeeeeeeeeseeseee s 65
Hinh 3.12. Chdi chanh day nudi ciy trén cac méi truong bd sung ABA & cac ndng
o (03 (o 2] 0 - LO SR 67
Hinh 3.13. Chéi chanh day phat trién trong méi trudng bo sung AgNO3 & cac nong
d6 khac nhau sau 60 NGAY NUBT CAY ........c..cveveeeeereereereseesesseeessesseseesssesees s eesessenessenens 70

Hinh 3.14. Anh huéng cuia AgNPs dén s ra hoa in vitro, sy thay d6i hormone noi

sinh ciia chdi va sy tich luy ETH sau 60 ngay nuoi CAy. ......oce.ovevveerrvesenesrnsinennennns 72

Hinh 3.15. Su hinh thanh va phat trién ctia chdi hoa in vitro trong méi truong bo sung
7,0 MG/L AGNPS....ceee e e re b 75

Hinh 3.16. Su chuyén d6i tir chéi sinh dudng sang chdi sinh san sau 40 - 45 ngay
NUDT CAY ...ttt ettt s st ee et e et en e et s et e en et en e e e s s e eeeans 76
Hinh 3.17. Giai phau choi hoa tir chéi in vitro nudi cay trong méi trudng bo sung 7,0
MQ/L AGNPS SaU 45 NGAY NUBT CAY ..o eeeses et 77
Hinh 3.18. Anh hudng ciia AgNPs dén su ng hoa in vitro sau 70 ngay nudi cay....78
Hinh 3.19. Pic diém cta nu hoa ngoai tu nhién va nu hoa in Vitro...........c.cc..c....... 79
Hinh 3.20. Mot s6 dic diém cua hoa chanh day ngoai ty nhién tir cdy 2 nam tudi va
O T CROT TN VILFO ..ttt 80

Hinh 3.21. Sy nd hoa va tao qua in vitro trong méi truong bd sung 7,0 mg/L AgNPs

Hinh 3.24. Anh huéng cua CoNPs trong méi trudng khéng bd sung CoCl, dén sy

sinh truong ctia choi sau 60 NQAY NUBT CAY .......c.veeveeeeereieeeieeesseseeee s 88



Xii

Hinh 3.25. Ham luong GAs, ABA cua chdi va ham lwong ETH tich luy trong binh
nudi cdy & nghiém thizc bo sung 0,3 mg/L CoNPs va dbi ching. ........c.ocvvvvvvennes 89
Hinh 3.26. Chdi in vitro trong méi truong bd sung cac nong do Spd khéc nhau sau
90 NQAY NUBT CAY ...vvvveveeeeetets ettt es sttt sttt 91
Hinh 3.27. Su sinh truéng va ra hoa cua chdi trong méi truong bo sung 7,0 mg/L
AgNPs két hop véi cac ndng d6 Spd khac nhau sau 90 ngay nudi ciy.................... 93
Hinh 3.28. Mot s6 dic diém cua ngon chdi va dét than cua choi chanh day trong moi
truong bd sung 0,05 mM Spd va 7,0 mg/L AgNPs sau 60 ngay nudi cay................ 93
Hinh 3.29. Hinh anh giai phau cua so khai hoa cam &ng tir chdi in vitro sau 65 ngay
NUDT CAY. ...ttt ettt ettt es et en et s bt en et en et et s et en et et s et e, 94

Hinh 3.30. Su chuyén ddi tir giai doan sinh trudng ra giai doan ra hoa caa chdi in

Hinh 3.32. So sanh sy ra hoa va tao qua in vitro caa choi chanh day tim trong méi
truong bo sung 7,0 mg/L AgNPs riéng lé va két hop véi 0,05 mM Spd.................. 97
Hinh 3.33. Sy ra hoa va tao qua in vitro tir choi nudi cdy trong méi truong bd sung

AGNPS 1ieng 16 VA Kt NOP VT SPU......cvoveeceeeieeeeceeve e 98



MO PAU
Tinh cip thiét ciaa luan an

Vong doi cua thuc vat cd hoa bét dau tir sy nay mam cua hat, sau d6 1a sinh
truong sinh dudng, ra hoa va tao qua, va cudi cing két thlic bang su hinh thanh hat.
Cac kién thic vé su ra hoa va tao qua cung cap mot nén tang ly thuyét hitu ich dé
phét trién cac phuong phap thich hop trong qué trinh nghién cau sinh Iy, ting cuong
nang suat va quyét dinh cac chién luoc chon tao gidng cay trong [1]. Nam bat duoc
céc co ché va yéu té anh hudng dén su ra hoa gop phan vao viéc ti wu hoa thoi gian
ra hoa, sé lwgng hoa, qué trinh thu phan, tao qua va hat & thuc vat [2, 3]. Ngoai ra,
viéc kiém soat chinh xac thoi diém ra hoa c6 thé cai thién dang ké hiéu qua cua cac
phuong phap lai tao, dac biét 1a phuong phap lai gitra cac loai xa [4].

Tuy nhién, su ra hoa ¢ diéu kién tu nhién caa thyuc vat thuong phu thudc theo
mua va qué trinh nay bi anh hudng dang ké bai nhidu yéu tb méi truong khac nhau,
diéu nay gay nhiéu kho khin cho cac cong tac nghién ciru va lai tao [5]. Trong hoan
canh do, cac phuong phap tiép can cong nghé sinh hoc c6 thé gop phan giai quyét
nhitng han ché nay. Hé thdng ra hoa in vitro duoc coi 1a mot cong cu hiéu qua dé
nghién ciu cam @ng ra hoa va su phat trién cia cac co quan hoa. Ky thuat nay tao
diéu kién thuan loi va déng nhat dé tim hiéu vé sinh Iy ra hoa bang cach kiém soat
tac dong cta cac yéu to nhu nhiét do, anh sang, cac chat diéu hoa sinh trudng thuc
vat (PGR) va khoang chat [1, 6]. Ngoai ra, ki thuat ra hoa in vitro con déng vai tro
quan trong trong qua trinh lai tao & cdy trong, dic biét 1a trong ki thuat lai sir dung
phan hoa tir cac giéng cay trong quy hiém. Nghién ctru ra hoa in vitro mang lai tiém
nang 16n trong cac chuong trinh nhan gidng cai tién cdy trong dua trén vu diém 14 rat
ngan va dong bo thoi gian ra hoa [5]. Néu qua trinh ra hoa in vitro duge mé ta tot, no
¢6 thé tao ra mot hé théng mo hinh dé nghién ctru cac co ché ra hoa [7]. Hién tai, su
ra hoa in vitro chu yéu duoc quan sat va mo ta trong qua trinh vi nhan giéng mot s6
loai cay canh va cay rau [6-13].

Mit khac, Passiflora 12 chi 16n nhat trong ho Passifloraceae; trong do, chanh
day tim (Passiflora edulis Sims f. edulis) la mdt trong nhitng loai mang lai gia tri
dang ké ca vé mit thuong mai va duoc liéu [14]. O thoi diém hién tai, dua trén nhitng

bao cao da dugc xuat ban, chua co6 tai li€éu nao ghi nhan vé su ra hoa in vitro cta cay



chanh day tim. Hon nita, su ra hoa in vitro khong phai 13 hién twong pho bién & chi
Passiflora, chi c¢6 su ra hoa & cay P. suberosa L. dugc ghi nhan trong diéu kién in
vitro [15]. Do @6, viéc nghién ctru su ra hoa in vitro mang lai y nghia quan trong trong
viéc tao nén tan dé tim hiéu sdu hon su ra hoa trén chi nay. Vi vay, nghién ctu diéu
khién ra hoa in vitro trén cdy chanh day tim 1a mot huéng nghién cau can thiét va co
tinh (g dung cao trén nhiéu phuong dién. Bén canh d6, chanh day tim 1a loai c6 hoa
ludng tinh, dya trén co s& dic tinh ty thu cua hoa thi viéc nghién cau van dé tao qua
in vitro co tinh kha thi cao.

Xuat phat tir nhitng van dé trén, dé tai “Nghién citu anh hwéng cia mot s6
yéu t6 dén qua trinh ra hoa va bwéc dau tao qua caa cdy chanh day tim
(Passiflora edulis Sims f. edulis) nuéi cay in vitro” mé ra mot huéng nghién cau

méi va tiém nang trén ddi twong cdy trong nay.
Muc tiéu nghién ciru

Xéc dinh duoc tac dong cua mot sé yéu té bao gom PGR (axit gibberellic As
- GAs, axit abscisic - ABA), mudi va nano kim loai (bac nitrate - AgNOs3, cac hat
nano bac - AgNPs, cac hat nano coban - CoNPs), va polyamine (spermidine - Spd)

dén sy sinh truang, ra hoa va bude dau tao qua in vitro trén cay chanh day tim.
Y nghia khoa hoc

Két qua cua dé tai cung cap céac dan liéu khoa hoc vé anh huéng cia mot sé
yéu t6 dén qua trinh sinh trudng, ra hoa va budc dau tao qua trén cay chanh day tim

trong diéu kién nudi cay in vitro.
Y nghia thuc tién

Dé tai da thiét 1ap mot hé thdng ra hoa va tao qua in vitro c6 thé tham khao dé
nghién cau trén cdy chanh day tim. Tao tién dé cho cac nghién ctu co ban va tng
dung hé thdng ra hoa in vitro trong nghién ctu sinh ly va cong tac chon tao gidng

trén d6i twong cay trong nay.



Péi twong va pham vi nghién ciru cia deé tai

Déi twong nghién crru

Dé tai tién hanh nghién ctu su sinh trudng, ra hoa va budc dau tao qua cua
cay chanh day tim (Passiflora edulis Sims f. edulis) du6i anh huéng cua méot s6 yéu
t6 bd sung trong méi trudng nudi cdy, bao gom GAs, ABA, AgNOs, AgNPs, CoNPs

va Spd trong diéu kién in vitro.
Pham vi nghién ciu

Pham vi noi dung: Céac thi nghiém tap trung chu yéu vao khao sét sy sinh
trudng, ra hoa va budc dau tao qua dudi anh hudng cua mot sé yéu té bod sung trong

moi trudng nudi cay ddi véi cac chdi chanh day tim trong diéu kién in vitro.

Pham vi khong gian va thoi gian: Nghién ctru duoc tién hanh & quy mé phong
thi nghiém, tai Phong Sinh hoc phan tir va Chon tao gidng cay tréng, Vién Nghién
ctru Khoa hoc Tay Nguyén (VAST) tir nam 2020 dén nam 2023.

Nhirng dong gop méi cia luan an

Nghién ciru da gop phan cai thién dang ké hiéu qua tai sinh choi va phat sinh
SE cua cay chanh day tim. Két qua dé tai cung cip mét quy trinh tai sinh cd thé tham

khao dé tng dung trong qua trinh vi nhan gidng loai cay trong nay.

Céc két qua nghién ciru cung cip thong tin dang tin cay vé tac dong cua cac
yéu t6 nhu PGR, cac hat nano kim loai va PA dén sy sinh truong, ra hoa va bude dau

tao qua tir choi chanh day tim trong diéu kién in vitro.

Céc két qua cung cap thong tin vé mot sb dic diém khac biét vé thoi gian va
mot s6 dac diém ra hoa va tao qua giita diéu kién in vitro va ngoai tu nhién. Két qua
dé tai cung cap maot quy trinh c6 thé tham khao dé ung dung tao hoa va qua in vitro
dua trén tac dong AgNPs, tir d6 tao tién dé cho cac nghién cau tiép theo (Quy trinh
khai quét thé hién & Phy luc 1.1 va 1.3).



CHUONG 1. TONG QUAN NGHIEN CcUU
1.1. Sw ra hoa va ra hoa in vitro ¢ thuc vat

1.1.1. ¥ nghia ciia sw ra hoa va ra hoa in vitro ¢ thuc vat

Quié trinh chuyén ddi su phét trién chu yéu & thuc vat c6 hoa 1a chuyén tir phat
trién sinh dudng sang phat trién sinh san. Xac dinh chinh xéac thoi diém caa qué trinh
chuyén dbi nay 1a diéu can thiét dé sy sinh san thanh céng do yéu cau vé su ra hoa
ddng bd va su phu thudc vao cac diéu kién thuan loi dé tao nhitng hat gidng tdi wu.
Nhiéu loai thyc vat phan wng véi céc tin hiéu moi truong dé kiém soét thoi gian ra
hoa, dac biét la nhirng loai ra hoa theo mua. Vi du, su ra hoa cua cay Arabidopsis
dugc thuc day nhanh chong vao dau cia mua xuan va mia hé khi da trai qua thoi gian
mua dong [16]. Trong khi d6, mot s6 gidng lta duoc kich thich ra hoa trong diéu kién
ngay ngan [17]. Su ra hoa ciing c6 thé dugc thic day khi thuc vat phan (ng voi cac
stress nhu mat d6 cay day dic (chat luong anh sang thay doi), su thiéu hut chat dinh
dudng, su thay doi nhiét do [18]. Nhiéu loai thuc vat sau giai doan cay non khong thé
ra hoa do khong dam bao tich lity dii chat dy trit dé duy tri sy phét trién caa hoa, tao
qua va hinh thanh hat. O thuc vat, hau hét sy phat trién xay ra & dang mé phan sinh
thong qua viéc san xuat lién tuc cac té bao gbc & md phan sinh dinh choi va ré. So
khoi 14 va hoa xuat hién tir hai bén sudn cia mé phan sinh dinh chdi va chuyén sang
phan tmg d6i véi nhiéu tin hiéu ndi sinh va méi trudng dé thuc hién viée diéu hoa céc
gen nhan dang md phan sinh hoa [18]. Cac giai doan cua qua trinh ra hoa, cac yéu
cau nhat dinh nhu hormone thuc vat, ngudn dinh dudng, v.v ddi véi sy cam ung va
phat trién hoa ¢ tirng loai thuc vat 1a khac nhau. Do @6, khé c6 thé dé trinh bay mot

cach tong quat hoa qué trinh ra hoa mot cach chinh xac ¢ thuc vat.

Pa phan thyc vat ra hoa khi cac yéu t6 di truyén dap tng véi diéu kién moi
truong thich hop. Cac diéu kién nay thuong c6 thé duoc bién d6i dé cay co thé tién
t6i giai doan sinh san sém. Do d6, su ra hoa in vitro tao diéu kién thuan lgi dé nghién
ctru vé sinh Iy hoc cua su ra hoa ciing nhu nghién ctu cac mac do va su tuong tic
cua cac yéu té anh huong tai cac giai doan cua sy ra hoa [1]. Ky thuat ra hoa in vitro
¢6 ¥ nghia quan trong trong nhiéu linh vuc nghién ctiu va ang dung, dac biét Ia trong

nghién ctru sinh hoc phat trién thuc vat, chon gidng va lai xa. Viéc st dung k§y thuat



nay khdng chi mo ra nhitng hudng di mai trong nghién ciu khoa hoc co ban ma con

mang lai nhitng loi ich thuc tién to 16n trong ndng nghiép va céng nghé sinh hoc.

Trong nghién ctu sinh hoc phat trién thuc vat, ra hoa in vitro tao diéu kién
thuan loi dé quan sat qua trinh phat trién hoa trong diéu kién kiém soat chit ché. Viéc
Kiém soat méi truong nudi cdy in vitro gilp tach biét va phan tich tac dong cua cac
yéu t6 noi sinh (nhu hormone) va ngoai sinh (nhu 4nh sang, nhiét d6) 18n sy ra hoa.
K§ thuat nay gidp hiéu rd hon vé cac co ché diéu hoa sy ra hoa, tir d6 tao co sé cho

viéc diéu chinh va téi uu hoa qua trinh nay trong san xuat ndng nghiép.

Trong linh vuc chon giéng, ky thuat nay gilp rat ngan thoi gian can thiét dé
cay trong ra hoa va tao qua, tir d6 ting toc qua trinh chon loc va phat trién cac giong
cy méi. Chang han, ra hoa va tao hat in vitro da duoc ap dung thanh cong trong viéc
danh gia cac giéng IGa, gitp nhanh chéng phat hién va nhan giéng nhitng ca thé c6
dic tinh mong mudn nhu nang suét cao, c6 kha nang chéng chiu han, man [19]. Ra
hoa va tao qua in vitro ciing gép phan rdt ngan qua trinh nhan gidng va danh gia dac
tinh hoa & maot s6 loai loai lan. Qué trinh nhan giéng & lan thong thuong 1a mot qué
trinh kéo dai, c6 thé kéo dai 3 - 5 nim. Nhung khi str dung ngudn hat lan, dic biét 1a
hat in vitro két hop véi cac ki thuat cong nghé sinh hoc c6 thé rat ngan dang ké qua
trinh nay [20].

Bén canh d6, ra hoa va tao qua in vitro 1a cdng cu hd trg dic lyc trong lai tao
va chon loc gidng cay trong, dic biét 1 sir dung phan hoa tir cac loai thuc vat hiém,
va cd thé hudng téi kha ning tai t6 hop vat liéu di truyén théng qua thu tinh in vitro
& cac dong khong lai tap [2]. Nhiéu loai cay trong gap kho khin trong viéc ra hoa ty
nhién do diéu kién méi trudng khong ph hop hoic s khac biét sinh hoc giira céc
loai. K¥ thuat in vitro khdng chi gilip cac loai nay ra hoa ma con tao diéu kién thuan
loi cho qua trinh thy phan va tao qua. Ngoai ra, ky thuat nay con gidp bao ton va phuc
hoi céc giéng cdy trong quy hiém hoic c6 nguy co tuyét chung, bang céach tao diéu
kién cho chung sinh san trong méi trudng Kiém soét.

Nhin chung, su ra hoa in vitro khong chi la mét cong cu hitu ich trong nghién
ctru co ban vé sinh hoc phét trién thuc vat, ma con c6 nhiing ang dung rong rai va

quan trong trong néng nghiép va céng nghé sinh hoc thuc vat. Ky thuat nay mo ra



nhitng trién vong mai cho viéc cai thién va phat trién céc gidng cay trong, dong thoi

gop phan bao vé va duy tri da dang sinh hoc.
1.1.2. Cac giai dogn chinh caa sw ra hoa ¢ thuc vt

Mo phan sinh dinh chdi (SAM) 1a mot cau tric khéa phing, hinh dia, thuong
khé quan sét va nd lién tuc tao ra cac so khai 4. Trong qua trinh phat trién, dinh choi
tang kich thudc va phinh to 1&n theo dang hinh vom. O nhiéu loai thuc vat, dic diém
hinh thai nay thudng dugc quan sat di kém véi sy gia tang s6 1an nguyén phan & duéi
viing trung tdm va phia trén suon bén viing mo phan sinh, va tang dan dén ving trung
tam dé ving dinh cé hinh dang caa mot nhan nhu md, dugc bao phu boi céc té bao
c6 kha nang phan bao nhanh. So khéi hoa dugc tao thanh & 16p ngoai cua ving té bao
cua SAM.

Sy ra hoa & thuc vat c6 thé chia thanh 3 giai doan chinh [21]:

Giai doan cam ing hinh thanh hoa: Khi thuc vat c6 hoa dat dén do tudi nhat
dinh, cac tin hiéu méi truong co thé kich hoat qua trinh chuyén ddi tir phét trién sinh
dudng sang sinh san. SAM, bao gom mot nhém nhé cac té bao nging san xuat so

khoi 14 va cam két hinh thanh mé phan sinh hoa.

Giai dogn hinh thanh mam hoa: Lién quan dén sy bién d6i md phan sinh ngon
thanh mé phén sinh hoa dan t6i hinh thanh so khéi hoa. M6 phan sinh hoa hinh thanh
& phia ngoai ctia ving mé phan sinh dinh, ving di cam két hinh thanh mé phan sinh

hoa.

Giai dogn hinh thanh va phat trién co quan hoa: Khi qua trinh chuyén sang
mo phan sinh hoa d3 dién ra, cac co quan ciia hoa phat sinh tai cac vi tri xac dinh tur
bén trong cac md phan sinh nay dudi sy diéu khién caa cac nhém gen khac nhau. Nu

hoa sau khi tugng hoa cd thé tiép tuc ting truong va no hoa, hoic vao trang thai ngu.
1.1.3. Mét sé con dwong ra hoa chii yéu & thuc vt

Trong nhiéu thap ky, nhiéu nghién ciru da duoc tién hanh dé lam sang to cac
co ché phan tir co ban cia qua trinh chuyén d6i hoa ¢ cac cdy mé hinh, ciing nhu &
c4c cay trong khac. Mic di mang lué6i diéu hoa cua cac gen tich hop hoa duong nhu
kha khac biét gitra c4c loai thuc vat, tuy nhién, ching tap trung cha yéu & bén con

duong ra hoa chinh dwogc bao ton, bao gém con dudng ra hoa dwa trén &nh sang, con



duong tho han (xuén héa), con duong tu chu va con duong gibberellin. Trong do,
nhitng hiéu biét kha toan dién vé cac co ché phan tir co ban cua qué trinh chuyén doi
hoa trong cy mé hinh Arabidopsis thaliana di 1am sang to cac co ché phan ti kiém
soat sy chuyén doi hoa ¢ cac cay trong khac. Nhitng hiéu biét hién tai vé cac con
duong ra hoa cha yéu tap trung vao viéc tim hiéu con duong ra hoa ¢ Arabidopsis

cling nhu & mot s loai cdy trdng, bao gdm ca nhitng cay thudc chi Brassica [22].
1.1.3.1. Con dwong ra hoa dya trén anh sang

O céc vi do khéc nhau, d6 dai ngay thay doi 1a mot dic diém co ban cua qua
trinh dién bién theo mia. Su ting toc cua qua trinh chuyén d6i hoa cua nhiéu loai
thuc vat chiu anh hudng boi cac diéu kién quang ky dai ngan khac nhau [23]. Quang
Ky rat quan trong vi n6 gilp thuc vat xac dinh thoi diém tét nhat dé ra hoa, dam bao
su sinh san thanh cong trong cac diéu kién moi trudng thay d6i theo mua. O
Arabidopsis, anh sang duoc cam nhan boi cac té bao cam thu anh sang (Phytochrome
A va E) va céc flavoprotein nhay cam véi &nh sang xanh (Cryptochrome 1 va 2). Mbi
lién hé giira do dai ngay va thoi gian no hoa la protein CONSTANS (CO). Nhat quan
vé6i diéu ndy, sy biéu hién cia FLOWERING LOCUS T (FT), mot muc tiéu tic thoi
cua CO, twong quan véi nhitng thay doi trong sy biéu hién CO trong cac thé khac
nhau. Trong quang Ky dai, mic 6 CO dbi dao & thoi diém cudi va dau caa chu ky
quang ky, nhung trong quang ky ngan, micc d6 CO cao nhat xay ra trong bong tdi.
Néu qué trinh chuyén dich, hoat dong hozic d6 on dinh cia CO duoc kiém soét bang
anh sang, diéu nay cd thé cung cap co ché ma hoat dong cua CO chi ¢6 hiéu qua trong
nhitng ngay dai. Do d6, CO c6 thé hoat dong trong maot tich hop nhan biét vé do dai

ngay va cac co ché dé thuc day su ra hoa [22].

Bén canh d0, su ra hoa & mot sé loai thuc vat chiu tac dong caa chét luong anh
sang [22]. Chang han, anh sang d6 xa (735 nm) va xanh lam (440 nm) thic day qué
trinh ra hoa thdng qua Phytochrome A va Cryptochrome 1 va 2, tuong tng. Anh sang
d6 (660 nm) ¢ ché su ra hoa théng qua Phytochrome B, D va E. Déi véi thyuc vat
duoc trong dudi tan cay day dic hoac & mat do trong cao, anh sang phan xa tir tham
thue vat 1an can 1am giam ti 1 d6/do xa do diép luc hap thy 4nh sang d6. Su thay doi

vé anh sang nay dong vai trd nhu mot tin hiéu vé su canh tranh, gay ra mot loat phan



ing & thuc vat, dan dén viéc ra hoa nhanh hon dé hoan thanh vong doi trong mot moi

trrong canh tranh &nh sang do mat do cao [24].
1.1.3.2. Con dwong tho han / xuan hoa

Su ra hoa cua thuc vat ¢ nhiét do thich hop sau moét thoi gian dai ¢ nhiét do
lanh 12 mot qua trinh dwgc goi 12 tho han. Yéu cau di vai tho han 1a mét chién luoc
sinh san ¢ nhiéu loai va ang dung lai tao thanh maot sé loai cay trong dé dam bao
ching chuyén ddi sinh san trong mua dong va ra hoa trong diéu kién thuan lgi cua
mua xuan. O cay Arabidopsis, diéu nay c6 thé duogc 1ap ban dd nhu mét tinh trang
don gen véi cac alen troi cua FRIGIDA (FRI) di véi su tho han. FRI ma hda mot
protein mai c6 chiic nang thuc day sy tich tu cia RNA thdng tin cia FLOWERING
LOCUS C (FLC). FLC ma héa yéu t6 phién ma kim ham qua trinh chuyén doi hoa va
c6 méi quan hé dinh lugng gitta micc MRNA FLC va thai gian ra hoa. Bang cach thic
day sy tich tu mMRNA FLC, FRI ngin chin qué trinh chuyén doi hoa dén mirc do né
lan &t anh huong cua cac diéu kién thuan lgi khac. Su tho han dan dén giam luong
MRNA FLC sao cho muc d6 mRNA FLC tuong quan véi thoi gian ra hoa. Mac do
mMRNA FLC van ¢ muc thip sau khi cay dugc dua trd lai nhiét d6 4m hon, diéu nay
giai thich sy 6n dinh phan bao cua qué trinh tho han; tuy nhién, mic mRNA FLC
duoc thiét 1ap lai sau qua trinh giam phan. Su tho han van cé thé day nhanh qua trinh
nd hoa trén nén tang khdng biéu hién FLC, cho thay rang FLC khdng phai l1a muc
tiéu duy nhat ciia qua trinh nay. Sy tho han mang tinh chuan bi cho cdy ra hoa hon 1a
goi lén viéc tu ra hoa. Diéu nay cho thiy c6 mot sy tach biét ré rang vé mit thoi gian

gitta xtr ly lanh va ra hoa, diéu nay cho thay rang su ra hoa c6 co so biéu sinh [18].
1.1.3.3. Con dwong ra hoa tu chu

Koornneef va cong su (1991) da phan 1ap cac dac trung cua tap hop cac dot
bién Arabidopsis ra hoa muon. Ong d phan loai cac dot bién thanh cac con duong
khac nhau trén co s& cac kiéu hinh riéng biét caa ching va phan tich bién doi kép.
BN trong s6 c4c thé dot bién ma 6ng da xac dinh 1a FCA, FY, FPA va FVE da ra hoa
muén hon so véi cay dai & ca quang ky ngay dai va quang ky ngay ngan [25]. Nhiing
locus nay tao nén con duong ra hoa tu chu, phan &nh vai tro cua chung trong viéc
thuc day su ra hoa doc 1ap véi d6 dai ngay. Céc thanh phan cua con dudng nay ngin

chan su tich ty cua cic mMRNA ma héa FLC, mét yéu té ngan chan su ra hoa. Tac



d6ng nay cua FLC phu thudc vao ham lugng, va do dé6 FLC hoat dong nhu mot yéu
t6 xac dinh kha ning cua cac con duong ra hoa dé dap ung véi cac tin hiéu. Vi vay,
con duong ty chu thiic ddy su ra hoa mot cach gian tiép bang cach tao diéu kién dap

{rng cac tin hiéu tich cuc thuc day sy ra hoa [26].
1.1.3.4. Con duong dua trén hoat dong cua Gibberellin

Gibberellin (GASs) 12 hormone thuc vat c6 lién quan dén nhiéu khia canh vé
tang trudng va phat trién cua thuc vat, bao gom sy nay mam cua hat, kéo dai tru 14
mam, sinh tong hop diép luc va cam ang ra hoa [27]. Cac dot bién ngan chan tin hiéu
GAs (GA1) hoic sinh téng hop GAs (GAL-3) 1am cham qua trinh ra hoa, dic biét
trong nhitng ngay ngan [18]. Xir Iy bang GAs c6 thé bat dau qua trinh chuyén d6i hoa
& nhiéu loai thuc vat, bao gém ca cay Arabidopsis. Céac dot bién trong céac gen lién
quan dén qué trinh sinh téng hop GAs hoic con duong tin hiéu GAs dan dén sy thay
d6i thoi gian ra hoa [28]. GAs dudng nhu hoat dong doc 1ap véi con duong quang
chu ky bai vi s tri hodn & dot bién GA1 1a trong d6i nho trong diéu kién ngay dai so
véi diéu kién ngay ngan. Hon nita, mot dot bién kép ciia GA1L vai dong dot bién quang
chu ky biéu hién mét kiéu hinh cong gop 1a su ra hoa tré trong diéu kién ngay dai
[29]. GAs duoc cho 1a da thuc day su hinh thanh hoa bang cach thuc day sy biéu hién
ctia cac yéu tb tich hop hoa, chang han nhu LEAFY (LFY) va SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CO 1 (SOC1). Do d6, cac con duong tao hoa do quang chu
ky va GAs gay ra hoat dong doc lap dé thuc day qua trinh chuyén dbi hoa bang cach
kich hoat sy biéu hién cua cac tich hop hoa nhu LFY va SOC1 [28].

1.1.4. Mgt sé md hinh phét trién hoa é thuc vt

Hau hét cac cau tric phd bién caa hoa co ban bao gém 14 dai, canh hoa, nhi
hoa va 14 nodn, bon thanh phan nay duoc sip xép theo céc vong dong tam. Bé dam
bao kha nang sinh san, cac loai thuc vat hat kin déu c6 nhi hoa va 14 no&n. Tuy nhién,
mot s hoa c6 1a dai va canh hoa xuét hién khong riéng ¢, khién hoa chi c6 3 bo phan.
Pé giai thich su da dang trong cau trc hoa, cac nha khoa hoc da nghién ciru cac dot
bién vé cau trac hoa trén cac cdy mo hinh, nhu Arabidopsis thaliana va Antirrhinum
majus. Cac nghién ctru da dan dén su dé xuat mé hinh ABC, mét mé hinh twong doi

don gian va hiéu qua dé giai thich cho su phat trién cua cau trdc hoa (Hinh 1.1) [30].
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Binh thuéng
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Hinh 1.1. M6 hinh ABC Vé su phét trién cia hoa. Cac vong xoin caa hoa Arabidopsis
thaliana duoc ky hiéu: Se (1): 1a dai, Pt (2): canh hoa, St (3): nhi hoa, Ca (4): 14 noan.
GAc bén phai thé hién cac dot bién hoa dugc nhin thay khi xay ra biéu hién dot bién

cua cac chirc nang A, B va C [30].

M6 hinh nay phéan chia cac dot bién hoa thanh 3 nhém chinh bao géom nhém
A, nhém B va nhém C. Nhdm A c6 14 nodn ¢ vong ngoai cling, tiép theo 1a vong nhi.
Nhom B ¢6 14 dai ¢ vong thi hai, tiép theo 1a vong la nodn. Nhém C c6 canh hoa &
vong thir ba, tiép theo 12 vong 14 dai. Céc ca thé dot bién kép ¢ hoa co dic diém chung
1a dot bién trén mot gen chi anh hudng dén su phat trién cua hai vong hoa lién ké,
khong phai toan bo hoa. Piéu nay duoc giai thich boi su twong tac két hop cua cac
gen thugc ba nhom gen quy dinh sy hinh thanh cac vong hoa (dai hoa, canh hoa, nhi
hoa va 14 nodn). Cac gen nay dugc phan nhém tuong tu nhu cac dot bién 13 A, B va
C. Trong d6, gen thuéc nhém A lién quan dén hinh thanh dai hoa, A va B lién quan
dén hinh thanh canh hoa, B va C lién quan dén hinh thanh nhi hoa va C lién quan dén
hinh thanh 14 nodn (Hinh 1.1).

Sau khi cac nha nghién curu tim ra thém dugc mot gen SEPALLATA (SEP) la
SEP4, hoat dong bu trir ciia 4 gen SEP ddi véi ciu tric hoa di dugc ching to. Khi ca
4 gen SEP déu bi bat hoat, hoa s& c6 cau tric hoan toan khac, gidng nhu 1a. Dot bién
bo ba gen SEP1,2,3 ciing gay ra hién twong tuong tu, khién hoa chi toan gom 14 dai.

Qua d6 c6 thé nhan dinh rang gen SEP4 c6 lién quan mat thiét dén cac gen nhém A.
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Su kham pha ra chic nang quan trong ctia cac gen SEP trén toan bo hoa da
dan dén su ra doi cua céc bién thé cia mé hinh ABC truyén théng, bao gom mé hinh
ABCE va mé hinh Quartet (b6 tr) (Hinh 1.2). Trong cac moé hinh nay, cac gen SEP
dugc xép vao nhém E. Theo mé hinh bé t, bdn t6 hop protein hoa xac dinh céc co
quan hoa khac nhau, bao gom 14 dai, canh hoa, nhi hoa va l4 noén. Pay 1a nhiing yéu
t6 phién ma, cd thé hoat dong bang cach lién két vai cac vung khoi dong cua cac gen
muc tiéu, ching kich hoat hodc kim him dé thich hop cho sy phét trién cua cac co
quan hoa khac nhau. Tuy nhién, cac c4u trdc chinh xéac cua céc phic hop da phan tir
cua cac protein kiém soat sy nhan dang cua cic co quan hoa van chi la gia thuyét
[31].

Hinh 1.2. Cau trac hoa va “mé hinh b t&” cua dic diém co quan hoa & Arabidopsis.
(?) Biéu thi cac thanh phan chua xac dinh. Protein: AG, AGAMOUS; AP1,
APETALAL; AP3, APETALAS; PI, PISTILLATA,; SEP, SEPALLATA [31].

1.2. Mot s6 yéu t6 anh hwéng dén su ra hoa ¢ thuc vat

1.2.1. Pj tudi

Dé chuyén d6i chdi sinh dudng thanh chdi sinh san, thuc vat can budc vao giai
doan truong thanh. O giai doan nay, md phan sinh ngon c6 du kha nang dap tng voi
cac kich thich ra hoa va cay c6 kha ning tao hormone ra hoa [32]. Mdi nhdm cay co
thoi gian dat trang thai truong thanh khac nhau. Chang han, ca chua dat trang thai
truong thanh rat sém khoang vai tuan, tao khoang 4 - 8 nam va ciy phong ngd dong

la 25 - 30 nim. Trong mot sé truong hop, su ra hoa bi ngan can bai diéu Kién ting
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truong mot cach qua muc, nguoc lai, han ché ting truéng trong ching muc nao do

cling c6 thé kich thich ra hoa, tao qua trong mét sb truong hop [33].

Hau hét thuc vat hat kin déu phai trai qua mot giai doan sinh truéng can thiét
trede khi dat dén trang thai ra hoa. Tubi ra hoa 1a dic tinh di truyén caa thuc vat va
thay d6i theo loai; tuy nhién cac tic dong bén ngoai nhur ché d6 dinh dudng, nhiét do,
quang ky c6 thé ¢ anh huéng dén viéc thay doi d6 tudi ra hoa. Chang han, su ra hoa
Vva tao qua ¢ cdy Pau bap (Abelmoschus esculentus (L.) Moench) bi anh huong boi

d6 tudi bat dau cam ung quang Ky va thoi gian cam ang quang Ky [34].
1.2.2. Nhigt dp

Su thay d6i nhiét do gitra dong sang xudn 1a mot trong cac tin hiéu dé thuc vat
thuc hién qua trinh sinh san. Hién tugng cay no hoa sau khi trai qua mét khoang thoi
gian tiép xtc vai nhiét do thip duoc goi 1a hién twong tho han (xuan hod). Hién tuong
nay c6 hai giai doan. Pau tién, thuc vat s& nhan tin hiéu tir sy thay d6i méi trudng
xung quanh vé thai gian lanh kéo dai. Tiép theo, thuc vat dua vao tin hiéu d6 dé cam
trng cho sy hinh thanh hoa vao mua xuan hoic ha. Pa s ¢ thuc vat chiu sy anh huong
cua su tho han s& mét khoang vai tuan dén vai thang mai dén giai doan ra hoa. Thong
thuong, nhiét do lanh dung dé xu ly tho han nam trong khoang gia tri va khac nhau
tuy theo loai. Noi nhan nhiét do lanh 1a mé phan sinh ngon, vi tri phan chia té bao.
M6 phan sinh nhan biét nhiét d thap, tao va duy tri tin hiéu ra hoa sau nhiéu lan phan
chia té bao va thoét khoi trang thai sinh dudng sau mot thoi gian dai. Sy truyén tin
hiéu tho han lién quan toi qué trinh kiém soéat di truyén biéu sinh [33]. Nhiét d6 ciing
dugc xem 1a mot yéu té dugc st dung dé kich thich su ra hoa in vitro & thyc vat.
Chang han, cay con Plumbago auriculata Lam. dugc duy tri ¢ nhiét do luan phién
35°C va 25°C trong 12 gio cho su hinh thanh nu hoa in vitro véi ti 1¢ hon 90% [5].

1.2.3. Anh sang

Sy da dang vé mat phan bé cua thuc vat ngoai tu nhién cé lién quan mat thiét
dén thoi gian va cudng d6 chiéu sang tai khu vic phan bé. Anh sang rat quan trong
vé6i hau hét cac loai thuc vat dé tién hanh céc qué trinh tong hop cac chét cho cac hoat
dong song. Ngoai ra, anh sang con 1a thong tin méi truong can thiét dbi véi sy phat

trién & thyuc vat. Mot sé lodi thuc vat dya trén sy thay d6i do dai ngay (quang ky) dé
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diéu chinh thoi gian ra hoa caa ching phi hop véi nhimg thay d6i theo mia nham
tang kha ning sinh san thanh cong. Dya vao nhu cau anh sang c6 thé chia thyc vat ra
lam ba nhém: cdy ngay dai, cdy ngay ngin va cay trung tinh [35]. Bén canh do6, chat
lugng anh sang khong chi dong mot vai tro quan trong trong qua trinh sinh trudng
Clia cdy ma con trong giai doan sinh san caa cdy [24]. Tuy nhién, phan Ién cac loai
thue vat c6 tinh chat ban ngay va phan 16n ra hoa sau mét thoi gian phét trién sinh

dudng, bt ké quang ky [35].
1.2.4. Chat diéu hoa sinh truéng thuc vt

Auxin thudng dugc tong hop ¢ dinh chdi, 14 non va mé phan sinh, sau d6 van
chuyén theo hudng goc dén ré va tich tu & d6 [33]. Céc su kién do auxin kiém soat
bao gém phan chia té bao, mé rong té bao va biét hoa té bao, diéu chinh cac mé hinh
tang trudng va phat trién & thuc vat. Sy phan bé cua auxin trong toan bo cay chu yéu
xay ra thdng qua qua trinh van chuyén phan cuc. Do dé, auxin dugc phan b khac
nhau gitra cac mo, tao ra mot khoang nong d6 kich hoat cac phan ng phét trién & cac
co quan thyuc vat khac nhau. Sy phét trién hoa l1a két qua cia sy diéu hoa can bang
gitra kich c& md phan sinh va phdi hop véi sy hinh thanh co quan hoa. Kich ¢ cia
mo phan sinh hoa dugc diéu hoa boi cytokinin, GAs va auxin, trong d6 auxin dong
vai tro chinh trong su khoi phat co quan hoa ciing nhu sy phat sinh co quan cua thyc
vat. Tin hiéu auxin dong mot vai trd quan trong trong su phat trién cua thuc vat va
trong cac phan tng ting truong ciia cac co quan thuc vat doi véi cac tin hidu moi
truong. TUy thudc vao nong d6 va dic diém nhan dang md, auxin co thé kich thich
hoac &c ché sy kéo dai té bao & mot bén caa mot co quan nhat dinh, dan dén su phat

trién khac biét va do dé, dan dén sy udn cong cua co quan hoa [36].

Cytokinin c6 lién quan dén nhiéu qua trinh sinh truong va phat trién caa thyuc
vat, nhiéu bang chimg ciing chi ra rang chung ciing c6 vai tro trong qua trinh chuyén
hoa hoa. Cytokinin lam ting sé luong hoa, nhitng thay ddi vé ciu trac co quan va
nhitng nu hoa thir cap trén cay Rosa damascena [37]. NG ciing ¢6 thé anh huéng dén
biéu hiénk cua cac gen ciu triic hoa. Cytokinin 1am ting sé luwong canh hoa ¢ cay
Arabidopsis va ting kich thuéc mé phan sinh hoa vi n6 thuc day sy biéu hién gen
WUSCHEL va trc ché biéu hién gen CLAVATA. Tac dong phdi hop cia gen CLAVATA

va WUSCHEL kiém soét su ting sinh té bao va phan héa & md phan sinh ngon [38].
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Cytokinin ciing duoc ching minh 1a ¢6 anh huéng dén viéc kich hoat sy phan bao va

anh huong cho su phat trién cua hat phan ¢ thuc vat [39].

GAs duoc tong hop chu yéu trong cac co quan dang sinh truéng nhu phoi dang
sinh truéng, 14 non, r& non, qua non, va trong té bao thi duoc tong hop manh ¢ trong
luc lap. GAs kich thich kéo dai té bao boi co ché kiém soat hudng cac vi sgi cellulose
méi dugc tong hop trong cac té bao, hién twong co tim quan trong hang dau trong su
tang truong hitu cuc cua té bao. N6 ciing o tac dung kéo dai 16ng do su phdi hop
hoat dong kéo dai va phan chia té bao than. Ngoai tac dung chinh 1a kéo dai té bao,
GAs con c6 tac dong kich thich su tang truong cua chdi va pha va sy ngua caa chdi,
kich thich su nay mam, nay choi, su ra hoa, v.v [33]. Trong quéa trinh ra hoa, GAs
kich thich sy ra hoa & mot s6 loai nhung n6 ciing e ché sy ra hoa & mot sb loai khac.
Mt khéac, GAs it anh hudng dén su cam wng ra hoa & thuc vat ngay ngan [40].

Axit abscisic (ABA) thudng duoc biét dén vai vai trd trung tam trong cac phan
g lién quan dén cac stress ¢ thuc vat. S dong gop cua ABA vao qué trinh cam tng
ra hoa van con gay tranh cii, vi ca tac dong tich cuc va tiéu cuc da dugc ghi nhan
[41]. ABA thuong Gc ché sy hinh thanh nu hoa, tuy nhién, n6 duogc béo cao thiic day
su ra hoa caa mot sé cay ngay ngan. O diéu kién han han, su tich luy ABA thudng
gan lién véi cac phan (ng ra hoa som & nhiéu loai thyuc vat [42]. Viéc sir dung ABA
ngoai sinh gay ra su thay doi thoi gian ra hoa, cho thiy ABA c6 thé 1a thanh phan noi
sinh anh hudng dén giai doan cam ng hinh thanh hoa. O cay Arabidopsis, ABA da
tham gia vao viéc kiém soat qua trinh chuyén hoa mam hoa. Trong 4, tin hiéu ABA
anh huong dén sy biéu hién caa cac gen ra hoa chiu trach nhiém san xuat florigen 1a
FT. O dinh chdi, cac yéu té phién ma FD tuong tac véi cac protein FT dé diéu chinh
phan (ng cia ABA. Tuy nhién, ABA ciing diéu chinh mét cach tiéu cuc qué trinh

chuyén d6i hoa bang cach thuc day truc tiép qua trinh phién ma FLC [42].

Ethylene (ETH) 1a mot hormone thuc vat c6 chire niang diéu chinh nhiéu khia
canh cua sy sinh tredng va phat trién caa thuc vat. LA mot hormone thé khi, ETH ¢c6
thé tu do khuéch tan qua mang va duogc cho 1a duoc tong hop tai hodc gan vi tri hoat
dong ciia nod, diéu nay khac véi cac hormone thyc vat khac. Nhiing thay doi vé muc
d6 ETH gy anh hudng dén cac tin hiéu khac nhau dé diéu chinh thoi diém ra hoa ¢

thuc vat. ETH dong vai tro nhu mot tin hiéu cé thé tuong tac véi su phét trién cia so
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khoi hoa, ¢6 chirc ning nhu chat diéu chinh tich cuc nhan dang co quan hoa va céc
gen ting trudng, clng Véi cac con dudng truyén tin hiéu noi tiét td [43]. Trong qué
trinh phat trién hoa, ETH diéu chinh sy phat trién va trueéng thanh cia co quan sinh
san va canh hoa cho dén khi nd hoa. Cac phan tich phién ma, cac thé dot bién, va tng
dung bén ngoai cua cac chat kich thich va irc ché ETH da chirng minh rang ETH diéu
chinh su kéo dai cua nhi hoa, su phat trién va truéng thanh cua bao phan va phan hoa,
su hinh thanh va truéng thanh caa nhuy hoa va noén, va su 1ao hda va rung caa canh
hoa. ETH ciing lién quan dén qua trinh chuyén d6i hinh thanh hoa céi, phan 16n & cac
cay don tinh ho bau bi. Cac sy kién thu phan va thy tinh thanh cong kich thich dau
qua va phat trién qua sém & cac loai nhu ca chua va bi xanh ciing phy thudc vao viéc

giam san xuat ETH & hoa [44].
1.2.5. Mgt sé chdt khac dnh hwéng dén sw ra hoa ¢ thuec vt
1.2.5.1. Polyamine

Polyamine (PA), Ia nhitng hop chat hitu co bao gém ¢6 2 hoic nhiéu nhém
amin, hoat dong nhu chét diéu hoa sinh trudong va dugc coi 1a pho bién trong tat ca
c4c sinh vat séng. Putrescine (Put), Spermidine (Spd), Spermine (Spm) la cac loai PA
c6 mit pho bién trong sinh vat sdng bao gom ca thuc vat. O thuc vat, cac PA nay
dong mot vai trd quan trong trong cac qué trinh sinh hoc trong subt vong doi. Vi PA
c6 thé tuong tac véi cac dai phan tir cia té bao, chang han nhu DNA, RNA, chét
nhiém sic va phospholipid, cling nhu véi protein; sy twong tac nay giai thich moi
quan hé cua chiing véi nhiéu qua trinh co ban cua té bao, bao gém diéu hoa biéu hién
gen, dich m4, tai cau tric chat nhidm sac, kich hoat protein, ting sinh té bao, diéu hoa

tin hiéu té bao, 6n dinh mang va diéu chinh su chét cua té bao [45].

PA lién quan dén viéc diéu chinh cac qua trinh sinh truang va phét trién & thuc
vat. Ching anh hudng dén su phét trién ré so cap, bén va bat dinh, cau tric thuc vat,
qua trinh tao phdi soma (SE) va phat sinh co quan, ra hoa, qua trinh chin ctia qua, va
su 140 hoa cua 1a va hoa. Cac phuong phéap di truyén, sinh hda va chuyén gen da
ching minh rang qua trinh trao d6i chat ciia cac loaia PA khac nhau dugc diéu hoa
chat ché va sy mét can bang trong can bang noi mdi cua chiing dan dén cac kiéu hinh
bat thuong. Hon nita, mdi PA c6 thé co tac dong khac nhau dén qué trinh trao doi

chat, ting truong va phat trién o thuc vat [46].
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PA dong vai tro quan trong ddi véi su cam (ng ra hoa va sy phat trién cua cac
co quan hoa. O hoa Phaseolus vulgaris truong thanh, nodn chaa néng do PA ty do
cao hon nhiing co quan hoa khac, trong khi d6, nhi chira nhiéu PA lién két. Trong
giai doan dau cua su phat trién hoa & hoa hong, ham luong Put va Spd 1a 2 loai PA
xuat hién chu yéu. Mat khac, PA gay tc ché su ra hoa dudi diéu kién cam ung quang
ky & cay Lemna pansicostata. O hoa cua cay Citrus sinesis, su tong hop Put va Spd
tang trong sudt giai doan dau phat trién, tiép dén giam roi tang 1én sau d6 & giai doan
nd hoa [47]. Vi vy, c6 thé thay rang nhu cau vé loai va ham lugng PA phu thudc 16n

vao giai doan cua qua trinh ra hoa va loai thuc vat.
1.2.5.2. Bac va coban

Viéc bo sung ion kim loai nhu bac va coban trong méi truong nudi cay co thé
tac dong dén cac qua trinh phat sinh co quan, phat sinh phéi, ra ré in vitro, hoac cam
rng ra hoa mot céch truc tiép hoidc gian tiép. Hién tai, co ché chinh xac cua tac dung
cua ion bac va ion coban d6i véi thuc vat khong rd rang. Tuy nhién, mot sé bang
chtng hién c6 cho thay sy can thiép cia né vao hoat dong caa ETH. lon bac da duoc
biét 1a c6 tac dong wc ché hoat dong cia ETH va cac ion coban duoc biét 1a c6 tac
dung trc ché qua trinh tong hop ETH (Hinh 1.3).

. ™M
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7’ /
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Arginine decarboxylase

Hinh 1.3. So db thé hién con duong sinh tong hop ETH tir Methionine va vi tri tac
dong cua chét ic ché (coban va bac) [48, 49].

Dang 1a mot yéu té két hop véi cac thu thé ETH (ETR1). Sy c6 mit cua dong
la can thiét & ETH cd thé gan két chat ché véi ETR1. Bac c6 thé thay thé dong trong
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phtrc hop ETR1-Cu, do d6 c6 thé gay rdi loan hoat tinh cua protein ETR1. Trong khi
d6, coban uc ché qua trinh tong hop ETH théng qua can tré qué trinh chuyén doi
ACC thanh ETH [48, 50]. O mét sé loai, ETH c6 vai trd kich thich sy ra hoa, dic biét
la ra hoa & thom va xoai. Tuy nhién, & da sé cac loai thuc vat khac, ETH lai gay tc

ché sy ra hoa [2].

Trong diéu kién in vitro, viéc b6 sung AgNO;3 va CoCl, ngoai sinh trong méi
truong MS da anh huéng dén sy ra hoa in vitro trén cay Capsicum frutescens. Cac
hoa in vitro dugc ghi nhan sau 25 va 45 ngay tuong ung véi AgNO3 & nong do 40
UM va CoCl, ¢ nong d6 30 pM [50]. M6t s6 nghién ctru khac di béo céo su ra hoa
va tao qua in vitro & Capsicum spp. [2], Solanum americanum va Solanum villosum
[10] trong méi truong duoc bo sung AgNO3 hodc Ag203S;. Tudi tho hoa in vitro cua

Dianthus chinensis ciling dugc cai thién trong moi truong bd sung AgNOs [11].

Mat khac, cong nghé nano Ia mét linh vuc khoa hoc va céng nghé dang phat
trién nhanh chong, lién quan dén viéc phat trién cac giai phap mai bang céach hiéu va
kiém soat vat chat ¢ cap d6 nano. Céng nghé nano tién hanh nghién ciu va thao tac
trén céc hat ¢ kich thuéc nano nham sir dung cac dic tinh doc dao ctia chung dé tim
ra giai phap cho cac van dé trong cac linh vuc khac nhau. Vé nguyén tac, hat nano Ia
nhitng hat c6 kich thugc it nhat mot chiéu (chiéu dai, chiéu rong va chiéu cao) tir 1
dén 100 nm [51]. Cac hat nano thé hién cac dic tinh vat Iy, héa hoc va sinh hoc doc
dao khong gidng nhu ¢ dang khdi. Cac dic tinh hoa ly ciia chiing nhu nhiét d6 nong
chay, tinh thim, do dan nhiét va dién, hoat tinh xtc tac va hap thu anh sang c6 thé
duoc diéu chinh, mang lai lgi thé cho chiing so véi dang khdi va dan dén hiéu suat
nang cao [52]. Sy thay ddi nay c6 thé 1a do ti Ié dién tich bé mat trén thé tich twong
d6i 1on hon, phan bd va ti 1¢ dién tich bé mat [53]. Cac dic tinh doc dao cua cac hat
nano da dan dén céc ang dung rong rai trong hau hét cac linh vuc khoa hoc va cong
nghé.

Cac hat nano bac (Silver nanoparticles - AgNPs) la mét trong nhirng vat liéu
nano duoc cdng nhan va ang dung rong réi trong nhiéu linh vuc do cac dic tinh doc
dao ctia chiing. AgNPs c6 thé dugc tong hop bang cac phuong phap vat ly (nghién co
hoc), hda hoc (laser, khir dién hoa va khir héa chét) va sinh hoc [54]. AgNPs da duoc

nghién ciu va str dung rong rai trong linh vuc nghién ctru ndng nghiép dé ting nang



18

suit, hiéu qua va tinh bén viing caa cy trong [55]. Bén canh dé, co ché hoat dong
duoc dé xuat cia AgNPs trén thuc vat va nhitng han ché gap phai khi &p dung cac hat
nano nay trén quy mo thuong mai cling dugc quan tdm nghién ciu. Trong khi AgNPs
d3 chirng to tiém ning to 16n trong nudi cay mé thuc vat, ng dung caa ching trong
viéc ting cudng su phét trién tong thé cua cay trong da cho thay nhitng két qua tréi
nguoc nhau ¢ cc loai thuc vat khac nhau. Diéu ndy rd rang nhian manh rang can phai
nghién ctru sau hon dé hiéu duoc nhitng phic tap lién quan dén hoat dong cua cac hat
nano va cac tac dong cua chiing dén thuc vat [56].

Trong nhiing ndm gan day, viéc ung dung AgNPs trong cong nghé sinh hoc
thuc vat va nong nghiép da nhan dugc sy quan tdm dang ké cua cac nha khoa hoc
[56]. Pic biét, anh hudng tich cuc cia AgNPs trong vi nhan giéng thyuc vat da dugc
bao c4o & nhidu khia canh nhu khir tring mau cdy, hinh thanh va tang sinh SE, ting
hiéu qua tai sinh choi va tang su tich lily cac hop chét thir cap [56-59]. P6i voi sy ra
hoa, Ngan va cong su (2019) ciing d3 béo cdo vé su ra hoa in vitro cua cdy Rosa
hybrida trong méi trudng bo sung 5,0 ppm AgNPs [60]. AgNPs ¢ nong do 6,0 mg/L
dugc bd sung trong méi truong MS d3 ting cudng dang ké sy ra hoa in vitro ¢ cay
Dendrocalamus strictus. Ngoai ra, két qua nghién ciru trén ciing cho thay tinh dong
nhat di truyén cta cdy con trong méi trudng chita AgNPs vdi cdy cho mau ban dau
[61].

AgNPs duge cho 1a co thé tac dong dén qua trinh ra hoa in vitro théng qua
tuong tac voi nhidu yéu td. Su twong tac cuia chung véi phytohormones, biéu hién gen
va truyén tin hiéu qua cac trung gian nhu cac loai oxy phan ung (ROS), tir d6 tac
dong phdi hop dén qua trinh cam Gng va phat trién ctia hoa. Thém vao do6, cac loai
thuc vat khac nhau thudng cho phan tng khong dong nhat dbi véi cac loai va licu
luong cua AgNPs [61]. Do do, viéc nghién ctru cac tac dong cia AgNPs cho qua trinh

ra hoa in vitro cta cac loai thuc vat c6 thé 1a mot hudng nghién ctru méi va tiém ning.
1.3. Mgt s6 nghién ciru ra hoa va tao qua in vitro

Mot trong nhimng giai doan quan trong nhét trong vong doi cua thuc vat 1a
chuyén doi tir qua trinh sinh dudng sang sinh san [62]. Qu4 trinh nay bi anh hudng
boi cac yéu t6 khac nhau, ching han nhu PGR, anh sang, nhiét d6 va nhimg yéu té

khéc déng vai tro 1a cac yéu té kich hoat hinh thai di truyén cho qua trinh chuyén d6i
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[1, 9]. C6 nhiéu yéu té anh hudng dén su ra hoa in vitro nhu dinh dudng, khoang, 4nh

sang, nhiét do, cac PGR. Chang han, nhiét do tac dong 1én hoat dong cua enzyme

ascorbate peroxidase va gay ra su ra hoa cua cay Arabidopsis thaliana; hoic diéu kién

anh sang khac nhau anh huéng dén sy ra hoa sém & tre. Giam dinh dudng va khoang

lam tang tdc do ra hoa in vitro & A. thaliana. Paclobutrazole, dén LED va sucrose anh

huong dang ké d6i vai su ra hoa caa cay Euphorbia milii nudi ciy in vitro. Str dung

AgNO3 anh huong tét dén sy ra hoa cua mot sé 1oai chi Capsicum [2]. Trong s6 do,

cac chat diéu hoa sinh truong 13 nhan té quan trong trong linh vuc ra hoa in vitro &

thuc vat. Mot sé nghién ciru s dung ngudn mau va chat diéu hoa sinh truéng khac

nhau Ién sy ra hoa in vitro ciia mot s6 cay trong duoc trinh bay ¢ Bang 1.1.

Bang 1.1. Mét s6 PGR anh hudng dén sy ra hoa in vitro & mot sb loai thuc vat [1, 9,

63, 64].
Lo Mau c‘Aay ban PGR
dau
Ammi majus L. Dét than IAA,_ Kinetin, casein hydrolysate,
adenin, glutamine, IBA

Ananas . Mb sco BA, NAA
bracteatus var. tricolor

- Co quan sinh | Myo inositol, NAA, BA, GAs, L-
Artemisia annua L. ~ . . !

dudng asparagine, L-arginine, glutamine

Basilicum polystachyon . o
(L.) Moench Choi ngon BA, kinetin, IBA, IAA
Capsicum annuum L. Cv. N \
Sweet Banana Phoi hop tu NAA, Ag203S;
Ceropegia bulbosa var. Dét than GAs BA
bulbosa
Ceropegia jainii Ansari & | 4. ., A :
B G Kulk. Dot than BA, spermine
Chenopodium murale L. | Bt than BA, IAA, GA;
Cichorium intybus L. TCL NAA, BA, IAA
Cichorium intybus L. M6 seo 2iP, GA3, AgNOs
Citrus nobilis Lour x C.
delicoisa Tenora (Kinnow | Noén Kinetin, sucrose
mandarin)
Cymbidium goeringii Than 13 NAA. BA. GAg

Rchb.f
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MAu cay ban

Loai A PGR
dau
Dendrobium Second Love g/ilx?h phan - sinh TDZ, 1AA, zeatin
Gardenia jasmonoides SO
Ellis ov. “Veitchii Dot than Paclobutrazole
Kniphofia leucocephala | Choi BA, 2iP, zeatin, GAs
Lilium rubellum Baker Vay BA
Lolium temulentum L. Hat GAs
Ila/ﬁ?persmon esculentum La, doan than BA, ABA, IAA
Momordica charantia L. | Choi dinh BA, Kinetin
Nicotiana tabacum L. TCL IAA, kinetin
Ocimum basilicum L. D6t than Kinetin, BA, IAA, GA3z, NAA
Ocimum basilicum L. Choi ngon GAs
Oxalis corniculata Choi ngon NAA, kinetin
Phalaenop5|s hybrida Dét than ABA
Vilm.
Phyllanthus niruri L. D6t than BA, Kinetin, GAs
L4 mam, dot

Pisum sativum L.

than, cho1 ngon

BA, IBA, NAA, GA3

Ptilotus spicatus Benth.

D6t than

Ethephon, ETH

Pyrus pyrifolia (Burm.)

Choi dinh, chdi

Nak. nach GAs, GAs, Bo
Rhododendron spp. Nu hoa/ Nhi TDZ, 2iP
Ribes nigrum L. D6t than GAs, IBA, cytokinins

Saposhnikovia divaricata
(Turez.) Schishk

R&, ddt than, 14

2,4-D, NAA, BA, ABA, ethephon

Scoparia dulcis L.

Mo seo

IAA, BA, NAA, IBA, kinetin

Talinum paniculatum
(Jaeq) Gaertn.

Té bao tran

2,4-D, NAA, BA, zeatin
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K3 thuat in vitro tao diéu kién thuan loi dé hiéu duoc vai trd caa PGR, duong,

khoéng, ion Bac, v.v di Véi sy ra hoa va dic biét 1a sy tao qua trong moi truong duoc

kiém soat hoan toan, noi tit ca cac yéu t6 khac (nhu yéu té hoa hoc, vt ly, sinh hoc)

12 khong ddi. Mot sé nghién ciru vé tao qua in vitro duoc ghi nhan & mot sé loai thuc

vat khéac nhau thé hién & Bang 1.2.

Bdng 1.2. Sy tao qua va hat & mot sb loai thuc vat trong didu kién nudi cay in vitro.

Loai Mau Y | Tao qua | Tao hat VHat €0 kh? Ngudn
ban dau ’ * 7 | nang nay mam
o Lo +
Phyllanthus niruri Dot than (97%) kth kth [65]
Lycopersicon ,
esculentum Mill La ¥ * * [66]
Begonia parvula Hat + + kth [67]
Lens culinaris + +
Medik. Hat (58%) * (70%) [68]
: e A + +
Cleome viscosa Dot than (72.74%) + (75%) [7]
Scrophularia A
takesimensis Nakai Choi ¥ * kth [69]
.. +
Vicia faba Hat + (90%) + [70]
Withania A + +
somnifera Choi ngon (74,9%) * (66%) [8]
Capsicum spp. Chdi ngon + + kth [2]
Ceropegiarollae | po yan |+ kth kth [71]
Hemadri
Cucumis sativus D6t than + kth kth [72]
Solanum .
americanum, Cay con + + (86,4 - 94,5%) [10]
Solanum villosum
: A +
Portulaca pilosa Thén + + (78%) [12]
. . A A +
Oxalis corniculata | Dot than + + (75%) [64]

(+: ¢6 kha nang, kth: khéng thé hién)
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Thong thuong, su tao qua in vitro thuong duoc ghi nhan gin lién véi cac
nghién cau ra hoa in vitro va kha ning tao qua khac nhau trén mdi loai thuc vat da
duoc ghi nhan. Chang han, cay Lycopersicon esculentum tai sinh tir c&c mau ciy la
d3 ra hoa in vitro trén moi treong MS bé sung 2 mg/L BA, 1 mg/L ABA va 0,5 mg/L
IAA. Qua in vitro hinh thanh trong vong 162 ngay sau khi tu thu phan [73]. Su ra hoa
va tao qua & ca chua ciing dwoc ghi nhan trong diéu kién in vitro. Cay tai sinh tir cac
mau 14 dugc nudi cy trén moi truong chaa Timentin (100 - 400 mg/L) bb sung két
hop 1AA (0,1 mg/L) va Zeatin (2,0 mg/L) d3 ra hoa va tao qua in vitro véi tan suat
cao. Ngoai ra, hat ciing duoc hinh thanh trong diéu kién in vitro va cho thay su nay

mam binh thuong [66].

Viéc bo sung Ag203S; da cai thién cam ¢ng ra hoa va tao qua in vitro véi tan
suat cao ¢ hai loai Solanum (S. americanum va S. villosum). Hoa duoc tao ra trong
vong 90 ngay nudi cy trong mdi trudng chira 40 uM Ago03S.. Viéc ting nong do
sucrose lén 5,0% va thu phan bang tay da nang cao hiéu suat dau qua in vitro. Tét ca
hoa va qua déu c6 kich thudc va mau sic binh thudng so véi cay in vivo. Tan sé nay
mam cua hat duoc tao in vitro 1a 86,4% (S. americanum) dén 94,5% (S. villosum)
[10]. AgNOs (hodc Ag20sS?) ciing duoc sir dung dé gay ra hoa va dau qua in vitro

Vi tan suat cao & mot sb gidng Capsicum [2].

Sy ra hoa va dau qua in vitro trén 97% sé chdi da duoc bdo cao trén cay
Phyllanthus niruri L. khi nuéi cdy trén méi truong MS khong bé sung PGR. Sy ra
hoa in vitro dau tién duoc quan sat thay sau 12 ngay ké tir khi phat sinh ban dau cua
mau dbt than, trong khi sy tao qua xay ra sau 20 ngay nudi cdy. Viéc bo sung 0,5
mg/L GAs vao mdi truong MS di gay ra hoa in vitro trong vong mot tuan nhung lai
trc ché sy dau qua [65]. Su ra hoa in vitro va hinh thanh hat trén cac choi duoc tai
sinh tir miu cay dot than caa cay Cleome viscosa dugc ghi nhan. Céc chdi hoa bat
dau tir cac chdi tai sinh trén % MS b sung 0,25 mg/L BA; 0,5 mg/L IBA va 40 g/L
sucrose. Nhirng nu hoa nay né trong diéu kién anh sang yéu véi chu ky chiéu sang 15
gio/ngay trong vong 3 tuan ké tir khi bat dau nui cay. Cac chdi khdng ra hoa trong
bong téi. Qua in vitro hinh thanh sau 5 tuan nudi cdy. Hat duoc tao ra tir qua in vitro

c6 kha nang hinh thanh cay mai [7].



23

Cay con Dendrobium officinale Kimura et Migo c6 chiéu cao 2 - 4 cm, duoc
duy tri in vitro va cam @ng ra hoa voi ti 16 cum hoa cao nhat (83,2%) va hoa binh
thudng (73,6%) dugc tao ra trén moi trudng MS bd sung 15% nuéc dira va 0,1 mg/L
TDZ trong vong 9 tuan. Hoa in vitro dwgc thu phan nhan tao va hau hét cac hat tao
thanh déu nay mam trén méi trudng MS [74]. Trén cay Scrophularia takesimensis
Nakai, tin s6 cam ung ra hoa 16n nhét (96,8%) thu dugc khi cac chdi dugc nudi cay
trén moi trudng MS cai tién ¢ chira 6% sucrose dudi dén LED xanh lam trong vong
45 ngay. Cay phat trién hoa duoc duy tri in vitro c¢6 kha ning hinh thanh qua [69].
Cay Ceropegia rollae Hemadri cho ti 1& cam tng choi hoa tdi da (91,67%) va sb chdi
hoa trén m&i mau cay (7,33 choi hoa) trén méi trudng MS bd sung 6% sucrose va
NAA. Ngudi ta ciing quan sat thiy nang qua in vitro do két qua ciia qua trinh tu thu
phan [71].

Anh huong cia PGR, dudng sucrose va nhiét do 1én sy tai sinh chdi, ra hoa va
dau qua in vitro cua cay Withania somnifera da duoc nghién ciu. Tan suit ra hoa cao
nhét (88%) véi trung binh 8,3 hoa trén mdi chdi va tan suat dau qua l6n nhat (74,9%)
thu dwoc khi cac ngon chdi duoc nubi cay trén moi truong MS ¢d bo sung 0,3 mg/L
BA va 60 g/L sucrose. Hat hinh thanh tir hoa in vitro nay mam véi ti 1& 66% trén moi
truong MS c6 chira 0,3 mg/L GAs [8].

1.4. Khai quat vé cay chanh day tim

1.4.1. Gigi thiéu
1.4.1.1. Phan logi

Gidi (regnum) : Thuc vat (Plantae)

Nganh (division)  : Hat kin (Magnoliophyta)

Lop (class) : Hai 1a mam (Magnoliopsida)
Bo (ordo) : So Ri (Malpighiales)

Ho (familia) . Lac Tién (Passifloraceae)
Chi (genus) : Passiflora

Loai (species) . Passiflora edulis Sims f. edulis
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1.4.1.2. Bdc diém thuc vat hoc

Than: cay chanh day c6 than dang day leo ban than gé lau niam, thuong xanh

hoidc ban thudng xanh. Mai dét c6 mot tua cudn phat trién & nach 4.

L&: L4 c6 dang ba thily, mau xanh, vién ngoai c6 dang ring cwa, ciy non l4 it

chia thuy va c6 hinh trai xoan.
Hoa: Hoa phat trién & nach 14, hoa ludng tinh.

Qua: Qua c6 dang hinh bau duc, vé qua tron lang va cimg, duong kinh tir 5 -
7 cm, trong luong qua tir 80 - 110 gam, cd khoang 100 - 180 hat/qua [14].

1.4.1.3. Thich nghi va phan bo

Chanh day phat trién tot nhat & khi hau can nhiét d6i. Lugng mua hang nim
can toi thiéu 1a 900 mm/nam. Loai ciy nay co ré an néng nhung chiu dugc khd han
bang cach 1am rung 14. Chanh day chiu duoc nhiéu loai dit va phat trién tét nhét trén
dat thit pha cat, thoat nuéc tot, ¢6 pH tix 6,5 dén 7,5. Nhin chung, chanh day thich
nghi véi nhiéu dang khi hau, do cao (0 - 4.500 m) va hé sinh thai (tir rieng 4m nhiét

d6i dén cac ving kho han) [14].

Hinh 1.4. Sy phan bd caa chi Passiflora (thé hién tgi viing mau xam) [14].

Céc loai Passiflora tap trung ch yéu viing Trung va Nam My, trong d6 Nam
M3 chiém phan Ion tong s loai (Hinh 1.4). Mot s6 loai ciing dugc tim thiy & céc
viing can nhiét déi, tham chi 6n déi & Bic va Nam My va 24 loai c6 ngudn gdc tir
Pong Nam A, Uc va cac dao & Thai Binh Duong. Su da dang vé loai cao nhat trong
ho Passifloraceae duoc tim thay 12 & Colombia, tai day da tim thiy 167 loai (trong d6
c6 165 loai ban dia), tiép theo 1a Brazil (127 loai) va Ecuador (90 loai). Gidng chanh
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day tim phé bién ngay nay c6 nguon gdc tir mién nam Brazil, Paraguay kéo dai dén

mién bac Argentina [75].
1.4.1.4. Gia tri cua cay chanh day

Ho Passifloraceae bao gdm hon 600 loai. Trong dé, chi Passiflora 1 chi 16n
nhét voi hon 520 loai, nhung phan 16n cac loai la hoang dai va it duoc biét dén, chi
mét sb loai ¢ gid tri thwong mai dang ké. Trén thé gidi, nganh thwong mai chanh day
chu yéu dya trén gidng chanh day tim (Passiflora edulis Sims f. edulis) va chanh day

vang (Passiflora edulis f. flavicarpa) [14].

Chanh ddy thuong duoc an twoi hoic ép lay nudc va ché bién thanh cac dang
thuc pham thuong mai khac nhau. Qua phan tich cho thay ¢ 3 nhém hoat chat chinh
trong chanh day la alkaloid, glycosid va flavonoid va mot s chat nhu tannin, phenol,
axit béo [76]. Chanh day duoc sir dung trong céc bai thuéc dan gian va ding trong
my pham & nhiéu quéc gia. Cac bo phan khéac nhau cia cay duoc chiing minh 14 ¢6
tac dung giam dau, chéng lo au, chdng viém, giam ho, lgi tiéu, 6n dinh huyét ap va
an than. N6 c6 tac dung day hira hen ddi véi viéc hd trg chira tri cac réi loan than
kinh, cac bénh tim mach va ung thu [77]. Ngoai ra, hat chanh day ciing cung cap
nhiéu dinh dudng nhu chit xo, protein, carbohydrate va cac khoang chat thiét yéu co
thé b6 sung vao ché do an udng cia con ngudi va thirc an chan nudi. Bén canh d6 hat

chanh day c6 thé duoc st dung 1am nguyén liéu dé chiét xuat dau [78].
1.4.2. Mgt sé nghién creu trén cay chanh day tim trong diéu kién in vitro

Céc nghién ctru vé cay chanh day tim nudi cay trong diéu kién in vitro duoc
ghi nhan hién tai cha yéu tap trung vao mot sb giai doan trong qua trinh vi nhan gidng

(Bang 1.3).

Bdng 1.3. Mot sb nghién ctru trén cdy chanh day tim trong diéu kién in vitro.

STT Tén Nim | Ngudn
1 NAghlen clru qua trinh vi nhan giong ¢ mdt s6 giong chanh 2004 (79]
day
) Nhusng hlf:u b1§t mai .d01 v6i1 qua trinh phat sinh co quan 2007 (80]
in vitro trén chi Passiflora
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STT

Tén

Ngudn

Su phét sinh co quan tir mau ré cua loai chanh day thuong
mai Passiflora edulis Sims va loai chanh day hoang dai
Passiflora cincinnata Masters

[81]

Tao phoi soma tir phoi hop tir trudng thanh cia kiéu gen
cay chanh day thuwong mai (Passiflora edulis Sims)

2011

[82]

Phan tich giai phau va cau tric cia sy phét sinh co quan
in vitro tr miu ré cta cdy chanh diy thuong mai
(Passiflora edulis Sims)

2012

[83]

Céc phan g doi vai viée tao phoi soma ¢ mdt so loai
Passiflora spp.

2015

[84]

Su chuyén d6i phat sinh chdi de novo hoic su tao phoi
soma tir nudi cay in vitro phodi hop tir trudng thanh cia
chanh day (Passiflora edulis Sims) dugc diéu chinh bang
ty 1& giira auxin va cytokinin trong méi trudng nudi cay

2015

[85]

Nhiing thay d6i vé té bao va phan tir lién quan dén qua
trinh tao phoi soma cta chanh day: mé ta ddc tinh cau
triic va phan tich bi€u hién gen SERK

2016

[86]

Anh hudng ctia PGR va chét chéng oxy hoa dén kha ning
tai sinh cdy in vitro va tao mo s¢o tir mau 14 chanh day
tim

2017

[87]

10

Nghién ctru tao md seo in vitro trén Passiflora edulis
Sims: mot cay thuoc quy

2017

[88]

11

Kich thich su phat sinh chéi thong qua nudi cdy 16p mong
té bao 1a ¢ Passiflora edulis Sims

2018

[89]

12

Tai sinh cay tam boi in vitro tir nudi cay ndi nhii cuia cay
chanh day thuong mai

2018

[90]

13

Thiét 1ap ngudn mau ciy vo tinh cly chanh day tim va
cay chanh day vang

2018

[91]

14

Su tai sinh choi va vi nhén glong ¢ cay chanh day tim
thong qua nudi ciy cac mau cdy 16p mong té bao cit doc

2019

[92]

15

Topoline va anh sang do cai thién hiéu qué vi nhan gidng
trén cay chanh day (Passiflora edulis Sims) ‘Tainung No.
1 b

2020

[93]
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STT Tén Nim | Ngudn

Nhan gibng in vitro ciy Passiflora edulis tu doan than

16 2021 [94]
du6i anh huéng cia thanh phan méi trudng nudi cy
Polyethylene glycol thuc diy su truong thanh cia phoi

17 | soma 0 Passiflora edulis Sims 'UENF Rio Dourado' bang 2002 [95]
cach tich Iy cac protein va diéu chinh ham luong cac PA
noi1 sinh

18 Ung dung k¥ thut nudi cay 16p mong 6 chanh day trong 2022 96]

tai sinh thyc vat va vi nhan giong

Cac hat nano selen thl’lp da;ly‘ su ra 1& bat dinh ma khong
19 | hinh thanh mo s¢o ¢ goc choi chanh day thong qua thay | 2023 [97]
dodi can bang hormone

San xuat chdi in vitro chanh day sach virus bang phuong

20 phap nudi cdy mo phan sinh dinh

2023 | [98]

Céc nghién ciu vé cay chanh day tim nudi cay trong diéu kién in vitro duoc
ghi nhan hién tai cha yéu tap trung vao mét sb giai doan trong qua trinh vi nhan gidng
(Bang 1.3). Chang han, Hiéu va cong sy (2018) da nghién ctru tao nguén mau in vitro
tir choi dinh, d6t than va doan than nham lua chon ngudn mau ban dau va phuong
phép khir tring mau pht hop cho quy trinh vi nhan giéng. Két qua cho thay rang mau
d6t than ex vitro duoc khir tring bang AgNPs (0,1%) trong thoi gian 15 phut cho hiéu
quéa khir tring va hé s tai sinh chdi cao hon so véi cac ngudn mau (chdi dinh, doan
than) va céac chat khir tring khac (NaOCI, HgCly) [91]. Chen va cong su (2020) da
nghién ctru va bao céo rang sir dung meta-Topoline (MT) va 4nh sang d6 da cai thién
dang ké hiéu qua nhan chdi giéng cay chanh day tim [93]. Ngoai ra, Antoniazzi va
cong su (2018) da bao cao vé viéc tao va nhan gidng cay chanh day tim tam boi thanh
cong tir nudi cay nodi nhil hat [90]. Riéng dbi véi cdng tac tai sinh thuc vat in vitro, ky
thuat nudi cay l6p mong té bao (TCL) va phat sinh phdi soma (SE) 1 hai ki thuat

duoc st dung chii yéu trén ddi twong cay trong nay.
1.4.2.1. Nghién c:tu tai sinh chai dira trén ky thudt nudi cdy 16p mong té bao

K§ thuat TCL duoc phét trién tir nam 1973 va tré thanh mot trong nhitng k§
thuat nhan giéng don gian va hiéu qua hién nay. Mau ciy TCL bao gém cac mau cay

¢6 kich thudc nho, dugc thiét 1ap tir cac co quan khac nhau cua thuc vat (than, 14, cac
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co quan hoa, & mam, tru 14 mam, phéi, v.v). Cac miu cdy TCL thudng duoc cit theo
chiéu doc (ITCL, 1 mm % 0,5 - 10 mm) hoac theo chiéu ngang (tTCL, day khoang 0,2
- 0,5 mm hoic vai mm). Cac mau cy ITCL chi chira mot hodc mét vai loai mé, chang
han nhu mét 16p té bao biéu bi hoic dudi biéu bi, trong khi mau cy tTCL bao gém

nhiéu té bao tir cac loai mé khac nhau.

Céc phuong phéap dua trén cac ki thuat TCL da duoc phét trién va ¢ng dung
thanh cong cho nhiéu loai thuc vat ¢é nhan gidng in vitro, chuyén gen, san xuét hat
nhan tao, bao quan lanh va chon loc in vitro. Bi véi linh vuc nudi cdy md thyc vat,
viéc str dung k¥ thuat TCL c6 thé mang lai lgi ich theo nhiéu phuong dién nhu mo ta
& Hinh 1.5. Vi vay, tam quan trong cua TCL trong cong tac nudi cdy md va cong nghé

sinh hoc thuc vat & hién tai va trong tuong lai 1a khong thé pha nhan.
Nhay hon véi cac yéu Giadm anh hwéng cla

t6 moi trudng cac yéu té noi sinh

Bé mat vét thuong
I&n

Thuan lgi cho viéc
quan sat mé hoc

Tang s6 lwgng mau

R L Nang suat cao
cay

Hinh 1.5. M6t sé wu diém cua k¥ thuat nudi cay TCL.

Khi st dung mau cdy TCL, dién tich bé mat cuia mau tiép xdc véi méi truong
turong ddi 16n hon so véi mau ciy thong thuong va viéc van chuyén cac thanh phan
clia moi trudng hiéu qua hon vi ching c6 thé tiép can céc té bao tiém ning cia mau
cdy; diéu ndy cho phép qua trinh hinh thanh co quan hodc phan &ng tao phdi dé dang
hon so v&i c&c loai mau cdy thong thudng. Do d6, TCL dugc sir dung 1am vat lidu
nudi cay trong qua trinh nhan gidng in vitro cia nhiéu loi thuc vat, ciing nhu can
thiét cho viéc nhan giéng va bao tén cac 10ai thuc vat c6 nguy co tuyét ching va céc

loai c6 gia tri thuong mai cao [96]. Ky thuat TCL d3 dugc wng dung trén nhiéu loai
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cay duogc liéu nhu Scutellaria ocmulgee [99], Withania coagulans [100], Panax
vietnamensis var. langbianensis [101]. K¥ thuat nay cling dugc st dung trong tai sinh
nhiéu loi cay rau va cdy an qua, chiang han nhu Rubus spp. [102], Ficus carica [103],
Actinidia chinensis Planch [104]. Ky thuat TCL da dugc tng dung thanh cdng trong
vi nhan giéng hon 20 loai phong lan [105-108] va nhiéu loai cay canh khac nhu Lilium
[109], Cattleya forbesii Lindl [110], Begonia x tuberhybrida Voss [111], Clivia
miniata Regel [112]. Ngoai ra, k¥ thuat nay ciing mang lai tiém ning tai sinh kha thi
cho cac mé kho tai sinh cua cay hat tran va cay ring [113]. Vi du, mét quy trinh tao
phdi in vitro hiéu qua tir cc mau cady TCL ¢ ngudn gbc tir phdi hop tar cua Pinus
patula da dugc bao cdo, vugt qua nhitng han ché do su khong twong thich vé tang

trerdng in vitro cua loai cay nay [114].

Déi véi chanh day tim, nhan giéng in vitro chi yéu dya vao téi sinh chdi [115].
Qua trinh tai sinh nay di dwoc thuc hién thanh cong tir mot sé loai mé va co quan
khac nhau, chang han nhu tru 14 mam [80, 116], ré [81], Ia [87], néi nhii [90] va dbt
than [93]. Trong d6, k¥ thuat TCL dong vai tro quan trong trong qua trinh tai sinh
chdi cua chanh day tim; tuy nhién, nguén mau TCL duoc st dung chu yéu tir 14 va
l6ng than in vitro [89, 92, 96]. Pi véi 16ng than ex vitro, Hiéu va cong su (2018)
cling bao cao rang cac mau doan 16ng chi tao ra md seo chtr khdng tao chdi trong diéu
kién nuéi cay in vitro [91]. Do d6, viéc khao sét su tai sinh dya trén cac mau ciy TCL
d6i vai cac nguon mau ex vitro s& gop phan cai thién hiéu suat va ting cuong nguon

mau ban dau cho qua trinh san xuat cay chanh day tim in vitro.
1.4.2.2. Nghién cuzu phat sinh phéi soma

Phat sinh co quan I con dudng chinh cho hé théng téi sinh in vitro caa nhiéu
loai chanh day [117]. Nhiéu nghién ciru da chi ra rang sy téi sinh cay chanh day c6
thé thu dugc thong qua qua trinh hinh thanh co quan tir cac md khac nhau [81, 87,
96, 118]. Mit khac, tai sinh sinh dudng théng qua su phat sinh SE di duoc dé xuat
dé mang lai loi thé so véi phat sinh co quan vé hiéu qua nhan giéng va giam su hinh
thanh céc thé bién di [119]. Tai sinh thuc vat thong qua SE rat duoc mong doi ddi voi
vi nhan giéng dé cai thién sy phat trién cia cay con dong nhat [120]. Bén canh do, sy
phét sinh SE déng vai trd quan trong trong nhan gidng in vitro va bao tén ngudn gen

cua nhiéu loai thuc vat [115, 121]. Ngoai ra, sy phét sinh SE con ¢6 mét s6 ang dung
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thiét yéu khéc trong nhan gidng cay trdng dua trén cac cong cu cdng nghé sinh hoc
[122]. Con duong tai tao ndy cung cap mot nén tang hiéu qua cho viéc nhan giéng
cay trong bang cac ky thuat di truyén nhu cong nghé chuyén gen, cong cu chinh sira
bo gen [123], hoac da bdi hda nhan tao [124]. Vi vay, tai sinh thuc vat thong qua su

phét sinh SE 1a mot huéng nghién ciu tiém ning.

Sy phét sinh SE 1 su chuyén dbi cua cac té bao sinh dudng thanh céc cau tric
ludng cuc (su phan hda & cac cuc d6i dién cua mé phan sinh chdi va ré) [121]. Bo 1a
su bién d6i phuc tap cua té bao sinh dudng dudi tac dong cua nhiéu yéu té. Trong hé
thdng tai sinh in vitro, thanh phan moéi truong, loai mau ciy va kiéu gen thuc vat dugc
dé xuat 1a nhitng yéu t6 thiét yéu trong quy trinh nay [119, 125, 126]. Hon nita, SE
c6 thé duoc hinh thanh theo con dudng truc tiép hoic gian tiép phu thudc dang keé
vao tin hiéu cua cac chat diéu hoa sinh truong thuc vat (PGR), dic biét 12 auxin va
cytokinin [85, 127]. Ngoai ra, mot s6 yéu té cé tac dong tich cuc dén su cam ung va
tang sinh SE nhu AgNPs ciing dang duoc nghién ciru trong nhiéu qué trinh tai sinh
cay trong [58, 124, 128]. Tuy nhién, mdi loai thuc vat thudng ¢ phan (ng khac nhau
d6i véi cac nhan té anh huong. Vi vay, dé co thé tai sinh cay thanh cong théng qua
phat sinh SE, viéc luya chon ngudn mau, chuan hda loai va nong d6 PGR ciing nhu

mot sb yéu td tich cuc khac 1a rat can thiét.

Déi véi chanh day tim, qué trinh tao cay con chu yéu dua trén co ché phét sinh
co quan [115]. Sy tai sinh nay da dugc thuc hién thanh cong tir cac loai mé va co
quan khéc nhau, chang han nhu tru dudi 14 mam [80, 116], la [87], ré [81], d6t than
[93], va nodi nhil [90]. Nguoc lai, hau hét cac hé théng phat sinh SE di duoc thiét 1ap
déu st dung phdi hop tir ¢6 ngudn géc tir hat treong thanh 1am mau cay [82, 85, 95].
Hub va cong su (2017) ciing quan sat thay sy hinh thanh cac mé gidng nhu SE tir md
seo ¢6 ngudn gbc tir cac manh 14. Tuy nhién, sy hinh thanh cac mé gidng nhu SE
chua duoc md ta rd rang vé con duong cam tng cling nhu hiéu qua tai sinh [87]. Do
d6, tiém nang ctia cac mo thuc vat khac dbi voi phét sinh SE & loi cay trong nay van
chua duogc biét rd va can dugc tién hanh nghién cuu.

Nhin chung, k¥ thuat nudi cidy TCL va phat sinh SE la hai ki thuat mang lai
hiéu qua tai sinh cao trén cay chanh day tim. Do d¢, day 1a hai qua trinh tai sinh tiém

nang dé tao ngudén mau sé lwong 16n cho céc thi nghiém ra hoa va tao qua in vitro.
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1.4.3. Sw ra hoa va tgo qud trén cay chanh day tim
1.4.3.1. Bdc diém cqu trdc hoa

Céc choi hoa chanh day tim hinh thanh dudi cac nach 14 tai cac dét. M&i dét
bao gom mét bdng hoa duy nhét, bén canh mét tua cudn (Hinh 1.6A). Pay duong nhu
la cdu tao pho bién dugc thiét 1ap ¢ loai nay [129]. Hoa chanh day tim 1a hoa ludng
tinh, moc tir néch 1a. M&i hoa mang 5 nhi duc véi 5 chi dinh nhau thanh éng ¢ day va
tach roi & phan mang bao phan. Hoa c6 3 dau nhuy sap xép trén 3 voi nhuy néi lién
vé6i bau nhuy (Hinh 1.6B). Cay chanh day chu yéu ty thy phan, nhung nhitng loai thu
phan nhu ong, chim rudi, doi c6 thé giup ting cudng ti 1é dau qua. O chanh day tim,
su thu phan dién ra vao budi sang [14].

Chéi sinh
Chéi hoa dwong, A

5 gl

- f
w—

Tua cubn

Thuy phin

Sur bam dinh cua hat phin
Hydrat hoa hat phén

Hat phén nay mam & voi nhuy

Dau nhuy,

Voi nhuy, Su phit trién ctia dng phén

Biu nhuy & voi nhuy

Nodn Ong phin tiép xtc véi nodn
Thu tinh kép
Hop tir phat trién

Bao phan Tao hat

Chi nhj

Hinh 1.6. Pic diém d6t than chira chdi hoa va ciu tric hoa cia cay chanh day tim.
A. Bic diém cua dét than chira chdi hoa (Thudc: 2 cm) [129]. B. Mit cét hoa thé hién

cac co quan cua hoa va cac sy kién sau thu phan [130].
1.4.3.2. Hién twong tu bdt hop

Sy thy phan va thu tinh rit quan trong ddi véi viéc tao qua trén cay chanh day

va mie d6 dau qua phu thudc vao hiéu qua cua cac qué trinh nay. Nhiéu loai chanh
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day khong dau qua trir khi hoa caa chung duoc thu phan tir mot cay khac tuong thich
vé mat di truyén. Diéu nay tuy thudc vao hai kiéu hién twong xuat hién trén cay chanh

day 1a tu bat hop (Self - incompatibility) va tu tuong thich (Self - compatibility).

Khoang 50% s6 loai thuc vat hat kin duoc béo céo ring co co ché tu bat hop
sinh héa. Su bat hop sinh hda dan dén viéc hat phan va nodn caa clng mot cé thé
khong thé tién hanh qua trinh thu tinh, cho du hat phan dugc tao ra trén cing mot hoa
hay trén mot hoa khéac. Khi nghién ciru vé co ché nay trén mot sb ho thuc vat, co ché
tu bat hop nay cd thé do sy kiém soat qua trinh ty thu tinh do mét locus di truyén duy
nhét, locus S. Vj tri S khong dai dién cho mot gen don 1¢, ma 13 mot vang lién két
chat ché ctia nhiém sic thé chira mot s6 gen kiém soat su tu twong dong. Locus S ton
tai & nhiéu dang, dugc goi 1a “haplotype” (thay vi allele, vi c6 nhiéu gen, mic du
thuat ngit “allele S” ciing thudng duoc sur dung) [131]. Bac tinh ty bat hop 1a mot co
ché di truyén & thyuc vat hat kin ngan can qua trinh ty thu. Do dic tinh nay, céc ong
phan phat trién cham va thuong bi gitt lai hoan toan trong voi nhuy do mét té hop
khong tuong thich. Nhitng quan sat vé siéu cau tric trong qua trinh tuong tac khong
tuong thich cho thay hé thdng mang cua dng phan bi hu hong, va qua trinh thy tinh
khong duoc quan sat hoac bi tri hodn déng ké khi so sanh véi twong tac tu twong
thich. Cay chanh day loai bo hat phan khéng tuong thich duoc cho la do nhitng thay

d6i cau tric manh mé trong ca hat phan va éng phan [132].

Tinh tu bat hop & thuc vat 1a co ché ngin can qua trinh tyu thy tinh va thac day
qua trinh thu tinh chéo, tir d6 tang cudng su da dang di truyén. Mot sé cé thé cua loai
ty bat hop lai biéu hién tinh tu khong twong thich mét phan (partial self-
incompatibility), nghia 1a chung van c6 kha ning tu thu phan nhung s6 lugng hat tao
ra khac nhau. Nhiéu loai chanh day vang khong dau qua trir khi hoa ciia ching dugc
thu phan tir mot ciy khac c6 gen twong thich. Co ché ty bt hop ndy & chanh day tim
khuyén khich sy thu phan chéo, trong d6 phan hoa duoc chuyén giira hoa cua céac cay
khac nhau. Sy thy phan chéo nay thuong dugc tao diéu kién thuan loi boi cac loai thu
phan nhu ong, buém hozc chim rudi. Viéc thu tinh chéo dam bao sy da dang di truyén
& thé hé sau va gop phan vao kha ning thich (ng ctia quan thé thyc vat. O mot sé

giong chanh day, bao gdbm ca giéng tim va vang, mic do tu bt hop dién ra khong
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hoan toan tuy thudc vao tirng gidng va ching co thé thay d6i boi cac yéu té nhu nhiét

do, tudi cay, v.v.
1.4.3.3. Sy ra hoa va tao qud

Trong diéu kién in vitro, hién tuong ra hoa khdng phai 1a mét hién tuong phd
bién @i vai chi Passiflora trong qua trinh nudi cay. Theo céc béo céo hién tai, su ra
hoa in vitro chi dugc ghi nhan trén cay P. suberosa [15]. Trong bao céo nay, cay P.
suberosa duoc nudi ciy trong vong 21 ngay trén mdi trudng MS bo sung 3% sucrose,
glycine, vitamin va cytokinin da ra hoa in vitro. Nghién ctru ciing chi ra rang su ra
hoa in vitro phu thudc vao vi tri va nguon goc mau cdy. Cac mau la va mau 16ng chi
ra hoa néu ching c6 ngudn goc gan cac ngon; cac mau cay ¢ nguon goc dudi dot thir
5 chi tao ra cac chdi khéng ra hoa. Bén canh d6, hau hét cac hoa duoc hinh thanh in
vitro déu thiéu nhi, chi mot s6 hoa hoan chinh duoc tao ra. Nghién ciru trén ciing cho
thay rang cac loai P. caerulea, P. edulis Sims., P. foetida va P. trifasciata chi tao choi

nhung khong ra hoa khi dwgc nudi ciy trong diéu kién in vitro tuong tu [15].

Nhin chung, trong linh vyc ra hoa in vitro, cac nghién cau trén chi Passiflora
con rat han ché. Dua trén céc bo céo ¢ thoi diém hién tai, chua c6 cong bd nao duoc
ghi nhan cho sy ra hoa in vitro d6i vai loai chanh day tim (P. edulis Sims f. edulis),
mot trong nhirng loai co gié tri thuong mai cao trong chi nay. Viéc nghién cuu ra hoa
va tao qua in vitro 1a mot hudng nghién ciru mai trén cdy chanh day tim. Vi vay,
nghién ctu diéu khién ra hoa in vitro trén cay chanh day tim 1a mot huéng nghién

ctru can thiét va cd tinh tng dung cao trén nhiéu phuong dién.

Mt khac, khong giéng nhu mot s loai thuc vat cé dac diém rd rang voi quang
ky, su khai dau cua qué trinh ra hoa ¢ chanh day khong phu thudc 16n vao quang ky
ngoai diéu kién tu nhién. Giéng chanh day tim bat dau ra hoa va tao qua sau khi trai
qua giai doan non. Tuy nhién, sy phét trién hoa binh thuong doi hoi phai tiép xuc lién
tuc véi chu ky sang dai. Binh chdi lién tuc tao ra cac dét méi, mdi dot chira mot 14,
tua cudn va chéi hoa. Chanh day tim han ché ra hoa & cac d6t phat trién trong diéu
kién khong thuan loi bang cach ngan chan sy phét trién cua hoa thay vi kich thich ra
hoa, va str dung nhiing thay d6i theo mua trong chu ky quang dé xac dinh thoi diém
ra hoa va tao qua mot cach chinh xac [133]. Do d6, thoi gian chiéu sang dai c6 thé 1a

mot y&u cau can thiét trong quéa trinh nghién ciu ra hoa in vitro.
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Bén canh d6, PGR nhu cac nhom auxin, cytokinin, GAs, ABA thuong dugc
st dung dé kich thich su ra hoa in vitro ¢ nhiéu loai thuc vat. O cay chanh day tim,
cac nhom auxin va cytokinin & nhiéu loai va nong d6 khéc nhau thuong duoc sir dung
trong qua trinh nudi ciy cac choi nham muc dich nhin nhanh cac chdi va tao ra cac
ré in vitro [134]. Tuy nhién, chua c6 bao cdo nao vé sy ra hoa in vitro dugc ghi nhan
dbi vai cac nhom chat nay; do d6, cac nhdm PGR khac nhu GAs va ABA 14 cac yéu
t6 tiém nang can dugc xem xét dbi vai sy ra hoa in vitro & dbi tuong nay. Bdng thoi,
nhom chét c6 tac dong tich cuc dén qua trinh ra hoa va tao qua in vitro nhu PA, va
nhém céc kim loai tic dong dang ké dén qua trinh ra hoa duoc ghi nhan gan day nhu

bac va coban, 1 nhitng yéu t6 tiém niang can duoc xem xét dé khao sat.



35

CHUONG 2. NOI DUNG, VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Noi dung nghién ciru
Dé tai nghién ctru duoc thuc hién theo cac noi dung dugc thé hién ¢ Hinh 2.1,
cu thé vai 2 noi dung chinh nhu sau:
Néi dung 1: Nghién cttu tao ngudén miu céy in vitro cay chanh day tim

Muc dich: Tao ngudn mau cay sb luong 16n phuc vu cho cac thi nghiém vé su

ra hoa va budc dau tao qua in vitro.
Ngi dung tién hanh:
Nghién ctu tai sinh chdi tir cac mau ciy TCL tir 16ng than ex vitro
Nghién ctru phét sinh phdi soma (SE) tir mau ciy la ex vitro
Nghién ctitu nhan nhanh ngudn mau cay chdi thich hop

Néi dung 2: Khao sat anh hwéng ciia mét so6 yéu té dén qua trinh ra hoa
va bwéc dau tao qua caa cay chanh day tim trong diéu kién nudi cay in vitro

Muc dich: Xac dinh cac anh huong cua mot s6 yéu té nhu chit diéu hoa sinh
truong thuc vat (PGR), mot s mudi va hat nano kim loai, va polyamine (PA) dén sy
sinh trudng, ra hoa va tao qua in vitro.

Ngi dung tién hanh:

Khao st anh huong ciia PGR ngoai sinh dén qua trinh ra hoa va tao qua in
vitro:

- Khdo sét dnh huéng cia GAs dén su sinh trieong, ra hoa va tao qud in vitro

- Khdo sat anh hiong cia ABA dén su sinh truong, ra hoa va tao qud in

vitro

Khao sat anh huong caa bac va coban dén su sinh trudng, ra hoa va tao qua in
vitro:

- Khdo sét anh hirong ciia AQNO3 dén su sinh trieong, ra hoa va tgo qud in

vitro
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- Khdo sat dnh huéng cua AgNPs dén su sinh trueng, ra hoa va tao qud in
vitro
- Khdo sat dnh huong ciia CoNPS dén sir sinh trirdng, ra hoa va tao qud in

vitro
Khao sat anh huong caa PA dén su sinh truong, ra hoa va tao qua in vitro:

- Khdo sat anh huéng cua spermidine (Spd) don lé dén su sinh trueng, ra
hoa va tqo qua in vitro

- Khdo sat anh hwong cua Spd két hop dén su sinh trieeng, ra hoa va tqo qud

in vitro
NOI DUNG 1 NOI DUNG 2
TAO NGUON MAU CAY KHAO SAT SU RA HOA
IN VITRO IN VITRO
_ Phat sinh chdi tir TCL — FElRE
. ~ NHAN
x oz SV
NgL’Jon e |, Bac va Coban —% TAO
thich hop " QUA
AgNO;  AgNPs  CoNPs N
Phat sinb ph@i soma VITRO
tr mau cdy la L Sl

Spermidine Spermidine +

Hinh 2.1. So @6 thé hién khai quat cac noi dung nghién cau.

2.2. Vat liéu nghién ciru

2.2.1. Vat liéu thuc vt

Trong noi dung 1, cac mau 14 va 16ng than cua cay chanh day tim (Passiflora
edulis Sims f. edulis) 6 thang tudi, duoc luu gitt tai vudon wom Vién Nghién ciu Khoa
hoc Tay Nguyén duoc sir dung lam vat liéu ban dau. Cac nguén mau nay duogc khir
tring theo quy trinh cua Hieu va cong su (2018) [91]. Theo quy trinh nay, cac mau la
va l6ng than (tir ngon chdi) duoc thu thap tir céc cay khoe manh va duge dat dudi voi

nuéc chay trong 10 phat. Tiép theo, cAc mau nay duoc khir tring bang ethanol (70%)
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trong 30 gidy rdi rira lai bing nuée cat 3 1an. Sau d6, mau dugc khtr tring bang dung
dich AgNPs (0,1%) trong 15 phut. Cudi ciing, cac miu duoc rira 3 1an bang nuéc cat
vO tring va nudi cay trong moi truong Murashige and Skoog (MS) [135] trong 7
ngay. Cac mau cay khong nhim vi khuan va nim duoc thu nhan va duoc sir dung dé

bd tri cac thi nghiém.

Trong noi dung 2, cac ngon chdi tir cac chdi tai sinh cua cay chanh day tim in
Vitro trong mdi trudng thich hop dugc sir dung dé bé tri cac thi nghiém ra hoa. Céc
ngudn vat liéu thyuc vat ban dau duoc thé hién so luoc trong Hinh 2.2. Cac mau cay

trong tirng thi nghiém duoc ma ta cu thé trong phan Phuong phap nghién ciu.

NOI DUNG 1 NOI DUNG 2

&« 7 h T v
Tai sinh choi Phat sinh phdi Ra hoa in vitro
( ™
Ex vitro
6 thang tudi

.
Long than L4 thar 2

Khir trung mau
(Hieu et al. 2018)

\ |\ +

Hinh 2.2. Cac ngudn mau cy ban dau caa nghién ctu.
2.2.2. Thiét b, dung cu va hoa chat

Thiét bj va dung cu:

Mot sé thiét bi chinh duoc st dung bao gom: may do ham lwong diép luc
SPAD-502 (Nhat Ban), ta an toan sinh hoc ESCO (Singapore), tu sidy Sanyo MOV-

112, tu séy Memmert, can ky thuat Precisa (Nhat Ban), can dién tu, thudc cap dién
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tar Mitutoyo (Nhat ban), dén UV hai buéc song 254 nm va 365 nm, may cat nudc,
may do pH, ndi hap vé tring. Cac dung cu sir dung bao gom dao cay, dia cay, panh
cdy, kéo, 6ng nghiém thuy tinh, binh nudi ciy 250 ml, mang loc vé tring, bom tiém
5 mL, day thun, tGi nilon chiu nhiét, ging tay va mét s6 dung cu hd tro khéc. Cac

dung cu chuyén dung dugc khir triing bang autoclave ¢ 121°C, 1 atm trong 30 phdt.
Hoa chat:

Dung dich cac hat nano bac (AgNPs, 500 ppm) va dung dich c&c hat nano
coban (CoNPs, 500 ppm) do Vién Cong nghé Moéi truong (VAST) cung cip. Dung
dich AgNPs (kich thudc nho hon 20 nm) thu duoc theo ti I€: [AgNO3] = 750 - 1000
ppm, [B-chitosan] = 250 - 300 ppm, [NaBH4]=200 ppm, ti I¢ mol [NaBH4]/[AgNO3]
= 1/4, téc d6 nho giot cua NaBH4 1 10 - 12 giot/phut [136]. Dung dich CoNPs (20 -
60 nm) thu dugc dya trén chat khir NaBH. va chat on dinh carboxymethyl cellulose
[137].

Cac PGR bao gom: Axit 1-Naphthaleneacetic (NAA, > 98%, Duchefa
Biochemie, Ha Lan), axit 2,4-Dichlorophenoxyacetic (2,4-D, > 96%, Duchefa
Biochemie, Ha Lan), 6-Benzyladenine (BA, Sigma-Aldrich, My), meta-Topoline
(mT, > 99%, Duchefa Biochemie, Ha Lan), axit gibberellic A3 (GAs, > 99,5%,
Sigma-Aldrich, M), axit abscisic (ABA, > 99,5%,). Cac chit khac bao gom
spermidine (Spd, >99,5%, Sigma-Aldrich, My), bac nitrate (AgNO3z, 99,99%, Sigma-
Aldrich, M¥), agar (Viét X8, Viét Nam), sucrose (Bién Hoa, Viét Nam).

2.2.3. Mdi trwong nudi cay

Moi truong Murashige and Skoog (MS) [135] bd sung 30 g/L sucrose va 8 g/L
agar duoc stir dung 1am méi truong nudi cdy co ban trong nghién ciru ndy. Cac PGR
hoic cac chat khac dugc thém vao méi trudng MS tiy thude vao timg thi nghiém cu
thé duoc mo ta trong muc Phuong phap nghién ctru. M6i trudng nudi cdy dugc didu
chinh dén pH = 5,8 trudc khi duoc hép tiét tring trong vong 30 phut & 121°C (1 atm).
Céac moi trudng bd sung GAsz hodc Spd dugc bd sung lanh vao méi trudng nudi cy
(43 hap khur trung) sau khi duoc vo tring théng qua mang loc v tring (0,22 pm,
Sigma-Aldrich, My).
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2.3. Phuwong phap nghién ciru

2.3.1. Phwong phdp bé tri thi nghigm
2.3.1.1. Ngi dung 1: Nghién cizu tgo nguon mau cdy in vitro cay chanh day tim
e Thinghiém 1: Nghién ctu téi sinh chdi tir cdc mau cdy TCL tir 16ng than ex
vitro
Thi nghiém 1.1. Khao sat anh huéng cua vi tri 1ong than dén sy cam @ng chdi
Muc dich: Tim ra vi tri 16ng than thich hgp cho su cam @ng chdi in vitro tir cac
mau cay tTCL.
Phwong phdp tién hanh:

Cac doan 16ng than ex vitro (1 cm) & vi tri 16ng tha 1 dén tha 5 (tinh tir ngon
chéi) duoc cit theo chiéu ngang voi do day khoang 0,2 cm dé tao ra cac mau cay
tTCL nhu mé ta & Hinh 2.3. Cac mau cay tTCL duoc tién hanh nudi cdy trong moi
truong MS bo sung két hop 1,5 mg/L BA va 1,0 mg/L NAA [138] dé so séanh ti Ié

cam tng chdi tai cac vi tri 16ng khac nhau. Ti 1&é cam tng chdi (%) duoc ghi nhan sau

60 ngay nudi cay.

Long than 1 2 3 4 5
A TS
: lem) T2
1—Y ) | B ~0,2cm
N ' '
\ °°0 e O ‘() 08 (%
3 \ oo o @ o0 o) @  tTCL
e [ Y« ¢ ©
«— 4
+
> _’/ """ )
",‘" > —_ : lcm —_— \ \ ITCL
y 4 v ’
Chbi ex vitro Long than
6 thang tudi 5

Hinh 2.3. Thiét Iap cac mau cay tTCL va ITCL tir 16ng than ex vitro.
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Thi nghiém 1.2. Khao sat su cam ung choi tir cac loai mau cay TCL 16ng than

Muc dich: So sanh hiéu qua cam &ng chdi in vitro caa mau ciy tTCL va ITCL
tai vi tri 16ng than thich hop.

Phuwong phdp tién hanh:

Trong thi nghiém nay, cac doan long than ex vitro & vi tri I6ng cho su cam urng
chdi téi vu (khao séat & thi nghiém phia trén) duoc st dung 1am ngudn mau ciy. Céc
doan 16ng than (1 cm) duoc cat ngang thanh 5 mau tTCL hoic cat doc thanh 4 mau
ITCL nhu mé ta & Hinh 2.3. Cac mau ciy duoc nudi ciy trong moi trudng twong tu
nhu thi nghiém 1.1 dé so sanh hiéu qua cam tng choi gitra hai loai mau cay. Céc chi
tiéu vé ti Ié cam tng choi (%) va s6 choi (I6n hon 0,5 cm)/mau dugc ghi nhan sau 60
ngay nudi cay.

Thi nghiém 1.3. Anh huong cia AgNPs dén sy tai sinh choi tir mau cdy TCL

Muc dich: Khao sat anh huong cia AgNPs dén qué trinh tai sinh chdi tir mau
cay ITCL va oTCL léng than.

Phwong phdp tién hanh:

Tuong tu nhu thiét 14p mau cdy ITCL, cac doan 10ng than c6 chiéu dai khoang
1 cm va dudng kinh khoang 0,4 cm dugce cat doc thanh 4 mAu, tién hanh loai bé phan
bén trong ctia mau va chi giit lai cac 16p té bao bén ngoai (46 day khoang 0,1 cm) dé
tao thanh c4c mau cay 0TCL (Hinh 2.4). Sau d6, mat dudi (phan vét thuong) cia mau
cdy oTCL duoc dit tiép xuc véi bé mit ctia moi truong nudi cdy. Cac mau ciy ITCL
va 0TCL dugc nubi cay trong mdi truong MS bd sung 1,5 mg/L BA; 1,0 mg/L NAA
[138] va cac nong do AgNPs (0; 1,0; 3,0; 5,0 va 7,0 mg/L) dé khao sat hiéu qua cam
rng choi tir hai nguon mau cay nay. Céc chi tiéu vé ti 1é cam tng choi (%) va sd

chdi/mau dugc ghi nhan sau 60 ngay nudi cay.
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Hinh 2.4. So d6 thiét 1ap mau cay ITCL va oTCL tir I16ng than ex vitro.

e Thinghiém 2: Nghién ciru phat sinh phoi soma (SE) tir mau ciy 14 ex vitro

Thi nghiém 2.1. Anh huong cua 2,4-D va NAA dén sy phét sinh SE

Muc dich: Khao sat anh hudong cta 2,4-D va NAA dén su phét sinh SE tir mau
cay la.

Phwong phdp tién hanh:

Mau ciy tir 14 ex vitro (1,0 x 1,0 cm) duoc st dung 1am mau cdy ban dau.
Trong thi nghiém nay, cac mau cy duoc nudi cay trong moéi treong MS duoc bo sung
2,4-D (0; 1,0; 2,0; 3,0 va 4,0 mg/L) hoac NAA (0; 1,0; 2,0; 3,0 va 4,0 mg/L) dé khao
sat su cam ung SE. M&i nghiém thirc (NT) duoc tién hanh véi 30 binh nudi ciy, véi
3 mau mdi binh. Céc chi tiéu theo ddi bao gdm ti 18 cam tng SE (%) va sé phdi/mau

dugc ghi nhan sau 60 ngay nudi cay.

Thi nghiém 2.2. Anh huong caa auxin két hop vai AgNPs dén sy phét sinh SE

Muc dich: Khao séat anh huong cua AgNPS trong mdi truong chira auxin dén
su phat sinh SE tir mau cay la.

Phuwong phdp tién hanh:

Dé nghién ctru tac dong caa AgNPs ddi véi su phat sinh SE, cac mau 14 (1 x 1
cm) duoc nudi ciy trong méi trudng MS ¢d bd sung loai va nong do auxin thich hop
(dugc nghién ciu ¢ thi nghiém phia trude) va bd sung AgNPs & cac nong do khac
nhau (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 va 3,0 mg/L). Mi NT duoc tién hanh véi 30 binh nudi

cdy, v&i 1 mau cdy mdi binh. Céc chi tiéu theo dai bao gom ti Ié cam @ng SE (%) va
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s6 phdi/mau duoc ghi nhan sau 75 ngay nudi cay, chi tiéu s cay con/mau duoc thu

nhan sau 90 ngay nudi cay.
e Thi nghiém 3: Nghién ciru nhan nhanh ngudn mau ciy chéi thich hop

Tiép theo, cac chdi tai sinh tir ngudn méu cdy & NT tbi vu dugc khao sat & cac
thi nghiém trude duge chon va dugc chuyén sang moi truong nudi céy dé tién hanh
nhan nhanh chéi. Céac chdi co chiéu dai khoang 1 cm duge thu nhan va nudi ciy trong
moi trudng MS ¢ bd sung ¢b dinh 1,0 mg/L meta-Topolin (mT) [93] va AgNPs ¢
cac néng dd khac nhau (0; 1,0; 3,0; 5,0 va 7,0 mg/L). Mdi NT dugc bd tri 30 binh
nudi cdy (mdi binh 1 chdi). Cac chi tiéu vé ti 1é cam ung chdi (%), s6 chdi/mau, chiéu

cao chdi (cm), va chi s6 SPAD duoc ghi nhan sau 60 ngdy nudi cdy.

2.3.1.2. Ngi dung 2: Khao sat anh hirong cua mét sé yéu té dén qué trinh ra hoa va

bude dau tao qud Cia cdy chanh day tim trong diéu Kién nudi cay in vitro

Muc dich: Xac dinh cac anh huong cua mot s6 yéu to nhu chat diéu hoa sinh
treong thuc vat (PGR), mot sé mudi va hat nano kim loai, va polyamine (PA) dén sy

sinh trudng, ra hoa va tao qua in vitro.

Vat liéu thi nghiém: Chdi chanh day (tir qua trinh tai sinh thich hop duoc khao
st phia trén) duoc nhan 1én trong mai trueong téi vu dugc khao sét & Noi dung 1. Cac
chéi sau khi tai sinh duoc chuyén sang méi truong MS bé sung 2,5 mg/L IBA [138]
dé kich thich tao r& trong vong 60 ngay. Ngon chdi (tir céc choi da hinh thanh ré) voi
chiéu cao khoang 1,5 cm (bao géom 1 ngon va 3 18) duoc sir dung lam nguon mau cay

cho céc thi nghiém ra hoa va tao qua in vitro (Hinh 2.5).
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Hinh 2.5. So d6 md ta céac giai doan b tri thi nghiém nghién ciru su ra hoa in vitro

cua cdy chanh day tim.

e Thi nghiém 1: Khao st anh huéng cia PGR ngoai sinh dén qua trinh ra hoa

va tao qua in vitro

Thi nghiém 1.1. Khao séat anh huong cia GAs dén su sinh truéng, ra hoa va

tao qua in vitro

Phurong phdp tién hanh: Choi chanh day in vitro cao khoang 1,5 cm dugc
chuyén sang mdi trudng MS co ban chtra 30 g/L sucrose va 8 g/L agar va bd sung
cac nong do GAs (0; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 mg/L). Sau khi méi trudng MS co ban duoc
hip kht tring, GAs s& duoc loc qua mang loc khir triing va bé sung lanh vao mai
truong nudi cay trong ta cay v tring. Céc chi tiéu lién quan dén qua trinh sinh truong

va ra hoa (dugc trinh bay phia sau) duoc theo dai sau 60 ngay nudi cay.

Thi nghiém 1.2. Khao sat anh huong cua ABA dén su sinh tredng, ra hoa va
tao qua in vitro
Phuwong phdp tién hanh: Chdi chanh day in vitro cao khoang 1,5 duoc chuyén

sang moi truong MS co ban chira 30 g/L sucrose va 8 g/L agar va bd sung ABA &
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cac nong do khac nhau (0; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 mg/L). Céc chi tiéu lién quan dén qua

trinh sinh trudng va ra hoa duoc theo ddi sau 60 ngay nudi ciy.

e Thi nghiém 2: Khao st anh huong cia bac va coban dén sy sinh truéng, ra

hoa va tao qua in vitro
Muc dich:

Thi nghiém 2.1. Khao sat anh huong cua AgNO3 dén sy sinh truong, ra hoa va

tao qua in vitro

Phwong phdp tién hanh: Céac ngon chdi ¢ chiéu dai khoang 1,5 cm dugc nudi
cay trong moi trudng MS co ban, 30 g/L sucrose va 8 g/L agar va bo sung AgNOs (0;
1,0; 3,0; 5,0; 7,0; va 9,0 mg/L) tai cac nong d6 khac nhau dé khao sat sy ra hoa in
vitro. C4c chi tiéu lién quan dén qua trinh sinh trudng va ra hoa dugc theo dbi sau 60
ngay nudi cay.

Thi nghiém 2.2. Khao sét anh huong ciia AgNPs dén sy sinh truéng, ra hoa va

tao qua in vitro

Phwong phdp tién hanh: Cac ngon chdi c¢6 chiéu dai khoang 1,5 cm dugc nudi
ciy trong méi truong MS co ban c6 bd sung AgNPs ¢ cac ndng do khac nhau (0; 1,0;
3,0; 5,0; 7,0; va 9,0 mg/L). Cac NT khong bd sung AgNPs duogc str dung lam dbi
chtng. Céc chi tiéu lién quan dén qué trinh sinh truéng va ra hoa duoc theo ddi sau

60 ngay nudi cy.

Thi nghiém 2.3. Khao sét sy anh huong caa CONPs dén su sinh truéng, ra hoa

va tao qua in vitro

Phirong phdp tién hanh: Cac ngon chdi ¢6 chiéu dai khoang 1,5 cm dugc
chuyén sang moi trudng MS co ban hozc MS loai bo thanh phan mudi CoCly, ¢ chua
30 g/L sucrose va 8 g/L agar va bd sung CoNPs & cac nong do khac nhau (0; 0,1; 0,2;
0,3; 0,4 va 0,5 mg/L) dé khao sat su sinh trrdng va ra hoa in vitro. Cac chi tiéu lién

quan dén qué trinh sinh trudng va ra hoa dugc theo ddi sau 60 ngay nudi cay.



45

e Thi nghiém 3: Khao sat anh huéng cua polyamine dén sy sinh truéng, ra hoa

va tao qua in vitro

Thi nghiém 3.1. Khao sat anh huéng caa spermidine (Spd) don 1é dén su sinh

truong, ra hoa va tao qua in vitro

Phwong phdp tién hanh: Cac chdi ngon chanh day in vitro cao khoang 1,5 cm
dugc chuyén sang méi trudng MS bd sung cac nong d6 Spd (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3
mM) dé khao sét su ra hoa in vitro. Sau khi méi truong MS co ban duoc hap khi
tring, Spd s& duoc loc qua mang loc khir tring va bo sung lanh vao méi truong nudi
cay trong tu cay vo tring. Cac chi tiéu lién quan dén qua trinh sinh truéng va ra hoa

duoc theo ddi sau 90 ngay nudi cay.

Thi nghiém 3.2. Khao sat anh huong cua spermidine két hop dén sy sinh

troedng, ra hoa va tao qua in vitro

Phwong phdp tién hanh: Tuong ty véi thi nghiém trude, cac chdi ngon chanh
day in vitro cao khoang 1,5 cm duoc nudi cdy trong méi truong MS bd sung cac
nong do Spd (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 mM) két hop véi cac yéu tb thich hop dugc khao
sat & thi nghiém phia trén dé tang cudng sy ra hoa in vitro. Céc chi tiéu lién quan dén

qua trinh sinh trudng va ra hoa duoc theo ddi sau 90 ngay nudi cay.
e Theo ddi su ra hoa va tao qua in vitro:

Sy tao qua cua tit ca cac thi nghiém & phia trén duoc ghi nhan cing véi su ra
hoa trén méi trudng bo sung cac chat twong (ng. B6 tri va ghi nhan cac chi tiéu ra

hoa va tao qua in vitro duoc tién hanh nhu sau:

Déi vai cac thi nghiém ra hoa: Mdi binh cay 1 mau choi. Mdi NT duoc tién
hanh véi 60 binh nudi cay va lap lai 3 1an. Céc chi tiéu theo dai bao gdom chiéu cao
chdi (cm), s6 l4/chdi, chi s6 SPAD, ti 18 ra hoa (%), s6 nu hoa/mau, ti 18 nd hoa (%),

duong kinh hoa (cm).

Theo ddi va ghi nhan sy tao qua ddi véi cac chdi trong cac NT ¢6 s hinh thanh
hoa in vitro. Céc chi tiéu duoc ghi nhan bao gom ti Ié tao qua (%), s6 qua/chdi va
duong kinh qua (cm). Thai gian ghi nhan tao qua in vitro tuy thugc vao thoi gian cu

thé cua tirng thi nghiém.
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Dic diém ra hoa va tao qua trong qua trinh nay dwoc giai phiu va quan sat
theo cac giai doan phat trién. Cac dic diém ra hoa va tao qua cta cay chanh day tim
2 nam tudi ngoai tu nhién dugc dung dé so sanh véi cac cay trong diéu kién in vitro.
2.3.2. Mgt s6 phwong phdp va kj thugt dung trong nghién cizu
2.3.2.1. Thu nhdn va danh gia mét so chi tiéu theo déi trong dé tai

Do chi s6 SPAD ¢ la: Chi s6 SPAD duoc do bang may SPAD-502 (Nhat Ban).

MJdi chdi duoc do ¢ 3 14 mé dau tién tinh tir ngon va duoc tinh trung binh.
Chiéu cao chdi trung binh = 3" Chiéu cao chdi / Y. Sé chdi.
Ti 1& ra hoa (%) = 3 S6 chdi rahoa / Y S6 chdi.
S6 ny hoa trung binh/chéi =Y S6 nu hoa /Y. Sé chdi ra hoa.
Tile hoano =Y Sb hoand /Y S6 nu hoa.
Ti lé tao qua =Y S chdi tao qua /Y. S chdi ra hoa.
S6 qua/choi =Y Sb qua /Y Sb chdi ra hoa.
2.3.2.2. Dinh lwong hormone ngi sinh

Viéc phan tich hormone néi sinh duogc thuc hién bang phuong phap Phan tich
sac ky long hiéu ning cao (HPLC). Quy trinh thyc hién nhu sau: Can mét khi luong
chinh x4c miu twoi sau d6 nghién nho trong hdn hop dung mdi gom
CHCI3/MeOH/HCOOH/H0 (25/60/5/10, v/v) theo ti 1¢ 1 mL dung mdi cho 0,1 g
mau. Sau d6 hdn hop duoc chiét & -30°C trong 2 - 4 gio (Mau duoc chia lam 2 phan,
mét phan giit nguyén mau va 1 phan b sung ndi chuan cé nong d6 xac dinh). Lay
hdn hop mau ly tam lanh & 4°C, thu phan phia trén. Phan con lai duoc chiét tiép véi
4 mL MeOH & -4°C trong 1 gio, lap lai 2 1an. Toan bo dung dich thu duoc chiét qua
cot chiét pha ran SPE-C18. Cot chiét SPE duoc rira giai véi dung mdi MeOH. Dung
dich thu duoc dem cb quay ¢ &p suat chan khdng, nhiét d6 50°C dé loai dung mdi va
hoan nguyén véi 1 - 2 mL nude ¢6 pH = 2 (diéu chinh bang axit formic). Loc qua

mang loc 0,45 pm, roi bom vao hé théng HPLC.

Hé théng may HPLC Thermo-Ultimate 3000, cot C18 (dai 25 cm, duong kinh
hat 0,5 pm), dau do UV & bude séng 280 nm. Hé dung méi pha dong: (A): ACN, (B):
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H.0 chira 0,5% HCOOH vdi ché do chay gradient nhu sau: tir 0-10 phat A/B = 75/25,
tir 11-17 phat A/B= 50/50, tir 18 — 25 phut A/B= 75/25.

Ham luong GAs, ABA va Melatonin cua chdi duge xac dinh bang phuong
phap HPLC sau 60 ngay nudi cdy. Mau chdi nudi ciy trong moi trudng MS co ban
duogc sir dung lam dbi ching. Cac phén tich duoc tién hanh tai Vién Céng nghé Sinh

Hoc va Méi Truong, Truong Pai Hoc Tay Nguyén.
2.3.2.3. Binh luong Ethylene

Phuong phép sac ky khi véi dau do ion hda ngon laa duoc sir dung dé dinh
luong khi ETH tich luy trong binh sau 60 ngay nuéi cay ddi vai cac NT ra hoa c6 bd
sung AgNPs va CoNPs. Ham lugng khi ETH trong binh nudi cdy mau chéi trong moi
truong MS co ban duoc sir dung lam d6i chiing. Boi vai cac thi nghiém c6 dinh luong
khi ethylene, miéng cua binh nudi cay duogc bit kin voi nhiéu 16p paraffin dé tranh
khong khi thoat ra bén ngoai. Quy trinh tong quat nhu sau: Dung bom tiém thu nhan
1 cm3 khi tir binh nuéi cdy. Luong khi thu nhan dugc dua vao hé théng sic ky khi
GC-CP 3380. Cot thép khong gi (3 m x 1,5 mm) chira day chat hap phu (Porapack
R) c6 kich thudc hat 80 - 100 Mesh duoc stir dung. Khi nito dugc st dung lam khi
mang (55 cm3/phat) [139]. Mau chdi nudi ciy trong mdi truong MS co ban dugce sir

dung 1am d6i chimg. Céc phan tich duoc tién hanh tai Vién Cay in qua mién Nam.
2.3.2.4. Quan sat hinh thai gidi phau

Nhitng bién ddi t& bao hoc trong qué trinh tao choi va tao hoa in vitro duoc
theo di bang phuong phap giai phau. Cac lat mong (40 - 50 um) cta mau ciy duoc
tay trang trong dung dich natri hypoclorit (15%) trong 5 phdt. Tiép theo, miu dugc
ngam trong dung dich axit acetic (10%) trong 10 phtt. M6 dugc nhuém biang mau dé
carmine hoic tim violet trong vong 5 phuat. Cudi cung, ching dugc trang lai bang
nudc ct, dat trén lam kinh va phu lamen. Viéc quan sat mau duoc tién hanh trén kinh
hién vi quang hoc véi thi kinh 10x, va vat kinh 10x va 40x [134].

2.3.2.5. Phan tich va xi# ly sé liéu

Céc NT duogc bd tri theo kiéu hoan toan ngiu nhién (CRD - Completely
Randomized Design), mdi NT dugc lip lai 3 lan. S6 liéu trung binh duogc phan tich

bang phan mém théng ké SPSS 26.0 véi cac phép thir phit hop véi ting thi nghiém &
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murc ¥ nghia p < 0,05. Str dung phan mém Microsoft excel 2019 dé v& d6 thi va biéu
dién cac két qua thong ké. Cac biéu dd thé hién sb liéu cua cac trung binh va thanh
sai s& duge vé& dua trén do 1éch chuén cua cac tung nghiém thic.
2.3.3. Piéu kign nudi cay

Cac thi nghiém duoc tién hanh & phong nudi cdy tai phong Sinh hoc phan tir
va Chon tao giéng cay trong - Vién Nghién ctiru Khoa hoc Tay Nguyén. Phong nudi
cay vai nhiét do 25 + 2°C, d6 am 55 - 60%, thoi gian chiéu sang 16 gio/ngay (dung
dén huynh quang cuong do 40 - 45 umol.m2.s?) dugc st dung cho tat ca cac giai
doan nudi cay.
2.3.4. Pia diém va thei gian thuc hién lugn an

Cac thi nghiém duoc tién hanh tai Phong Sinh hoc phan tir va Chon tao giéng
cay trong, Vién Nghién ciu Khoa hoc Tay Nguyén (116, X6 Viét Nghé Tinh, Phuong
7, Thanh phé Pa Lat, Tinh Lam Dong).

Thoi gian thuc hién luan an tir 2020 - 2024.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Néi dung 1: Nghién ctru tao nguén méu cay in vitro cay chanh day tim

3.1.1. Nghién cstu tai sinh chéi tir cac mdu cdy TCL 16ng than ex vitro
3.1.1.1. Anh huong cua Vi tri I6ng thin dén sw cam g choi tir mau cdy tTCL

Két qua cho thay ring, cac vi tri 16ng khac nhau c¢é anh huéng dang ké dén su
phat sinh chdi cua cac mau cay tTCL (Hinh 3.1 va 3.2). Sau 30 ngay nudi cdy, hau
hét cac mau cay tTCL déu ghi nhan sy hinh thanh cia mé seo. Tuy nhién, su cam tng
md seo bi han ché & vung 16i cua mau ciy tai vi tri 16ng than thir 4 va 5 da dugc ghi
nhan (Hinh 3.2A). Sau 60 ngay nudi cay, ti ¢ cam ung chdi cao nhat (70,37% va
66,67%) duoc ghi nhan lan luot tai cAc mau ciy tai vi tri 16ng thir 3 va thir 4. Cac
chdi cia mau cay & vi tri 16ng thir 5 hinh thanh rd rang hon & vi tri 3; tuy nhién, ti 18
cam ung chdi dugc ghi nhan thap hon dang ké (40,74%) (Hinh 3.1 va 3.2B-D).

100 1

70,37a
66,67a

40,74b

rng choi (%)
S

é cdm

Til

14,81c

0 ﬁ 1 1 1 1 )

1 2 3 4 5

Vi tri long
Hinh 3.1. Ti 1é cam ang chdi cua mau cdy tTCL tir cac 16ng than ex vitro tai vi tri tir

1 d@én 5 tinh tir ngon sau 60 ngay nudi ciy.
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Hinh 3.2. Su cam @ng chdi caa mau cdy tTCL tir cac 16ng than ex vitro. A. Mau cay
tTCL tai c4c vi tri 16ng tir 1 dén 5 sau 30 ngay nudi cay. B, C, D. Chéi hinh thanh tir

mau cay tTCL tai vi tri 2, 3 va 5 sau 60 ngay nudi ciy. (Thudc: 1 mm).

Vi tri ctia mau cay c¢6 anh huong dang ké dén kha ning tai sinh chdi trong diéu
kién nuéi cdy in vitro. Piéu nay co thé lién quan dén sy khac biét vé do truong thanh
ctia t& bao va ham luong hormone ndi sinh cta cac 16ng, din dén sy dap tmg khac
nhau véi moi truong cam tng ctia mau cay. Trén cay Sesamum indicum, cac tac gia
cling chi ra rang nhimg mau cy tTCL tir vi tri c4c 10ng gan ngon va gan gbc cho hiéu
qua tai sinh chdi thdp hon cac vi tri khac [140]. Trén cay chanh day vang, mau ciy
ITCL 16ng than in vitro tir vi tri d6t tht 3 ciing dugc ghi nhin cho hiéu qua tai sinh
chdi cao nhét [134]. P6i v6i mau cdy ITCL doan than in vitro & chanh day tim, hiéu

qua phéat sinh chdi t6i wu cling dugc thu nhan & vi tri dot the 3 [92].

Tuong tu VGi cac nghién ciu trudc, cac két qua trong thi nghiém hién tai chi
ra rang mau cdy & vj tri 16ng tht 3 thich hop cho qua trinh phét sinh chdi hon so véi
c4c vi tri khéc tir nguén mau ex vitro & chanh day tim. Vi vay, cac 16ng than & vi tri

nay duoc sir dung cho cac thi nghiém tiép theo.
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3.1.1.2. Sir cam wng chai ciia mau cay tTCL va ITCL tir 16ng than

Sau khi x4c dinh duoc mau ciy & vi tri 16ng tht 3 thich hop cho qua trinh phét
sinh chdi, hiéu qua phat sinh chdi tir hai loai mau cdy tTCL va ITCL tir vj tri 16ng
than nay duoc khao st trong cling mot diéu kién nudi cdy. Két qua cho thay rang, ti
1& cam ng choi ¢ hai loai mau cdy tTCL va ITCL khac biét khong déang ké (70,37%
va 67,78%, tuong (ng). Tuy nhién, sé chdi trung binh hinh thanh ¢ miu ciy ITCL

(3,00 chdi/mau) cao hon déng ké so vai mau cay tTCL (1,33 chdi/mau) sau 60 ngay
nudi cay (Hinh 3.3).

100 16
70,37
< I 67,78
3 I 145
= 3,00* b4
o o
§ 50| =
o]
5 ,5
@ 1,33 148
=
0 - 0
tTCL ITCL
B a - = Ti 16 cam wng chdi (%)  ®Sé chdi (> 0,5 cm)

~

Hinh 3.3. Sy cam @ng chdi cta cAc mau cay TCL tir 16ng than ex vitro sau 60 ngay
nudi cay. A, B. Chéi hinh thanh tir mau ciy tTCL va ITCL (Thudc: 1 mm). C. So
sanh ti 1& cam tng chdi va s6 chdi gitta mau cay tTCL va ITCL. (*Thé hién su khdc

biét ¢é ¥ nghia thong ké véi p < 0,05).

Qua trinh tai sinh choi 1a mot qué trinh phic tap, chiu anh huong béi nhiéu
yéu t6 khac nhau. Trong d6, loai mau cdy (bao gém ca do tudi, kich thuéc va hinh
dang ciia mau cay) 1a mét trong nhitng yéu té anh huong dang ké dén qua trinh nay.
Trong thi nghiém hién tai, mau cdy ITCL cho sé lwong chéi tai sinh cao hon so voi
mau cdy tTCL & cay chanh day tim. Hieu va cong su (2021) ciing dd bao céo rang
cac mau ciy tTCL (day 1 mm) tir doan than in vitro cua cay Passiflora edulis ‘Monte

Alegre’ khong dap (ng lai v6i méi trudng va hda nau sau 60 ngay nudi cay; trong khi
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mau cy ITCL cho cam ung tai sinh chdi cao [138]. Su khéc biét trén cd thé 1a do su
dap ung khéac nhau cua cac 16p té bao voi méi trudng cam tng. Mau cay ITCL chi
chira mot hodc mot vai loai mé, trong khi mau cay tTCL bao gdm nhiéu té bao tir cac
loai md khac nhau. Ngoai ra, su khéc biét vé kich thuéc, hinh dang va dién tich bé
mat vét cat ciing c6 thé anh huong dén hiéu qua phét sinh chéi gitra hai loai mau cay
[141].

3.1.1.3. Anh hueng ciia AgNPs dén sy téi sinh choi tir mdu cdy ITCL va oTCL I6ng

than

Két qua & thi nghiém truéc chi ra rang mau cy ITCL thich hop cho qua trinh
phét sinh chdi. Tuy nhién, viing mo phan 16i cia cac mau ciy thuong khdng cam tng
tai sinh, diéu nay c6 thé anh huéng dén hiéu qua tai sinh chdi. Do dé, trong thi nghiém
nay, cac mau cdy oTCL (dugc thiét 1ap tir viéc loai bo phan mé & 16i cua cac mau ciy
ITCL) duoc khao sét sy tai sinh choi. Sau 60 ngay nudi cay, két qua ghi nhan cho
thdy rang trung binh s6 chdi trén mau va chiéu cao chdi khéac biét khong dang ké gitra
hai loai miu ciy nay, trong khi dé, ti 1é cam tng chdi ctia cac mau cay oTCL (79,25%)
cao hon dang ké ddi voi ITCL (67,78%) (Hinh 3.4). Piéu nay chi ra rang viéc loai bo

ving md 161 dd mang lai hiéu qua tich cuc doi voi kha ning cam g choi ctia mau

cay.
Ti 1é cam (rng choi (%) Sé chéi/mau Chiéu cao chéi (cm)
100 - 6 1 2 A
79,25*
67,78 I
3,33
4 3,00 1,05
\ I 0,93 ]
50 A 1 4 I
2 -
0 T v 0 T 0 T ]
ITCL oTCL ITCL oTCL ITCL oTCL

Hinh 3.4. So sanh hiéu qua tai sinh choi giita mau cay ITCL va oTCL tir cac long
than & vi tri thtr 3 sau 60 ngdy nudi cay. (¥Thé hién su khdc biét ¢é y nghia thong ké).

Mit khac, nhdm muc dich ting cuong hiéu qua tai sinh chdi, hai loai mau nay
dugce khao sat su phat sinh chdi trong moi trudong nudi cdy bd sung cac ndng do

AgNPs khéc nhau. Két qua cho thiy rang hiéu qua tai sinh chdi tir mau cdy 1TCL va



53
oTCL c6 thé dugc ting cudng dang ké trong méi trudng bd sung cac ndong d6 AgNPs
thich hgp (Bang 3.1, Hinh 3.5).

Bdng 3.1. Anh hudng ciia AgNPs dén sy tai sinh choi tir mau cay ITCL va oTCL sau
60 ngay nudi cay.

Ti 1é cam tng choi S6 choi Chiéu cao chdi

AgNPs (%) /mau (cm)

(mg/L)

ITCL oTCL ITCL oTCL  ITCL  oTCL
0 67,78 79,25 3,00° 3,33¢ 0,93° 1,05¢
1,0 70,00¢ 87,51b 5,00 10,67° 1,230 1,54°
3,0 72,720 1002 7,330 15,332 1,37 2,612
5,0 87,782 87,87° 11,332 7,33° 2,532 2,502
7,0 79,25° 82,03 7,67° 7,00° 2,502 1,47°

* Trong ciing mot cot, cdc gid tri trung binh theo sau boi ciing mét ky tw (a, b, ...) thé hién
sw khac biét khdng co y nghia thong ké o p <0,05 (Duncan’s test).

Déi voi cac mau cay ITCL, viéc bo sung 5,0 mg/L AgNPs cho ti 1 tai tao choi
cao nhat (87,78%). Hon ntia, sb luong choi (11,33 chéi/m?tu) va chiéu cao choi (2,53
cm) cao nhét ciing duoc ghi nhan & NT 5,0 mg/L AgNPs (Bang 3.1, Hinh 3.5C). Déi
v6i cac mau cdy oTCL, ti 18 tai sinh chdi (100%), s6 choi (15,33 chdi/mau) va chiéu
cao chdi (2,61 cm) cao nhit dugc ghi nhan trong NT bd sung 3,0 mg/L AgNPs. Két
qua quan sat ciing cho thdy cac mau cdy cam ung chdi sau 9 ngdy nudi cdy. Tuy
nhién, chéi dugc tai sinh tir cac mau cay oTCL cho thay sy hinh thanh so khai 14 &
rang hon so véi cac mau cdy ITCL (Hinh 3.5A). Pong thoi, cac chdi tai sinh c6 thé
dugc quan sat rd rang trén bé mat mau cay oTCL sau 30 ngdy nudi cay (Hinh 3.5B).
Ngoai ra, cac r& bat dinh ciing duoc quan sat thiy & cac mau cdy oTCL trong moi

truong bo sung 5 hodc 7 mg/L AgNPs (Hinh 3.5C).
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Hinh 3.5. Chdi tai sinh tir miu cdy ITCL va oTCL trong méi trudng bo sung AgNPs.

A. Tai sinh choi tir mau ITCL va oTCL sau 9 ngdy nudi cay (Thudc: 40 um). B. Chdi
hinh thanh tir bé mit mau cay oTCL sau 30 ngay nudi cdy (Thudc: 1 cm). C. Su tai
sinh choi tir miu cdy ITCL va oTCL trong méi trudng chira AgNPs & cac ndng do
khac nhau sau 60 ngay nudi cay (Thudc: 1 cm). Cdc miii tén mau xanh chi vi tri ciia
ré bat dinh dwoc hinh thanh tir mau cdy. M6 phan sinh ngon (am - apical meristem),
vung mé phan sinh (mr - meristematic region), so khaoi la (Ip - leaf primordia), mach

dan (vb - vascular bundle).

Hieu va cong su (2022) ciing da ghi nhan ti 1é tai sinh chdi cao (71,67%) cua
mau cdy ITCL doan than in vitro caa cdy chanh day vang [138]. Trong nghién ctru
nay, ti 1& tai sinh chdi cao (87,67%) ciing dugc quan sat thdy & mau cay ITCL tir 1ong

than ex vitro. Hon nita, ti 1¢ tai sinh chdi (100%) dugc ghi nhan & cac mau cidy oTCL
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cao hon so v6i cac mau cdy ITCL. Didu nay c6 thé 13 do viéc loai bo cac ving phan
chia cham va su tiép xtic truc tiép ctia cac ving phan chia manh v6i méi truong nudi
ciy cua cac miu cdy oTCL. Cac mau cdy oTCL dugc loai bo cac té bao & ving 16i va
giit lai chu yéu cac té bao ving nhu mé va tuong tang. Do dé, kha ning tai sinh chdi
ctia mau cdy oTCL cao hon mau ITCL c6 thé 1 do kha ning tai sinh cc cac ving té
bao nay. Cac phan mg khic nhau cia cac ving t& bao va cac mé hinh cit mau ciy
d6i v6i cac qua trinh tai sinh thuc vat ciing d3 duoc bao céo va phan nao dugc 1am rd
trong mot sd nghién ciru trude day [96, 100, 106, 142]. Mat khac, két qua ciing cho
thdy hiéu qua tai sinh chdi tir mau cdy ITCL va oTCL c6 thé dugc ting cuong dang
ké trong moi trudng bo sung cac nong d6 AgNPs. Két qua nay twong tu véi cac béo
céo trude d6 vé kha nang ting cudng su tai sinh choi ciia AgNPs trong méi trudng

nudi cay ctia Swertia chirata [143] va Lavandula angustifolia [144].

Nhin chung, déi véi cac mau cay TCL tir 16ng than ex vitro, su cam tng choi
ti wu (70,37%) duoc quan sét tai cAc mau cay tai vi tri [6ng than thir 3. Ti 1é cam &ng
choi cia mau cy tTCL va ITCL tai vi tri 16ng tha 3 khac biét khong dang ké; tuy
nhién, sé chdi & mau cdy ITCL cao hon dang ké so véi mau cay tTCL. Cac mau cay
oTCL cho ti 18 ti sinh choi cao hon so v&i mau ciy ITCL. Viéc bo sung AgNPs &
nong do thich hop trong méi trudng nudi cay ciing cai thién dang ké kha nang tai sinh
chdi ciia ca mau cay ITCL (5,0 mg/L AgNPs) va oTCL (3,0 mg/L AgNPs).

3.1.2. Nghién cizu phat sinh phdi soma tir mdu cdy |4 ex vitro
3.1.2.1. Anh hurong cua 2,4-D va NAA dén sy phét sinh SE

Két qua cho thay sy phat sinh SE tir mau cay 14 bi anh hudng dang ké bai loai
va nong do auxin bo sung trong mai truong sau 60 ngay nudi cay (Bang 3.2, Hinh
3.6). Céc SE gian tiép thong qua md seo duoc ghi nhan & nong do tir 1,0 dén 2,0 mg/L
2,4-D. Trong d6, b6 sung 2,0 mg/L 2,4-D cho ti 1& phét sinh SE (25,93%) va s6 phoi
trén mau cay (8,00 phdi/mau) dat cao nhat. Tuy nhién, mau la chi tao ra md seo khi
taing nong do 2,4-D trong mdi trudng nudi cay 1én 3,0 va 4,0 mg/L. Mat khac, viéc
bd sung 1,0 - 3,0 mg/L NAA vao méi trudng nudi ciy di thuc ddy cam ang hinh
thanh phoi truc tiép trén bé mat caa mau cay la. Cac mau 1a duoc nudi cay trén moi
treong bo sung 2,0 mg/L NAA cho ti 1é phat sinh SE truc tiép (33,33%) va sb phoi

trén mot mau (8,33 phoi) cao hon so véi cac ndng do6 thi nghiém khéc. Két qua ciing
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cho thiy khi ting ndng d6 NAA 1&n 4,0 mg/L, chi c6 sy hinh thanh mé seo duogc ghi
nhan.
Bdng 3.2. Anh huong cua 2,4-D hoic NAA Ién sy phat sinh SE tir mau cay 14 sau 60
ngay nudi cay.

24-D NAA  Tilé cam tng S6 phoi

(mg/L) (mg/L) SE (%) /miu Mb ta
0,0 0,0 0,009 0,00 Khong cam tng
1,0 0,0 14,81¢ 4,67° Cam ung mo s¢o sinh phoi
2,0 0,0 25,93° 8,002 Cam rng mo seo sinh phoi
3,0 0,0 0,00¢ 0,00¢ Chi cdm tng mo seo
4,0 0,0 0,00¢ 0,00¢ Chi cdm tng mo seo
0,0 1,0 18,52¢ 1,67° Cam tng phéi truc tiép
0,0 2,0 33,332 8,332 Cam ung phoi truc tiép
0,0 3,0 14,81¢ 4,33° Cam g ph6i truc tiép
0,0 4,0 0,001 0,00 Chi cam ung mo seo

*Trong cung mot cot, cac gid tri trung binh theo sau boi cung mot ky tu (a, b, ...) thé hién
suw khac biét khong co y nghia thong ké o p <0,05 (Duncan’s test).

Hinh 3.6. Cam ng SE tir mAu cay 14 sau 60 ngay nudi ciy. A. va C. Phdi hinh thanh
gian tiép. B. va D. Phéi hinh thanh truc tiép. (Em) SE, (Fm) Ving md phan sinh, (Lt)
M6 14. (A, B: Thudc 0,5 mm; C, D: Thudc 40 pum).
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Auxin di dugc ching minh 1a dong vai tro thiét yéu trong qué trinh phéat sinh
SE cua nhiéu loai thuc vat. Ching can thiét cho sy phat trién phdi sém trong cac mo
sinh dudng, su biéu hién cua cac gen lién quan dén qua trinh tao phéi va lién quan
dén su phan cuc trong céc té bao hinh thanh SE [121]. Trong nghién ciu hién tai, SE
tir mau 14 cua cay chanh day tim bi anh hudng dang ké bai loai va ndng do auxin (2,4-
D va NAA). Su phét sinh téi wu cua SE gién tiép duoc ghi nhan tai 2,0 mg/L 2,4-D,
trong khi viéc bd sung 2,0 mg/L NAA cho phét sinh SE truc tiép. Vi vay, cd thé thay
rang su phat sinh SE ¢ mau 14 chanh day tim cd thé hinh thanh theo hai con duong

khac nhau va phuy thudc dang ké vao loai va nong do cua auxin.
3.1.2.2. Anh hwong ciia AgNPs doi véi qua trinh phéat sinh SE gian tiép tir mdu 1a

Cac két qua thi nghiém trén chi ra rang 2,0 mg/L 2,4-D cho thay tac dong thic
day viéc hinh thanh mé seo sinh phdi. Trong thi nghiém nay, cac nong d6 khac nhau
cia AgNPs dugc bo sung vao méi trudng nudi cay co chira 2,4-D nham ting cuong
su phéat sinh SE gian tiép tir cic mau 4. Céc két qua ban dau cho thay su phat sinh
SE gian tiép thong qua mo seo dugc ting cudng dang ké trong méi truong bo sung

AgNPs sau 75 ngay nudi ciy (Hinh 3.7).

Viéc bo sung AgNPs 6 tat ca cac nong do thi nghiém cho ti 18 phét sinh SE va
s6 lwong phoi trén mau cay cao hon so voi ddi ching. Trong d6, mdi truong nudi cay
bd sung két hop 2,0 mg/L 2,4-D va 2,0 mg/L AgNPs cho ti 18 cam tng SE (92,59%)
va s6 phoi trén mau (31,67 phdi) téi uu. Tuy nhién, khi ting nong d6 AgNPs 1én 3,0
mg/L, ca ti I&é cam tng SE va s6 luong phoi trén mau cay déu giam dang ké (Hinh
3.7A). Ngoai ra, sy hinh thanh mé seo sinh phéi va SE dugc quan sét thay trén moi
truong bo sung AgNPs rd rang hon so véi méi truong d6i chitng sau 15 ngay (Hinh
3.7B, C), 30 ngay (Hinh 3.7D, E), va 75 ngay (Hinh 3.7F, G).
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Hinh 3.7. Anh huong cia AgNPs dbi vai sy phat sinh SE gian tiép tir mau 1. A. Su

cam ung SE va sé lugng SE trén mdi mau cdy trong moi truong duoc bd sung cac
nong d6 AgNPs khac nhau sau 75 ngay nudi cay. Su phat sinh SE tir mau 14 trén moi
truong khong bd sung va bé sung 2,0 mg/L AgNPs sau 15 ngay (B va C), 30 ngay (D
va E) va 75 ngay (F va G) nudi ciy (Thudc: 1 mm). (p < 0,05, Duncan).

Két qua ciing cho thay, cac SE gian tiép qua md seo co cac giai doan phét trién
day du bao gdom phéi hinh cau, hinh tim, hinh ngu 161 va phéi c6 14 mam. Hon nita,
su trugng thanh va chuyén doi caa SE dugc cai thién dang ké trén méi truong bo sung
AgNPs sau 75 ngay nudi cdy. Khi xi Iy véi 2,0 mg/L AgNPs, s6 luong phdi & cac
giai doan tim, ngu 161 va 14 mam duoc cai thién dang ké. Nguoc lai, s6 luong phdi &
giai doan hinh cau cao hon so voi cac giai doan khac d6i voi NT khdng bo sung
AgNPs (Hinh 3.8).
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Hinh 3.8. Su phéat sinh SE gién tiép tir mau ciy 14 trén moi trudng bd sung 2,0 mg/L
AgNPs sau 75 ngay nudi cay. A. S6 luong SE trung binh & cac giai doan phat trién
khac nhau. B. Giai doan hinh cau. C. Giai doan hinh tim. D. Giai doan hinh ngu 16i.
E. Giai doan 1& mam. (Thudc: 0,5 mm). (p < 0,05; Duncan).
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Hinh 3.9. Sy hinh thanh cy con tir SE ¢6 nguon goc tir mau cay 1a trong méi trudng
bd sung AgNPs sau 120 ngay nudi cdy. A. Ti 1¢ tao cay con hoan chinh tir SE trong
moi trudng bd sung cac nong dd6 AgNPs khac nhau. B. Su phat trién caa cay con tir
SE (Thudc: 1 mm). (p < 0,05, Duncan).
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Ngoai ra, cac NT déu cho thay kha ning hinh thanh cay con sau 120 ngay nudi
cay. Viéc bd sung 2,0 mg/L 2,4-D két hop voi cac nong do cia AgNPs déu cho sb
cay con hinh thanh tir phéi cao hon dang ké so véi viéc b sung don 1é 2,4-D. Trong
d6, bd sung 2,0 mg/L 2,4-D két hop véi 2,0 mg/L AgNPs cho sb lugng cay con hinh
thanh cao nhat (6,67 cay/mau) (Hinh 3.9).

Trong nudi cay mé thuc vat, tac dung tich cuc caa AgNPs di duoc béo cdo ¢
nhiéu khia canh khac nhau nhu khir tring mau cay, ting cudng nhan chdi, ting sinh
phoi, ting truong cdy con va kich thich san xuat chat chuyén hoa thir cap [56-58,
145]. Cac co ché co ban cua nhitng tiém niang nay chu yéu dua trén cac hat kich thudc
nano cua ching, cé thé dé dang van chuyén va tham nhap vao té bao thuc vat [56].
Ngoai ra, tac dung cia AgNPs d6i Vi su phat trién cua thuc vat dugc cho 1a ¢6 lién
quan dén kha ning tc ché hoat dong ETH va su tang 1én ctia cac chat chdng oxy hoa

thuong ghi nhan ¢ cac cay dugc xu ly vai AgNPs [146-148].

Trong cac hé thdng tai sinh in vitro, ETH duoc tao ra va uc ché su hinh thanh
md seo va su phét sinh SE & nhiéu loai thuc vat nhu Linum usitatissimum [149],
Leucojum aestivum [150], va Coffea canephora [151]. Do dé, tac dung uc ché ETH
ctia AgNPs c6 thé thuan loi dé thuc day tai tao md seo va sy phat sinh SE. Xu hudng
tuong tu cling dugc quan sat thay & nhiéu loai thyc vat. Vi du, viéc bo sung 5,0 mg/L
AgNPs trong mdi treong nudi cay da thic day tan suit tao md seo va md seo sinh
phoi tir hat tredng thanh caa Oryza sativa [152]. Cuong va cong su (2021) cling bao
céo tac dong tich cuc cua 1,6 mg/L AgNPs ddi véi su phat sinh SE tir md seo c6
ngudn gbc tir mau 14 ciia Panax vietnamensis [58]. Trong nghién ctru hién tai o cay
chanh day tim, cac tac dong tich cuc cua AgNPs ddi véi su phat sinh SE ¢6 ngudn
goc tir md seo tir cAc mau 1a da duoc ghi nhan. Cu thé, viéc bo sung AgNPs vao moi
truong nudi cdy da thic day dang ké viéc cam ang md seo phét sinh phoi, ti 1¢ phat

sinh va sé luong SE trén mau cay.

Ngoai ra, két qua ciing chi ra rang su truong thanh tét hon cia SE da duoc
quan st thdy trong méi truedng c6 chira AgNPs. Két qua thi nghiém trén cho thiy 2,4-
D 1a auxin thé hién hiéu qua trong viéc hinh thanh mé seo sinh phéi tir cac mau I cua
chanh day tim. Tuy nhién, su tich lity qua mtrc 2,4-D xay ra bén trong phdi hinh cau

da dugc bao céo 1a can tré sy phan cuc cua té bao va sy trudng thanh caa phdi & mot
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s6 thyc vat [123]. Do d6, anh huéng cia AgNPs trong viéc thuc ddy su truéng thanh
cua phoi trong nghién ciru nay di mé ra mot hudng nghién cau tiém niang dé ting
hiéu qua cua sy phat sinh SE dbi véi chanh day tim. Tac dong nay cé thé lién quan
dén sy thay d6i ham luong PGR va ETH trong md thuc vat duéi anh huéng cua
AgNPs d3 duoc quan sat thiy trong cac bao céo trude day [152]. Hon nita, Viéc ngin
chin cac thy thé lién quan dén sinh tong hop ETH bai AgNPs da thiic diy qué trinh
tong hop PA thong qua su san cé cua S-Adenosylmethionine [153, 154]. Do do, su
truong thanh cua SE trong méi trudng chira AgNPs ¢6 thé lién quan dén sy gia ting
ham lugng PA néi sinh, mot yéu té quan trong trong su truéng thanh caa SE [95].
Nguoc lai, sy tich liiy AgNPs qua muc ciing da duoc bao cdo la gay ra mot so tac
dong e ché ddi vai sy sinh truong & mot s loai thuc vat [155]. Sy xdm nhap qua
murc cua AgNPs vao md thuc vat cd thé tao ra cac rao can trong thanh té bao va céac
tac dong bat loi khac nhau do ting san xuat cac oxygen phan tng (ROS - Reactive
Oxygen Species) [148]. Trong nghién cttu nay, viéc bo sung AgNPs & nong do cao

cling 1am giam dang ké ti 1 sy phat sinh SE & chanh day tim.

Nhin chung, sy phat sinh SE tir miu cay |4 cdy chanh day tim bj anh huéng
dang ké boi loai va nong do auxin. Su phat sinh SE gian tiép duoc ghi nhan tai 2,0
mg/L 2,4-D, trong khi viéc b sung 2,0 mg/L NAA cho phat sinh SE truc tiép. Mat
khac, viéc bo sung AgNPs ¢ tat ca cac ndng do thi nghiém cho ti 18 phat sinh SE cao
hon va s6 lugng phdi trén mau ciy cao hon so vdi dbi ching. Trong d6, méi trudng
nudi cdy bd sung két hop 2,0 mg/L 2,4-D va 2,0 mg/L AgNPs cho ti 1é cam tng SE
(92,59%), s6 phdi trén mdi mau (31,67 phoi) va so luong cdy con hinh thanh (56,67

cay/mau) dat téi vu.

Nhu d3 trinh bay & phan tong quan, tai sinh chdi tir TCL va phét sinh SE 14 hai
phuong phép tiém ning dé tai sinh thyc vat trén cay chanh day tim. Do d6, mot s6
khao sét hién tai d6i v6i hai qué trinh nay duoc thue hién nham muc dich tao ra ngudn
mau cay sb luong 16n cho céc thi nghiém ra hoa va budc dau tao qua in vitro. Trong
nghién ciu ndy, dua trén hiéu qua tai sinh thuc vat cd thé thdy rang su tai sinh choi
tir cdc mau cdy oTCL cho hiéu qua cao hon so véi sy phat sinh SE vé sé luong mau
tao thanh ciing nhu thoi gian trung binh cta qua trinh nudi cay. B6i véi mau cay

oTCL, sb chdi tai sinh trung binh sau 60 ngay nuéi ciy la 15,33 chdi/mau; trong khi
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s6 phdi hinh thanh tir mau manh 14 1a trung binh 6,67 cay con tir phoi duoc tao thanh
sau 120 ngay nudi cay. Vi vay, cac chdi tai sinh tir mau cay oTCL duoc lya chon lam

ngudn mau cay khai dau cho céc thi nghiém sau.
3.1.3. Anh hwéng ciia AgNPs dén qué trinh nhan nhanh chéi

Két qua caa cac thi nghiém trude cho thly mau cay oTCL cho hiéu qua téi sinh
cao trong mdi trudng MS bd sung 1,5 mg/L BA; 1,0 mg/L NAA va 3,0 mg/L AgNPs.
Trong thi nghiém nay, cac chdi tai sinh tir moi treong ndy duoc thu nhan va tiép tuc
duoc nhan nhanh nham muc dich tao ra s6 chdi da 16n cho céc thi nghiém tiép theo.
Chen va cong sy (2020) da béo céo rang viéc bo sung 1,0 mg/L mT vao méi truong
nudi ciy cai thién dang ké chit lwong chdi trong qua trinh vi nhan giéng ciy chanh
day “Tainung No.1” (Passiflora edulis Sims.). Trong nghién ctru hién tai, sy két hop
gitra 1,0 mg/L mT va AgNPs ¢ nong d6 thich hop cho thiy su cai thién dang ké vé
su nhan chdi cia chanh day tim (Hinh 3.10).
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Hinh 3.10. Anh hudng ctia AgNPs dén hiéu qua nhéan chdi trong méi trudng bo sung
¢ dinh 1,0 mg/L mT sau 60 ngdy nudi cdy. A. Anh huéng ciia AgNPs dén sb choi
trén miu va chiéu cao chdi. B. Chdi trong mdi truong khong bd sung AgNPs va bd
sung 5,0 mg/L AgNPs (Thudc: 1 cm). C. Anh hudng cia AgNPs dén chi s6 SPAD &

4.
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Cu thé, cac chdi in vitro dugc tai sinh tir cic mau cdy oTCL di duoc thu nhin
va nudi cay trong méi trudng bo sung c¢b dinh 1,0 mg/L mT va AgNPs & cac ndng d6
khac nhau. Két qua cho thiy viéc b6 sung AgNPs trong moi truong nudi cay di ting
cudng dang ké hiéu qua nhan chdi. NT b sung 5,0 mg/L AgNPs cho sb luong choi
(13,67 chdi/mau) va chiéu cao chdi (4,43 cm) cao nhat (Hinh 3.10A, B). Hon nira,
viéc bod sung AgNPs trong mdi truong nudi cdy ciing 1am ting dang ké chi sé SPAD

14 (33,93) so véi dbi chimg (22,18) (Hinh 3.10C).

Nhiéu nghién ciru ciing dd nhan manh nhiing tac dong tich cuc ciia AgNPs ddi
v6i sy phat trién ctia thuc vat in vitro [56]. Mot sb bao cao cho thiy cac enzyme chong
oxy hoa duoc kich hoat khi cac miu cdy dugc tiép xtic vdi AgNPs, diéu nay c6 anh
huong dén su tang sinh chdi, dan dén cai thién viéc san xuat sd luong chdi trén mau
ciy [143, 147]. Viéc bo sung AgNPs trong mdi trudng nudi cdy ciing 1am ting su
hinh thanh chdi va trong luong tuoi ciia chdi & Lavandula angustifolia [144]. Ngan
va cong su (2020) di bao cdo rang cac chdi Rosa hybrida khi duoc nuéi cdy trong
moi truong MS bo sung AgNPs (2,0 mg/L) cho thdy ham lugng diép luc va chiéu cao
chdi tang déang ké. Tuy nhién, viéc bo sung AgNPs khong hoan toan ¢6 loi cho su
nhan choi ¢ thuc vat. Vi du, su ting truong chdi & Phalaenopsis amabilis d3 giam
dang ké khi st dung AgNPs & nong do cao [155]. Mot xu hudng twong tu da dugc
quan sat théy trong thi nghiém hién tai, viéc bod sung 7,0 mg/L AgNPs trong moi

truong nudi cdy da 1am giam sd luong chdi trén mau va chi sé SPAD ¢ la.

Nhin chung, trong thi nghiém nay, cac tac dong tich cuc cia AgNPs mot 1an
nita dugc chimg minh ddi véi qua trinh nhan nhanh chdi ciia cy chanh day tim nudi
ciy in vitro. Nhu vay, cac két qua chi ra rang sy nhan nhanh cua cac chdi tai sinh tir
mau cay oTCL c¢6 ngudn gdc tir 16ng than ex vitro duoc cai thién dang ké. Do d6, moi
truong MS bo sung 1 mg/L mT va 5,0 mg/L AgNPs dugc st dung cho qué trinh nhan

nhanh chdi dé tao ra s6 luong 16n cac chdi cho cac thi nghiém ra hoa va tao qua.
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3.2. Ndi dung 2: Khao sat anh hwéng ciia mot sé yéu té dén qué trinh ra hoa va

bwée dau tao qua ciia cAy chanh diy tim trong diéu kién nudi cay in vitro

Dua vao céc két qua & Noi dung 1, cac chdi tai sinh tir cac mau ciy oTCL duoc
nhan nhanh trong méi trudng nhan nhanh chdi thich hop (Méi truong MS bé sung 1
mg/L mT va 5 mg/L AgNPs). Sau dé, cac chdi tai sinh (1 cm) duoc chuyén sang nuéi
cdy trong cam tng ra ré (moi truong MS chtra 2,5 mg/L IBA) trong vong 60 ngay dé
tao cay hoan chinh. Tiép theo, c4c ngon chdi duoc thu nhan tir cac chdi nay véi do
dai khoang 1,5 cm (bao gom 1 dinh choi va 3 14) duoc sir dung dé lam nguén mau

cay cho cac thi nghiém ra hoa va tao qua in vitro.
3.2.1. Anh hwong ciia mét sé PGR ngoai sinh dén qué trinh ra hoa in vitro
3.2.1.1. Anh hwong cua GAs dén sw sinh trwong va ra hoa in vitro

Trong mdi trudng bo sung GAs, su sinh trudng caa chdi chanh day tim duoc
tang cuong dang ké tai nong do thich hop (Bang 3.3, Hinh 3.11). Chiéu cao cua céac
chdi nudi cdy trong moi truong bo sung GAs ¢ ndng d6 1,0 mg/L va 1,5 mg/L (6,33
cm va 7,10 cm, tuong ng) cao hon dang ké so véi d6i chiing (2,07 cm). Ngoai ra, s6
l4 trén chdi dat cao nhat trong mdi trudng bo sung 1,0 mg/L GA; (10,33 1a/chdi). Chi
s6 SPAD ¢ 14 giam dang ké trong méi truong bo sung 2,0 va 3,0 mg/L GAs (24,38
va 24,04) so véi d6i ching (27,12). Mat khéc, cac nong do GAs bo sung khong kich
thich su ra hoa in vitro ¢ cay chanh day tim.

Bdng 3.3 Anh huéng cua GAs dén sy sinh truong cua choi chanh day sau 60 ngay
nudi cay.

(mGQA/E) Ch‘e‘zcﬁ]‘;’ choi S6 14 /chdi SPAD
0 2,07 6.67° 27122
1,0 6,33° 10,33° 26,85
15 7.10° 8,33 26.93?
2.0 3,900 7,000 24,38
3.0 4,07° 7,67 24,04P

* Trong cling mot cot, cdc gid tri trung binh theo sau béi ciing mot ky twe (a, b, ...) thé hién
suw khdc biét khong co y nghia thong ké ¢ p <0,05 (Duncan'’s test).
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Nhin chung, két qua ban dau cho thiy, viéc bd sung GAs trong moi truong
nudi cy da cai thién dang ké chiéu cao chdi va sb 14 trén chdi nhung khong gay ra
su ra hoa in vitro ddi véi cay chanh day tim trong gigi han caa thi nghiém. Gibberellin
(GAs) duoc coi la tin hiéu gay ra su kéo dai than, rat ngin thoi gian cua giai doan
non va ra hoa ¢ thuc vat. GAs déng mot vai trd quan trong trong viéc thuc day ra hoa
& nhiéu lodi thyc vat ngodi ty nhién nhu Arabidopsis thaliana, Henckelia
humboldtianus, Helleborus niger, Lolium temulentum va Iris nigricans [156]. GAs
thuc day sy ra hoa va hinh thanh hoa & cay ngay dai va cay hai nim trong diéu kién
khdng thich hop dé ra hoa (nhu diéu kién ngay ngan hoic cy can trai qua tho han).
Nguoc lai, GAs thuong duoc ghi nhan da ¢c ché su ra hoa d6i véi mot s cay lau
nam [157]. Biéu nay cho thay rang anh huong cua GAs 1én sy ra hoa ¢ céc loai thyc

vat khéac nhau la khdng giéng nhau.

1 mg/L 1,5 mg/L

Hinh 3.11. Chdi chanh day tim nudi ciy trén cac moi truong bd sung GAs & cac nong

d6 khac nhau sau 60 ngay nudi cay (Thudc: 1 cm).

Trong diéu kién in vitro, cac anh huong khac nhau cua GAs dén sy ra hoa in
vitro & céc loai thuc vat da duoc ghi nhan. Cac ngon chéi tir cay con in vitro 2 thang
tudi cua cdy Ocimum basilicum L. dugc chuyén sang moéi truong MS bd sung 1,0
mg/L GAs déu ghi nhan su ra hoa in vitro [9]. Cay Lavandula heterophylla ra hoa
trong méi trudng nudi cdy bo sung GAs & diéu kién nhiét do thap nhung bi ngin chin
& diéu kién nhiét d6 cao [156]. Su gia ting ham luong GAs, di kém véi sy hinh thanh
mam hoa trong cdy Bryophyllum daigremontianum khi dugc chuyén tir diéu kién
ngay dai sang diéu kién ngay ngan [156]. Qua do, co thé thay ring tac dong cua GAs
d6i vai ra hoa in vitro con phu thudc vao nhiéu yéu té nhu lidu luong b sung, loai
thue vat va diéu kién nudi ciy. Trong nghién ciru ndy, viéc bd sung GAs & ndng do

thich hop trong méi truong nudi cay da lam tang chiéu cao, s6 4 cua choi chanh day
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tim. Tuy nhién, két qua ban dau cho thay sy cam tng ra hoa in vitro & cdy chanh day
tim khong duoc ghi nhan trong méi truong bd sung GAs don 1¢ trong gigi han cua thi
nghiém (Hinh 3.11). Do d6, tac dong ciia GAs ddi véi sy ra hoa cua cdy chanh day

tim can duoc khao sat & nhiéu khia canh khac trong nhitng nghién ctu tiép theo.
3.2.1.2. Anh hwong ciia ABA dén sy sinh trurong va ra hoa in vitro

Két qua ghi nhan & Bang 3.4 cho thiy su sinh truéng cua cac chdi bi suy giam
trong méi trudng bd sung ABA. Chiéu cao cua cac chdi nudi cay trong moi trudng
bd sung ABA & ndng d6 2,0 mg/L (1,80 cm) va 3,0 mg/L (1,73 cm) thap hon dang
ké so véi d6i ching (2,07 cm). S6 14 trén choi giam dang ké trong mai trueong bd sung
1,5 - 3,0 mg/L ABA, trong d6, so la trén choi giam mat nira trong méi trudng bo sung
3,0 mg/L ABA (3,33 la/chéi) so vai ddi chiing (6,67 1a/chdi). Két qua ciing cho thay
chi s6 SPAD ¢ 14 ciing giam dang ké trong méi truong bd sung 1,5 - 3,0 mg/L ABA
so véi d6i chirng. Tai ndng do thi nghiém cao nhat 1a 3,0 mg/L ABA, chi s6 SPAD
duogc ghi nhan thap nhat (23,21) va thap hon dang ké so véi ddi chiing (27,12). Pong
thoi, tat ca cac NT bo sung ABA déu ghi nhan hién tuong rung la sau 60 ngay nudi
cay (Hinh 3.12A). Mit khéc, cac chdi trong méi truong bd sung ABA khong ghi nhan
su ra hoa in vitro sau 60 ngay nudi cay va céac la c6 hién tugng giam diép luc t6 va
rung sau 90 ngay nudi cay (Hinh 3.12B).

Bdng 3.4 Anh huong ciia ABA dén sy sinh truong cua choi chanh day tim sau 60
ngay nudi cay.

ABA Chiéu cao choi

(mg/L) (cm) So la /choi SPAD
0 2,07%" 6,672 27,122
1,0 2,102 6,002 27,422
15 1,97% 4,67P¢ 25,29
2,0 1,80° 4,00¢ 25,40P
3,0 1,73° 3,33¢ 23,21°¢

* Trong cing mot cot, cdc gid tri trung binh theo sau boi cing mot ky tw (a, b, ...) thé hién
s khac biét khong co y nghia thong ké o p <0,05 (Duncan’s test).
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1 mg/L 1,5mg/lL 2mg/L 3 mg/L

Hinh 3.12. Chdi chanh day nudi ciy trén cac méi truong bd sung ABA & cac nong

d6 khac nhau. A. Sau 60 ngay nudi cay. B. Sau 90 ngay nubi cay. (Thudc: 1 cm).

ABA 1a mot trong nhitng hormone thuc vat quan trong, chu yéu gay ra trang
thai ngu ciia hat va chdi, 1am cham qua trinh nay mam caa hat, kim hdm su phat trién
ctia ciy con va ting cudng kha ning chdng chiu stress phi sinh hoc cua thuc vat. ABA
va GAs ¢ vai tro doi lap trong diéu hoa mot sé qué trinh sinh hoc, bao gém ca viéc
kiém soat thoi gian ra hoa [41]. Tac dong tich cuc va tiéu cuc cia ABA d6i voi qua
trinh phan hoa mam hoa da duoc bao céo ¢ nhiéu loai thuc vat. Chang han, & cay
Arabidopsis, ABA dugc chirng minh di tham gia vao viéc kiém soat qua trinh chuyén
d6i hinh thanh mam hoa. Trong 14, tin hiéu ABA anh hudng dén sy biéu hién cua cac
gen tham gia vao qua trinh diéu hoa su ra hoa, chang han gen FT & dinh chdi. Nguoc
lai, ndng d6 ABA qua cao lam ting biéu hién cua gen FLC gay ra hoa muon trong

diéu kién ngay ngan [42].

Sy ra hoa in vitro ¢ cay Lycopersicon esculentum dugc ghi nhan ¢ chdi tai sinh
tir mO seo ctia mAu 14 trong mdi treong nudi cay bd sung 1,0 mg/L ABA [73]. O cay
Vigna aconitifolia, b sung ABA va proline riéng Ié hoic két hop déu anh huong dén

s6 ngay ra hoa, sé hoa trén cay, sé qua trén cay va hat trén qua; trong d6, tan suat cay
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ra hoa dat 100% ¢ 1,0 va 3,0 uM ABA va 800 uM proline [158]. Trong nghién cuu
nay, két qua ban dau cho thay su cam ang ra hoa in vitro & cay chanh day tim khéng
duoc ghi nhan trong mdi trudng bd sung ABA don 1¢ trong khudn khé cua thi nghiém.
Vi vay, ¢ thé thay rang su ra hoa in vitro duéi tic dong caa ABA phu thudc dang ké

vao loai thuc vat ciing nhu ndng d6 b sung.

Nhin chung, viéc b6 sung ABA hoic GAs trong méi truong nudi ciy tac dong
dang ké dén su sinh truong cua chdi chanh day tim thdng qua cac chi tiéu vé chiéu
cao cay, s6 la va chi s6 SPAD & |a. Tuy nhién, sy ra hoa in vitro khong duogc ghi nhan
trong moi trudng bo sung don 1& ABA hoic GAs tai cac ndng d6 bd sung (1,0 — 3,0

mg/L) trong pham vi cua thi nghiém.

Cac PGR khac nhu nhém auxin, cytokinin, GAs, ABA thuong duoc su dung
dé kich thich su ra hoa trén nhiéu loai thuc vat in vitro. Bdi véi chanh day tim, cac
nhom auxin va cytokinin & nhiéu loai va ndng do khac nhau da duoc st dung trong
qué trinh nudi cdy cac chdi nham muc dich tao chdi va trong giai doan ra ré in vitro
[134]. Tuy nhién, chua c6 bao cao nao vé sy ra hoa in vitro dugc ghi nhan khi sir
dung cac nhom chat nay. Trong thi nghiém hién tai, dua vao céac két qua co thé thiy
rang viéc bo sung hai PGR khéc 13 GA; va ABA don 1¢ ciing khdng kich thich sy ra

hoa in vitro ¢ cdy chanh day tim.

Trong qua trinh ra hoa, mot s6 PGR déng vai tro quan trong va tuong tic voi
nhau anh huong dén thoi gian va sy diéu hoa cia qua trinh ra hoa. Su tuong tac giita
cac hormone nay rat phuc tap va thuong tao thanh mang ludi phuc tap. Su can bang
va twong tac giira cac hormone nay rat quan trong ddi véi viéc xac dinh thoi diém ra
hoa va sy phat trién cia hoa. Mot loai hormone ¢6 thé diéu chinh tich cuc su ra hoa,
trong khi mot loai hormone khéc c6 thé wc ché nd. Két qua dugc xac dinh bai sy can
bang va tuong tac cua cac tin hiéu nay. Chang han, GAs gay ra su phan hay céc
protein &rc ché auxin, thic day su ra hoa. Auxin ciing c¢6 thé diéu chinh quéa trinh sinh
tong hop va van chuyén GAs. Cytokinin cé thé dbi khang GAs bang céach kich hoat
c4c protein wrc ché va e ché duong truyén tin hiéu GAs. ABA c6 thé tc ché qua trinh
sinh tong hop va truyén tin hiéu GAs, tir d6 tac dong dén qua trinh ra hoa. Tuong tac
chéo khéng chi giéi han & cac tuong tac theo cip ma co thé bai nhidu PGR duoc két

ndi v&i nhau dé diéu chinh céc tin hiéu chung [159]. Vi vay, budc dau c6 thé thay
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rang viéc b sung GAs va ABA don 16 tai cac nong do thi nghiém chwa dat sy can

bang dé kich thich sy ra hoa & chdi cay chanh day tim in vitro.
3.2.2. Anh hwéng ciia bac va coban d@én qué trinh ra hoa va tgo qud in vitro
3.2.2.1. Anh hirong ciia AQNOs dén su sinh trieéng va ra hoa in vitro

Két qua ghi nhan & Bang 3.5 va Hinh 3.13 cho thay rang, sy sinh truéng cua
chdi chanh day tim dwoc ting cudng trong méi truong bd sung AgNOs tai ndng do
thich hop sau 60 ngay nudi cay. Trong d6, bo sung AgNOs ¢ nong do tir 7,0 va 9,0
mg/L cho chiéu cao chdi (7,73 va 7,07 cm) va sé 14 trén choi (11,67 va 15,33 1a/choi)
cao hon dang ké so véi NT ddi chiing (2,07 cm va 6,67 1a/chdi, trong ¢ng). Ngoai
ra, két qua ciing cho thay chi s6 SPAD dugc cai thién trong méi truong bo sung 3,0 -
7,0 mg/L AgNOs. Tuy nhién, két qua ban dau cho thay, sy ra hoa in vitro khong duoc
ghi nhan ddi véi chdi chanh day tim trong & cac ndng d6 AgNOs don 1¢ trong gidi

han cua thi nghiém.

Bdng 3.5 Anh huéng cua AgNO;z dén sy sinh trudng cua chdi sau 60 ngay nudi ciy.

AgNOs Chiéu cao choi S8 14/chdi SPAD
(mg/L) (cm)

0 2,07% 6,67 27,12°
1,0 3,53¢ 6,33¢ 26,91°
3,0 5,90P 8,33¢ 29,402
50 5,63° 7,67 30,012
7,0 7,732 11,67° 29,572
9,0 7,072 15,332 28,45%

* Trong cling mot cot, cdc gid tri trung binh theo sau béi ciing mot ky twe (a, b, ...) thé hién
su khdc biét khong co y nghia thong ké ¢ p <0,05 (Duncan'’s test).
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3 mg/L 5 mg/L

Hinh 3.13. Chéi chanh day phat trién trong moéi trudng bo sung AgNO3 & cac nong

d6 khac nhau sau 60 ngay nudi cdy. (Thuéc: 1 cm).

Céc ion bac, chang han nhu AgNOs, dong vai trd quan trong trong viéc anh
huong dén qué trinh phat sinh SE, phét sinh chdi va sy hinh thanh ré & mot sb loai
cay trong [160]. AgNOs ciing duoc cho 1a c6 anh huong dén qua trinh ra hoa in vitro
& mot sé loai thue vat. Viéc bo sung AgNO3 ngoai sinh trong méi trudng MS d3 anh
huong tich cuc dén sy ra hoa in vitro trén cay Capsicum frutescens. Cac hoa in vitro
dugc ghi nhan sau 25 ngdy trong méi trudng bo sung AgNOs & ndng do 40 puM [50].
Tudi tho hoa in vitro ciia Dianthus chinensis ciing duoc cai thién trong méi trudong
bd sung AgNOs [11]. Viéc bd sung AgNO3 két hop vé6i thay d6i chu ky sang da thic

day su ra hoa in vitro véi tan s6 cao ¢ Oldenlandia herbacea (L.) Roxb. [161].

Bac & dang ion dugc biét dén 1a chat e ché hiéu qua hoat dong cua ETH va
tham gia vao cac phan tng tao hoa [50, 146, 162]. ETH c6 thé lién quan truc tiép
hoic gian tiép dén qua trinh ra hoa ¢ nhitng loai thuc vat nhay cam véi ETH. Ngoai
ra, viéc ngan chin cac thu thé lién quan dén sinh tong hop ETH c6 thé dan dén tong
hop PA (mét yéu t quan trong trong viéc ra hoa ¢ nhiéu loai thuc vat) do sy san co
ctiia S-adenosyl methionine [153]. Do d6, viéc bd sung ion bac c6 thé tac dong dén
ham lwong ETH va PA, tir d6 tic dong dén qua trinh ra hoa & thuc vat [11, 154]. Mat
khéc, thuc vat phan ttng khac nhau véi AgNO;3 trong qua trinh cam &ng ra hoa. Chang
han, cay Rosa indica ra hoa in vitro & ndng do 50 mg/L AgNOs; trong khi & cay Rosa
x hybrida, su ra hoa in vitro dugc ghi nhan ¢ néng d6 thap hon dang ké (2 mg/L)
[163]. Bén canh d6, giai doan ra hoa va phat trién hoa c6 nhiing yéu cau khac nhau,
nguy@n nhan 1a do su biéu hién gen khac biét giita cac loai thuc vat. Trong nghién
ctu hién tai, c6 thé thay rang viéc bo sung AgNOs trong gisi han cua thi nghiém

khong kich thich sy ra hoa tir chdi in vitro cua cay chanh day tim.
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3.2.2.2. Anh hurong ciia AgNPs dén su sinh triong va ra hoa in vitro

Sau 60 ngay nudi cay, két qua ghi nhan cho thay su sinh trudng cua cac choi
chanh diy tim duoc ting cudng dang ké trong moi trudng nudi cay bo sung AgNPs
tai nong do thich hop. Chiéu cao chdi cao nhat (7,50 cm) duoc ghi nhan ¢ nong d6
7,0 mg/L AgNPs va cao hon dang ké so véi dbi chiing (2,07 cm). NT bé sung 3,0
mg/L AgNPs 1am ting dang ké s6 1& (13,33 1a/choi) va chi s SPAD (30,12) so Voi
d6i ching (6,67 1a/chdi va 27,12; twong wng). Tuy nhién, chi sé SPAD giam dang ké
khi ting nong d6 AgNPs b6 sung lén 7,0 va 9,0 mg/L so vai di chiing (Bang 3.6).

Bdng 3.6 Anh huong cua AgNPs dén su sinh trudng va ra hoa in vitro cua choi sau
60 ngay nudi cay.

AgNPs Chiéu caochdi S 14 SPAD Tilérahoa Sé ny hoa
(mg/L) (cm) /choi (%) /choi
0 2,07¢" 6,67¢ 27,12b¢ 0,00¢ -
1,0 3,50 10,67°¢ 28,402 0,00¢ -
3,0 7,232 13,332 30,122 11,58¢ 0,67°¢
50 6,27°¢ 10,67°¢ 25,68¢ 23,60° 1,00°
7,0 7,502 12,000° 24,734 51,722 2,332
9,0 6,77° 14,672 24,00¢ 38,20° 1,33°

* Trong cling mot cot, cdc gid tri trung binh theo sau béi ciing mot ky twe (a, b, ...) thé hién
s khac biét khong co y nghia thong ké o p <0,05 (Duncan’s test).

Mt khéc, su ra hoa in vitro da duoc quan sat thiy & cac chdi duoc nudi cy
trong moi truong bo sung tir 3,0 dén 9,0 mg/L AgNPs véi ti 18 ra hoa dao dong tir
11,58% dén 51,72% sau 60 ngay nudi ciy (Bang 3.6, Hinh 3.14A). Trong do, cic
chéi dugc nubi ciy trong moi trudng bd sung 7,0 mg/L AgNPs cho ti 1& ra hoa
(51,72%) va s6 hoa (2,33 hoa/chdi) cao nhat. Ti & ra hoa va sb hoa giam déng ké khi
tang ndng do6 AgNPs bo sung trong mdi trudng nudi cay Ién 9,0 mg/L (38,20% va
1,33 hoa/chdi, twong ¢ng).
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A Omg/L 1 mg/L 3 mg/L 5 mg/L

0 mg/L AgNPs 0 mg/L AgNPs
07 mg/L AgNPs 07 mg/L AgNPs
© 200 - o 3 -
c’ ~
=1 2 *
2 A
100 A - -
1 -
*
0 0 NN
GAs ABA Melatonin
0 mg/L AgNPs 141,354 0 mg/L AgNPs 2,006 0,383
7 mg/L AgNPs 94,146 7 mg/L AgNPs 1,498 0,229
£ 015 1 0,1262
& r
~ 0,10 - o
! 0,0696
0,05 - §
6,66
0 mg/L AgNPs 7 mg/L AgNPs
B ] Ham lwgng ethylene (ppm) 0,0696 0,1262

Hinh 3.14. Anh huéng cuia AgNPs dén s ra hoa in vitro, sy thay d6i hormone noi
sinh cta choi va su tich luy ETH sau 60 ngay nudi cay. A. Su ra hoa in vitro trong
moi trudng bo sung AgNPs & cac nong do khac nhau (Thudce: 1 cm). B. Ham luong
GAs, ABA, melatonin tich luy trong ch6i va ham luong ETH tich luy trong binh nu6i
ciy & nghiém thirc bd sung 7,0 mg/L AgNPs va ddi ching.

Két qua phan tich cho thay rang cac chdi trong moéi truong chira 7,0 mg/L
AgNPs cho thay ham lwong GAs (94,146 pg/g) va ABA (1,498 pg/g) noi sinh thap
hon dang ké so véi d6i chung (141,354 pg/g va 2,006 pg/g, trong tng) sau 60 ngay
nudi cdy (Hinh 3.14B). Tuong tu, Yan va cong su (2019) ciing da bao cio rang ham
lrong GAs va ABA cua cay ra hoa giam dang ké so véi cac cay khong ra hoa & cay
Glycyrrhiza uralensis; ngoai ra, ham luong cao cia GAs va ABA ciing duoc dé xuat

4 ti 18 thuan véi toe do rung hoa va qua & cay nay [159].
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Két qua ciing cho thidy ham lwong melatonin trong cac chdi duoc nudi cy
trong NT bo sung 7,0 mg/L AgNPs (0,229 pg/g) ciing thip hon dang ké so véi doi
chang (0,383 pg/g) (Hinh 3.14B). O nhiéu loai thuc vat, melatonin chu yéu tham gia
vao qua trinh dap Ung céc stress, nhung né ciing lién quan dén sy nay mam, ting
truang thuc vat, hinh thanh ré va 1a mot tac nhan bao vé gilp cai thién cac chic ning
quan trong ¢ thuc vat [164]. Ham lugng melatonin cling da dugc bao cao anh hudong
dén céc giai doan phat trién khac nhau cua hoa [164, 165]. Déi voi giai doan cam ng
ra hoa, ham lugng melatonin cao ciing dugc bao cédo di wc ché su ra hoa &

Chenopodium rubrum [166] va Arabidopsis thaliana [164].

Ngoai ra, ham luong ETH tich luy trong binh nudi cay tai NT bd sung 7,0
mg/L AgNPs (0,1262 ppm) duoc ghi nhan cao hon so véi NT khéng bo sung AgNPs
(0,0696 ppm) (Hinh 3.14B). Piéu nay trai nguoc voi kha nang ngin chin ETR trong
binh nudi cay caa AgNPs da duoc bao céo. Tuy nhién, su tich tu ETH cao hon c6 thé
la do néng d6 cao ciia AgNPs bo sung va giai doan sinh ly cua thuc vat. Ngan va cong
su (2019) ciing da bao cao vé sy gia ting khi ETH trong binh nudi cay céc cay con
Rosa hybrida khi b sung AgNPs ¢ ndng do cao (7,0 mg/L). Tuong tr, Cuong va
cong su (2021) ciing bao cdo vé su gia ting dang ké cua khi ETH tich tu trong binh
nudi cay cay con Panax vietnamensis khi bo sung AgNPs & nong d6 tir 1,6 - 2,0 mg/L
[58]. Do d6, hiéu qua ngin chan ETH con tuy thudc vao nong dd NPs b sung va loai

thuc vat.

M3t khac, su phan ang véi ETH & méi loai thyc vat 1a khac nhau va phu thugc
I6n vao nong do. Chang han, nghién ctru cia Prameswara va cong sy (2009) cho thay
rang su tiép xdc cua cay con Ptilotus nobilis véi khi ETH & mic 100 mg/L 1am ting
dang ké s6 chdi va chiéu cao cay nhung diéu nay khdng xay ra dbi véi cay con cua
Ptilotus spicatus [167]. O mot s6 loai, ETH c6 vai tro kich thich sy ra hoa; con trén
da sb cac loai thuc vat khac, ETH lai gay uc ché sy ra hoa [2]. Hon nita, su khéc biét
ETH c6 thé mot phan 1a do su khac biét giai doan giira cac choi ¢ hoa va khong hoa,
do d6, trong nghién ciru ndy kho c6 thé khang dinh ham luong ETH ting 1én 13 do tac
dong caa AgNPs va lugng ETH nay c6 anh huong dén qué trinh cam ang ra hoa. Vi
vay, su tich tu ETH va tac dong cua chung d6i véi su ra hoa in vitro cua cay chanh

day tim can duogc khao sat 1am rd trong nhitng nghién ciu tiép theo.
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Trong nghién ctru hién tai, su ra hoa in vitro cua ciy chanh day tim lan dau
tién duoc ghi nhan tir cac mau cdy chdi trong moi truong bo sung AgNPs. Trong nudi
cdy mo thuc vat, bac thuong duoc sir dung duéi dang AgNOs hodc Ag203S2; nhung
Ag203S; dugc bdo céo c6 tinh di dong cao hon so véi AgNOs [168]. O Capsicum,
AQ203S; t6 ra hiéu qua hon AgNOs trong viéc tang cuong ra hoa in vitro [2]. Mat
khac, AgNPs co kich thude tir 1 dén 100 nm véi tinh di déng cao va thé hién cac dic
tinh vat 1y, hoa hoc va sinh hoc doc dao [56] duoc ky vong ¢ tiém nang lén trong su
phat trién cta ciy trong ciing nhu qua trinh ra hoa cta thuc vat [160]. Ngan va cong
su (2019) ciing di bao cdo vé su ra hoa in vitro tir cac chdi 1,5 cm cua cdy Rosa
hybrida duoc nudi cay trén méi truong 2 MS bd sung 5 mg/L AgNPs sau 4 tuan nudi
cay [169]. O cay Dendrocalamus strictus, viéc bo sung AgNPs & nong do 6,0 mg/L
d3 kich thich dang ké su ra hoa trong diéu kién in vitro [61]. Két qua nghién ctru hién
tai cling cho thay méi truong nudi cay bd sung AgNPs anh hudng tich cuc dén sy ra

hoa in vitro & cdy chanh day tim.

Tuong tu voi AgNOg, céac tac dong tuong tu dbi vai thuc vat cling duoc bao
cdo d6i véi bac & dang céc hat nano. AgNPs duoc bao céo 1a c6 anh huong dén hoat
dong ETH trén nhiéu loai thyc vat. Hon nita, su tong hop PA, mot yéu t6 lién quan
dén nhiéu giai doan cua qua trinh ra hoa ¢ thuc vat, cé thé duoc tang cuong dua trén
anh huong ctia AgNPs [153]. Ca ETH va PA déu di duoc bao cdo 1a c6 tic dong dang
ké dén sy ra hoa & thuc vat. Mit khac, AgNPs cling co thé anh huong dén thuc vat
thong qua cac quéa trinh khac nhau. Mot sé tac dong phd bién dya trén viée san xuét
ROS va can thiép vao co ché oxy hoa da dugc bao cdo & mot s6 loai thuc vat tiép xuc
v6i AgNPs [170]. Duéi tac dong ctiia ROS, co ché chong oxy hoa bao gém san xuit
céc phén tir enzyme va coenzyme duoc kich hoat. Viéc san xuét cc phan tir chong
oxy héa anh huéng dang ké dén sy sinh truéng va phat trién cua thuc vat [171]. Co
ché san xuat ROS va chéng oxy hoa c6 lién quan chit ch& dén phan tng stress va lam
thay doi dang ké qua trinh ra hoa & thuc vat. AgNPs ciing c6 thé diéu chinh nong do
va dudng truyén tin hiéu cta cac chét diéu hoa sinh truong, tir d6 thiic ddy su ra hoa
in vitro [61]. Ngoai ra, su tuong tac gitta ROS va tin hiéu hormone ndi sinh tham gia
vao qué trinh phdi hop cac phan tng thich nghi cua thyc vat [172]. Nhitng thay d6i

vé ham luong cic hormone ndi sinh nhu auxin, cytokinin, GAs va ABA da duoc ghi
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nhan & mot s6 loai thuc vt tiép xac voi AgNPs [152, 173]. Diéu nay cho thiy AgNPs
c6 thé anh hudng dén sy can bang hormone ndi sinh, tir d6 ¢ thé anh huong dén qua
trinh sinh truong va ra hoa ¢ thuc vat. Ngoai ra, Salachna va cdng sy (2019) da bao
céo rang AgNPs c6 lién quan dén diéu chinh viéc kich hoat cac gen thiét yéu tham
gia vao qua trinh cam Ung ra hoa, day nhanh qu4 trinh chuyén dbi tir giai doan sinh
dudng sang giai doan sinh san & thuc vat in vitro [60]. Vi vay, c6 thé thiy rang AgNPs
c6 thé tac dong dén qua trinh ra hoa in vitro thong qua tuwong tac voi nhidu yéu t6.
Tuy nhién, co ché chinh x4c ctia su ra hoa in vitro cta cay chanh day tim duéi tac

dong ctia AgNPs can dugc nghién ctru dé lam 1o trong cac nghién ctru sau hon.

Sir hinh thanh chei hoa in vitro trong méi triwong bé sung AgNPs

Hinh 3.15. Su hinh thanh va phat trién ctia chdi hoa in vitro trong méi truong bo sung
7,0 mg/L AgNPs. A. Vi tri hinh thanh cdc chéi hoa in vitro. B. Chéi sinh dwéng phdt

trién khi choi hoa khéng hinh thanh. C. Sw hinh thanh chéi hoa ¢ ngon chéi sau 45
ngay nudi cdy. D. va E. Su hinh thanh choéi hoa & dot than sau 45 ngay nudi cay (1 -
vi tri than, 2 - vi tri vay, 3 - vi tri la, 4 - vi tri choi sinh dwong, 5 - vi tri choi hoa).

(Thude 1 cm). (Miii tén dé chi vi tri ciia chéi hoa).
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MGt s6 ghi nhan & nghién ciru nay ciing tiét 16 mot sé dic diém cua qua trinh
hinh thanh chéi hoa dudi tac dong cua AgNPs. Két qua quan sat cho thay cac choi
hoa dwgc cam wng tai vi tri dudi nach 14 & cac dét gan vai ngon chdi. O chdi khong
cam ung ra hoa, cac chdi sinh dudng thuong dugc hinh thanh phét trién o cac dbt
than (Hinh 3.15). Tai thoi diém sau 40 - 45 ngay nudi cy trong diéu kién in vitro, két
qua giai phau cho thay sy chuyén ddi r rét tir chdi sinh dudng sang chdi hoa trong
méi trudng nudi cay bo sung 7,0 mg/L AgNPs. Cac chdi hoa c6 dinh sinh truéng mé
rong, phinh to I&n theo dang hinh vom va hinh thanh so khéi hoa (Hinh 3.16 va 3.17).

B
Hinh 3.16. Su chuyén déi tir chéi sinh dudng sang chdi sinh san sau 40 - 45 ngay
nudi ciy. A. Chéi sinh dudng. B. Chéi hoa. (Thuéc: 40 pm).

Trong giai doan sinh dudng, SAM thuc day su hinh thanh lién tuc caa Ia va than
(bao gom céc ddt va 16ng), vai sy phét trién cua 14 13 dau hiéu dic trung cua giai doan
nay. Su diéu hoa cua su phan hoa 14 va hinh thai 14 phuc tap tiép theo s& hinh thanh
nén hinh dang cia cdy trong giai doan sinh dudng. Khi bit dau giai doan chuyén doi
tir sinh dudng sang sinh san, SAM thay doi ban sac sinh dudng hién tai dé cam két
hinh thanh md phan sinh hoa va bét dau hinh thanh so khéi hoa. Qué trinh chuyén

di giai doan phét trién tac dong dédng ké dén gan nhu tit ca cic thdng sb phét trién
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ciia SAM. Khi bat ¢au qua trinh chuyén ddi phat trién, hinh dang cia SAM la su thay
ddi hinh thai rd rang nhat duoc quan sat thay. Trong qua trinh chuyén doi ndy, SAM
ma rong va o hinh dang gidng nhu mai vom tron tria hon. Cac ving md riéng biét
véi cac hoat dong phan bao da dang dong vai trd quan trong trong viéc thiic day nhirng
thay d6i hinh thai nay trong SAM. Qué trinh ra hoa nay thé hién budc dau tién trong
quéa trinh sinh san cua thuc vat va dugce diéu chinh chat ché boi céc tin hiéu moi

truong va giai doan phat trién cua cay [174].

Hinh 3.17. Giai phau chdi hoa tir chéi in vitro nudi cay trong méi trudng bé sung 7,0
mg/L AgNPs sau 45 ngay nudi cay. A. Chdi hoa. B. Viing md phan sinh mé rong cua

so khoi hoa. C. Ving mé hinh thanh tua cudn (v tri miii tén) (Thuéc: 40 pm).

Ngoai diéu kién ty nhién, cac chdi hoa chanh dy tim hinh thanh dudi cac nach
14 tai cac vi tri d6t. Mdi d6t bao gom mot bong hoa duy nhat, bén canh mét tua cudn;
day duong nhu 13 cAu tao phd bién duoc thiét 1ap & loai ndy [129]. Trong nghién ctu
hién tai dudi anh huong ciaa AgNPs, két qua phan tich giai phau cho thay rang, céc
so khai hoa duoc hinh thanh bén canh mé phan sinh caa tua cuén (Hinh 3.17C), tuy
nhién, cac viing mo nay khong tiép tuc phat trién dé hinh thanh tua cudn trong diéu

Kién in vitro.
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Anh hwéng ciia AgNPs dén sw né hoa in Vitro ciia cay chanh day tim

Su ng hoa in vitro 1a mot qué trinh phuc tap va chiu anh hudng bai nhiéu yéu
t6 khac nhau. Trong nghién citu hién tai, sw ng hoa cia cdy chanh day tim da duoc
ghi nhan trong diéu kién in vitro vai ti 1& khac nhau. Sau 70 ngay nudi cay, két qua
ghi nhan cho thay ti 1 né hoa (23,28 - 100%) duoc ghi nhan déi véi cac NT b sung
AgNPs. Ti 1 né hoa cao nhat (100%) duoc ghi nhan & NT bd sung 7,0 mg/L AgNPs;
tuy nhién, khi ndng d6 AgNPs ting 1én 9,0 mg/L, ti 1é nd hoa giam manh (63,14%).
Ngoai ra, nhitng hoa in vitro co duong kinh 16n nhét (3,43 cm) ciing duoc quan sat
thay trong NT bo sung 7,0 mg/L AgNPs (Hinh 3.18).
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Hinh 3.18. Anh hudng cia AgNPs dén sy nd hoa in vitro sau 70 ngay nudi ciy. A.
Ti 1é no hoa va dudng kinh hoa trong méi trudng nudi cdy bo sung cac nong do
AgNPs khéc nhau. B. Su né hoa trong méi truong bd sung 7,0 mg/L AgNPs (thudc:

1cm).
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Mot s6 ddc diém khdc biét ciia hoa in Vitro va hoa ngoai ti nhién

Mit khac, khi so sanh voi nu hoa ngoai ty nhién tir cdy 2 nam tudi cho thay
rang, nu hoa in vitro c6 kich thudc nho, cac 14 dai bao quanh mong hon. Ngoai ra, da
s6 hoa in vitro thuong khuyét thiéu cac 14 béc, vi tri 14 bic sai léch hodc cac 14 bic
rung trong qua trinh phat trién ctia ny hoa (Hinh 3.19). M6t s6 chuong trinh phat trién
& thuc vat duoc quy nghiém ngat c6 thé bi tac dong boi cac dot bién hoic do tin hiéu
méi trudng. Vi du nhu su tiéu bién cac 14 bac cua hoa & cac thuc vat hat kin khac
nhau nhu mét s6 1oai ¢ va Arabidopsis thaliana [175]. Su sai khac vi tri 14 bac ciling
c6 thé do su bat thuong trong qué trinh kéo dai cua cubng hoa, dan téi vi tri cac 14
bac cach xa cac 14 dai va nu hoa. Tuy nhién, hién twong ghi nhan trén day can duoc

tiép tuc 1am rd ¢ cac nghién ctu tiép theo.

A B

Hinh 3.19. Dic diém cta nu hoa ngoai tw nhién va nu hoa in vitro. A. Nu hoa ngoai
tu nhién tir cAy 2 nam tudi. B. Nu hoa in vitro tir chdi ngon sau 60 ngay nudi cy trong

moi trudng bd sung 7,0 mg/L AgNPs. (Thuéce: 1 cm).

Ngoai ra, khi so sanh céc hoa in vitro va hoa ngoai ty nhién cho thay nhiéu dic
diém khéc biét. Cac hoa in vitro co kich thuéc nho hon, ddng thoi mot sé hoa in vitro
6 nhitng dic diém bat thuong so véi hoa ngoai ty nhién. O diéu kién binh thuong,
hoa chanh day tim ngoai tu nhién bao gém nam nhi hoa véi bao phan 16n chira phan

hoa. M6t nhuy ¢6 ba voi nhuy kéo dai tir bau nhuy, mdi nhanh két thic bang mot dau
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nhuy (Hinh 3.20). Béi véi hoa in vitro, mot sé dic diém sai khac dién hinh nhu su it
di ctia cac hat phan, su tiéu bién cua canh hoa, su thiéu di mot voi nhuy hozc chi nhi,

hoic su kém phat trién cua cac bao phan da duoc ghi nhan (Hinh 3.20).

Hoa ngoai tw nhién Hoa in vitro

Hinh 3.20. Mot s6 dic diém cua hoa chanh day ngoai tu nhién tir cay 2 nam tudi va

hoa tir chdi in vitro (Thudc: 2 cm).

Hién tai, cac nghién ctru vé sy phat trién ciia hoa dudi tac dong caa AgNPs
con rat han ché. Tuy nhién, mot s6 nghién ciru da ghi nhan vé viéc hinh thanh cac hoa
bat thuong dudi tac dong cua AgNOs. Céc chdi hoa hong in vitro hinh thanh hoa bat
thudng voi tan sb ting 1én khi ndng d6 AgNOs ting. Ngoai ra, s6 lwong canh hoa thu

duoc giam va mau sic canh hoa thay doi so véi hoa ngoai tu nhién [163].

ETH ciing c6 tac dong dang ké ddi véi su phét trién caa hoa. ETH ¢ lién quan
dén su phat trién cua té bao canh hoa va cac nghién ciu gan day cho thdy ETH la chat
diéu hoa cac gen lién quan dén sy phat trién caa hoa [43]. Nhitng nhan dinh nay tring
khép véi két qua caa nghién ctiu ndy, nhitng bat thudng vé canh hoa khdng phat trién
hodc canh hoa bi khuyét da duoc quan sat. Do do, cac thay doi ¢ hoa in vitro trén cay

chanh day tim c6 thé lién quan dén su thay d6i ETH dudi tac dong caa AgNPs.
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Hoa phat trién tir cac ving té bao chua biét hoa hinh thanh & hai bén suon cua
mo phan sinh tién hoa; nhitng té bao nay biét hoa thanh cic co quan hoa khac nhau.
Nhiéu mé hinh dé giai thich cac sy bat thudng cua co quan hoa gén lién véi sy biéu
hién cua cac nhom gen lién quan. Nhitng dic diém bat thuong vé canh hoa, nhi va
nhuy & hoa chanh day tim in vitro cd thé lién quan dén su biéu hién cua cac gen xac
dinh co quan hoa nhu AGAMOUS, APETALA, PISTILLATA, SEPALLATA [30, 31].
Mt khéc, nhitng bién d6i DNA/RNA/protein & thuc vat ciing duoc bao cdo khi tiép
xuc v6i AgNPs [176]. Mic du cac bao cao hién tai vé tic dong cua AgNPs d6i véi su
biéu hién cua cac gene xac dinh co quan hoa rat han ché, nhung tdc dong cia AgNPs
dbi vé6i su biéu hién gene da duoc bao cdo goi 1én kha nang co thé c6 su bién doi ddi
v61 nhdém gene nay. Mét khac, AgNPs dugc chirng minh 1a kich hoat cac gen lién
quan dén ca phan tng stress oxy hoa va diéu hoa cac gen lién quan dén phan tmg
truyén tin hiéu va hormone [176]. AgNPs c6 thé anh huong dén cac gen nay, tir d6
tac dong gian tiép dén sy phat trién cta hoa. Tuy nhién, nhitng gia thuyét nay yéu cau
nhiéu bang chiig hon dé c6 thé xac dinh. Do d6, dé c6 thé hiéu rd duoc co ché doi
Vé6i su bat thuong caa cac hoa chanh day tim in vitro, cac nghién ctu lién quan biéu

hién gen can duoc thuc hién trong nhitng nghién ctu tiép theo.
3.2.2.3. Anh hwong ciia AgNPs dén sir tao qud in vitro

Két qua ghi nhan sau 90 ngay nudi cay cho thay rang hau hét cac hoa in vitro
¢6 cac co quan sinh san nhu bau nhyy, voi nhuy va bao phan ¢ kha niang hinh thanh
qua non (Hinh 3.21). Nhitng hoa c6 nhiing bét thuong vé nhi thuong khéng cé kha
nang tao qua in vitro. Pong thoi, nhitng hoa khdng tao qua c6 dau hiéu héo va rung
sau khi ng hoa (Hinh 3.21B). Ti 18 tao qua & NT str dung AgNPs & ndng do thich hop
cao hon dang ké so véi ddi chung. Trong d6, NT sir dung 7,0 mg/L AgNPs cho ti Ié
tao qua (56,79%), s6 qua (1,67 qua/chdi) va duong kinh qua (1,13 cm) cao nhat. Tuy
nhién, khi ndng do AgNPs ting 1én 9 mg/L thi ti 1& tao qua c6 xu huéng giam
(33,53%) (Bang 3.7).
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Bdng 3.7. Anh huéng cua AgNPs dén qué trinh tao qua in vitro sau 90 ngay nudi cay.

AgNPs Ti 1é tao qua S6 qua Puong kinh qua
(mg/L) (%) Ichdi (cm)
0 0,009 0,00¢ 0,00¢
1,0 0,00¢ 0,00°¢ 0,001
3,0 20,09¢ 1,00P 0,07¢
50 35,82° 1,00° 0,77°
7,0 56,792 1,672 1,132
9,0 33,53° 1,00P 0,83°

* Trong cing mot cot, cdc gid tri trung binh theo sau boi cing mot ky tw (a, b, ...) thé hién
su khac biét khong co y nghia thong ké o p <0,05 (Duncan’s test).

Céc két qua hién tai cho thay 1an dau tién qua non trong diéu kién in vitro cua
cay chanh day tim duoc hinh thanh. Tuong ty, su tao qua cling da duoc quan sat thay
trong qua trinh nudi cdy in vitro & mot sb loai thuc vat khac nhu Phyllanthus niruri
[65], Cleome viscosa [7], Scrophularia takesimensis [69], Withania somnifera [8],
Capsicum spp. [2], Solanum spp. [10]. M6t s6 bao cao di chi ra rang su tich tu AgNPs
trong thuc vat c6 anh hudéng 1au dai dén mot sb giai doan phat trién tiép theo cia
ching. Chang han, Cuong va cong su (2021) da bao céo rang viéc bo sung AgNPs
khong chi 1am ting sy hinh thanh than ré in vitro ma con cai thién ti 1¢ song cua cay
con va ham lugng saponin trong sdm Ngoc Linh [58]. Su tich 1y AgNPs trong giai
doan nhan chdi cling anh hudng tich cuc dén giai doan ra ré cia cay dau tay [57]. Két
qua hién tai ciing chi ra ring AgNPs dugc bd sung vao mdi trudng nudi cay khong
chi thuc day giai doan ra hoa ma con anh hudng tich cuyc dén qua trinh tao qua in vitro

cua chanh day tim.
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A. Hoa in vitro c6 day du nhi va nhuy (1- bao phdn, 2- bau nhuy, 3- voi nhuy, 4- dau

nhuy). B. Su tan héo cua hoa khong tao qua duoc ghi nhan sau khi no 10 ngay. C.
Qua non hinh thanh dugc ghi nhan sau 20 ngay hoa nd. (Thudc: 1 cm). (Miii tén do

chi vi tri cua hoa, miii tén xanh chi vi tri ciia qua).

Sy tao qua in vitro ¢ thuc vat ¢6 thé chiu anh huong boi nhiéu yéu td tac dong.
Chéng han, su thu phén va tao qua & nhiéu loai thuc vat phu thudc nhiéu vao tudi tho
ctia hoa [62]. Tuy nhién, tudi tho ctia hoa phu thudc vao nhiéu yéu td, dic biét 1a ham
lwong ETH [146]. lon bac dugc cho la c6 anh hudng dén hoat dong cua ETH, do do
tac dong dén qué trinh ra hoa in vitro & nhimg loai thuc vat nhay cam véi ETH [2].
Sreelekshmi va Siril (2021) d bao céo su gia ting tudi tho ctia hoa in vitro & Dianthus
chinensis duoc nudi ciy trong méi trudng bd sung AgNO; [11]. Hop luc giira
AQ203S; va BA ciing dugc bao céo dé cai thién kha ning tao qua in vitro ¢ Solanum
americanum va Solanum villosum [10]. Mat khac, AgNPs dugc ghi nhan da anh
huong dang ké dén ham luong ETH trong qua trinh vi nhin giéng ctia nhiéu loai thuc
vat [58, 143, 145, 177]. Vi vay, viéc bo sung AgNPs trong mdi trudng nudi ciy cd
thé anh huéng dén qua trinh nay, tir d6 tac dong dén kha ning ra hoa va tao qua in

vitro.
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Mit khéc, sy tao qua in vitro thanh cong & thuc vat phu thudc dang ké vao kha
nang thy phan cua hoa. Chang han, & mét sb loai thuc vat nhu Ipomoea quamoclit
[178], qua trinh ty thu phan in vitro bi tc ché do thiéu tac nhin thy phan; Nguoc lai,
su tao qua in vitro c6 thé xay ra ma khong can cac tic nhan thu phin & Withania
[179]. Chanh day tim la loai tu thu phén, tuy nhién sy c6 mat cua tac nhan thy phén
ngoai ty nhién s& ting dang ké ti 1& dau qua (trung binh hon 80%). Do d6, trong diéu

kién in vitro, sy tao qua co thé sut giam do thiéu tac nhan thy phan.

Pic diém cua cau trac hoa 1a mot trong nhimng yéu té anh huong dang ké dén
kha ning thu phan ¢ thuc vat. Vi vy, cac hoa chanh day tim in vitro voi mét s6 dic
diém khéc biét duoc ghi nhan trong nghién ciru nay co thé anh huong dén qué trinh
nay. Chang han, cac dic diém bt thuong ciia hoa in vitro nhu su kém phat trién cia
bao phan c6 thé gay bat loi di voi qua trinh thy phan (Hinh 3.20). Nguoc lai, ddi véi
hoa ngoai tu nhién, bé mat bao phan c6 xu hudng up xudng, diéu nay giy can try dbi
v6i qua trinh thu phan. Trong khi d6, bé mit bao phin cua cac hoa in vitro c6 xu
huéng ngira, diéu nay co thé thuan loi cho sy tiép xuc giita dau nhuy va hat phan
(Hinh 3.22). Bén canh d6, mot s6 dac diém cua hat phén, dd cong cua voi nhuy cling
dugc chimg minh 1a ¢6 anh huéng dén sy thu phan ciia hoa. Mit khac, do am cao
trong binh nudi cdy c6 thé anh huong dén qué trinh tiép xtc giita hat phan va dau
nhuy. Do d6, anh hudng ctia cdu tric hoa trong diéu kién in vitro déi véi hiéu qua thu

phan ctia chanh day tim can dugc nghién ctru thém trong cac nghién ciru tiép theo.

Hinh 3.22. Mit bao phan huéng 1én ¢ hoa in vitro (trai) va huéng xuéng ¢ hoa ngoai

tu nhién (phai) (1- bao phdn, 2- bau nhuy, 3- voi nhuy, 4- dau nhuy). (Thudc: 1 cm).
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Ngoai ra, co ché di truyén phd bién & chanh diy (tinh bat hop - self-
incompatibility) c6 thé ngin can qua trinh tao qua trong diéu kién in vitro [132]. Nhiéu
gidng chanh diy duoc biét 1a co tinh tu bt hop, c6 nghia 14 hoa khong thé két trai
néu né duoc thu phan bsi phin hoa cta chinh n6 [180]. Tuy nhién, mot sb ca thé cua
lodi ty bat hop lai biéu hién tinh tu khong twong thich mot phan (partial self-
incompatibility), nghia 1a ching van c¢6 kha ning ty thy phan nhung sb lwong hat tao
ra khac nhau. Co ché ty bat hop thuong duge diéu khién boi hé thong di truyén lién
quan dén nhiéu alen & locus S. Murc d6 tu bat hop ¢ cac loai chanh gidy khac nhau
giita cac giéng va chung c6 thé thay ddi bai cac yéu td nhu nhiét do, tudi cay. Nhidu
loai chanh diy méau vang khong dau qua trir khi hoa ctia chiing dugc thy phan tir mot
cay khac c6 gen tuong thich. O chanh day tim, mutc d6 bat hop dién ra khdng hoan
toan, do do, hoa c6 kha ning ty thu trong diéu kién in vitro. Mat khac, AgNPs duogc
thém vao mai truong nudi cay ¢ nong do cao duge bao cao di anh hudng dén cac sy
kién sinh hoa va gay ra cac bién d6i di truyén dang ké ¢ thuc vat dugc nhan giéng in
vitro [181]. Phan ting cua thuc vat dbi voi cac AgNPs duoc bao cio ¢6 lién quan dén
qua trinh phién m4, thoi hoa protein, ton throng DNA/RNA/protein va sy phan chia
té bao. AgNPs dugc chirng minh 1a kich hoat cac gen lién quan dén ca phan g stress
kim loai va oxy héa, tao ra su biéu hién ciia cic gen lién quan dén con dudng truyén
tin hi€u abscisic acid (ABA). Bén canh do, n6 con tic ché sy diéu hoa 1én cua céac gen
phan tng hormone tang truéng trong qué trinh phat trién ré bén va diéu hoa qua muc
cac gen lién quan dén phan tng truyén tin hiéu va hormone, va giam bdt hién tuong
im lang gen phién ma [176]. Nhitng ghi nhan nay cho thy rang phan tng cia thuc
vat véi AgNPs c6 thé lién quan dén viéc gay ra cac tic dong dén biéu hién gen va co
ché di truyén. Do d6, khong loai trir kha ning AgNPs c6 thé tac dong dén cac dic
diém di truyén d6i véi sy sinh trudng, ra hoa, tao qua ciia cac chdi in vitro ctia chanh
day tim.

Trong nghién ctru nay, sy hinh thanh qua non in vitro & choi chanh day tim d4
duogc ghi nhan. Tuy nhién, dé xac dinh mot cach chinh xac qua trinh tao qua thanh
cong, cac nghién clru dé xac dinh kha nang va muc do thy phén, thu tinh va tao hat
can duoc nghién ctru sau hon dé 1am r5. Mic du vay, thi nghiém hién tai budc dau da

ching minh vé kha ning ra hoa va budc dau tao qua trong diéu kién in vitro ¢ loai
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thue vat ndy. Cac két qua nay ciling goi ra mot tiém ning méi cho nghién ciru trong
tuong lai dé cai thién kha nang tao qua in vitro thong qua cic bién phap can thi¢p
nhan tao, chang han nhu thu phan bang tay hodc nudi cdy ra hoa in vitro giita cac loai

ma khong c6 rao can ddi véi su thu phin va thu tinh.
3.2.2.4. Anh hwong ciia CoNPs dén su sinh trirong va ra hoa in vitro

Két qua ghi nhan & Bang 3.8 va Hinh 3.23 cho thdy rang, viéc bd sung CoNPs
tai cac nong do thi nghiém trong méi truong MS co ban anh huong dang ké dén sy
sinh truong cua chdi chanh day tim sau 60 ngay nudi cay. Trong do, s6 14 trén choi
cao nhat (8,67 la/chdi) duoc ghi nhan trong maéi treong bd sung 0,1 mg/L CoNPs.
Tuy nhién, s 14 trén choi va chi s6 SPAD giam dang ké khi ting nong do bo sung
lén 0,3 va 0,4 mg/L (22,85 va 19,82; twong wng) so vai doi chung (27,12). Mat khac,
chiéu cao cdy thay doi khong dang ké trong mai truong bo sung cac ndng do CoNPs.

Bdng 3.8. Anh huong cua CoNPs trong moi treong MS den s sinh truong cia choi
chanh day tim sau 60 ngay nudi cay.

(Clng/ij Chié‘;;z;’ choi S 14/chdi SPAD
0 2,07" 6,67" 27,120
0,1 2,520 8,67 2831°
0,2 2,347 7,33 2537%
0,3 2,28 5,33¢ 22,85
0.4 2,112 4,33¢ 19,82¢

* Trong cling mot cot, cdc gid tri trung binh theo sau béi ciing mot ky twe (a, b, ...) thé hién
su khdc biét khong co y nghia thong ké ¢ p <0,05 (Duncan'’s test).



0,3 mg/L 0,4 mg/L

Hinh 3.23. Anh huong caa CoNPs dén sy sinh truéng cua choi sau 60 ngay nudi cy
(Thudc: 1 cm).

Coban la nguyén té vi lwong can thiét cho su sinh truéng va phét trién caa thyuc
vat va n6 1a mét trong nhiing nguyén tb vi lwong duoc st dung phd bién trong moi
truong nudi cay mo thuc vat. Coban la thanh phan quan trong can thiét cho mot s6
hoat dong cuia enzyme va coenzyme. Cac tac dong tich cuc khac bao gdm su phat
trién cua than, kéo dai 14 mam, hinh thanh chdi, ting cuong su phét trién cua thuc vat
khi &p dung ngoai sinh. Tuy nhién, ham lwong coban cao ciing dan dén su vang 14,
hoai tir va e ché sy hinh thanh r&, can trg qué trinh van chuyén chat dinh dudng va
hap thu nudc [182]. Sy suy giam sinh truang caa choi chanh day tim trong thi nghiém
nay c6 thé do ham luong mudi CoCly ¢6 sin trong méi truong MS va viéc bo sung
CoNPs & nong do cao dan dén cac tac dong tiéu cuc d6i Vi su sinh trudng cua choi

do anh hudng cua su du thira coban.

Mt khac, trong méi truong MS loai bo mubi CoCly, két qua ghi nhan ¢ Bang
3.9 va Hinh 3.24A cho thay rang, chiéu cao cua cac chdi nudi cay trong moi truong
bd sung CoNPs ¢ nong do tir 0.2 mg/L dén 0,4 mg/L cao hon dang ké so véi ddi
chang. Trong d6, b6 sung 0,3 mg/L cho chiéu cao chdi cao nhat (8,87 cm). Ngoai ra,
s6 14 trén chdi cao nhat (11,67 1a/chdi) ciing duoc ghi nhan trong méi trudng bd sung
0,3 mg/L CoNPs. Chi sé SPAD ¢ 4 duoc cai thién dang ké trong méi trudng bd sung
0,3 va 0,4 mg/L CoNPs (30,37 va 29,33; tuong tng) so véi ddi ching (25,53). Tuy
nhién, chi sé SPAD giam dang ké trong méi trudng bo sung 0,5 mg/L CoNPs (24,82).
Ngoai ra, sau 60 ngay nudi cdy, su cam @ng ré ciing duoc ghi nhan & NT bé sung 0,2
- 0,4 mg/L CoNPs; c4c ré cua chdi hinh thanh truc tiép va khong c6 su hién dién caa
mo seo ¢ phan gdc. Tuy nhién, cac ré & NT bo sung 0,4 mg/L CoNPs ¢ xu huéng
hoa nau (Hinh 3.24B, C).
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Bdng 3.9. Anh huong cua CoNPs trong mdi truong MS khong bd sung CoCl, dén su
sinh truéng caa chdi chanh day tim sau 60 ngay nudi cay.

CoNP Chié hoi ) .
ONES leu cao chot S6 14/chdi SPAD
(mg/L) (cm)
0 197 467 2553
c be b
0,1 2,12 7,33 27,66
b be ab
0,2 6,53 7,00 28,11
0,3 8.87" 11,67 3037
b b a
0,4 7,27 8,67 29,33
c be c
0,5 2,03 8,00 24,82

* Trong cling mot cot, cac gid tri trung binh theo sau béi ciing mot ky tw (a, b, ...) thé hién
su khdc biét khong co y nghia thong ké ¢ p <0,05 (Duncan’s test).

0,2 mg/L 0,3 mg/L 0,4 mg/L 0,5 mg/L

Hinh 3.24. Anh hudéng cua CoNPs trong mdi trudng khéng bd sung CoCl, dén su
sinh truang caa chdi sau 60 ngay nudi cay. A. Chdi in vitro trong méi trudng bo sung
c4c ndng d6 CoNPs khac nhau (Thudc: 1 cm). B. Su hinh thanh ré trong méi truong
bd sung cac ndng d6 CoNPs khac nhau (Thudc: 1 mm). C. Hinh anh giai phau su
hinh thanh ré trong moi truong bd CoNPs (Thudc: 100 pum).
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Két qua phan tich ciing cho thdy CoNPs ciing anh hudng t6i ham lwong cua
mot sé hormone néi sinh tich luy trong choi. Cac chéi dugc nudi cay trong méi trudng
bd sung 0,3 mg/L CoNPs cho thdy ham lwong GAs néi sinh (263,288 pg/g) cao hon
d6i chung (141,354 pg/g) va ham luong ABA néi sinh (1,063 pg/g) thap hon so voi
d6i chtrng (2,006 pg/g) sau 60 ngay nudi cay. Ngoai ra, ham lwong ETH tich luy trong
binh nudi ciy tai NT bé sung 0,3 mg/L CoNPs (0,0438 ppm) ciing thip hon so véi
NT khong bd sung CoNPs (0,0696 ppm) (Hinh 3.25).

GAs (ug/g) ABA (ug/g) Ham lwgng ethylene
300 - 3 (ppm)
263,288 015 -
2,006
200 - 2
0.10 -
141,354
0,0696
1,083
0 ' 0 . 1 0.00 : I
0,0 mg/L 0,3 mg/L 0,0 mg/L 0,3 mg/L 0,0 mg/L 0,3 mg/L

Hinh 3.25. Ham lugng GAs, ABA ciia chdi va ham lwong ETH tich luy trong binh

nudi cay o nghiém thirc bo sung 0,3 mg/L CoNPs va dbi chung.

Tuy nhién, c&c chdi trong méi trudng MS co ban hoic MS loai bo CoCl, dugc
bd sung CoNPs tai cac ndng do thi nghiém déu khong ghi nhan su ra hoa in vitro sau
60 ngay nudi cay (Hinh 3.23 va 3.24A). Tuong tu nhu bac, coban ciing gay anh huong
dén hoat dong cia ETH. Trong khi bac dé gy rdi loan hoat tinh cua protein thy thé
cuia ETH thi coban tc ché qué trinh tong hop ETH [48]. ETH duoc béo céo c6 vai tro
kich thich hoic gy tc ché su ra hoa tuy thuoc vao loai thuc vat [2]. Viéc bd sung
coban ngoai sinh trong moi truong MS da lam tang su ra hoa in vitro trén cay ot
(Capsicum frutescens) sau 25 ngay nudi ciy [50]. Trong nghién cau nay, cac choi
chanh day tim khong ra hoa in vitro trong méi trudng bd sung CoNPs tai cac nong do
thi nghiém, mac di su ra hoa duoc quan sét trén mdi truong chira AgNPs. Diéu nay
goi 1én rang hai loai nano kim loai nay tac dong dén su ra hoa theo céch thirc khac

nhau va phu thudc vao loai thuc vuc va nong do bo sung.

Ngoai ra, ham lwong GAs & chdi trong méi truong bd sung CoNPs cao hon so

V6i d6i ching; trong khi ham lwong GAs & chdi ra hoa trong méi trudng bd sung
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AgNPs thip hon so vé6i d6i chitng. Diéu nay goi 1én rang ham luong GAs ting trong
chdi c6 thé can trg dén su ra hoa in vitro ¢ cay chanh day tim. Diéu nay ciing dong
thuan véi cac thi nghiém phia trén, khi chéi duoc b sung GAs ngoai sinh ¢ tat ca cac
nong d6 déu khong ghi nhan su ra hoa in vitro. Tuy nhién, dé cé thé hiéu dwoc chinh
X&c cac anh huong cia GAs dén qua trinh nay, cac yéu td lién quan dén ham luong
GAs qua tirng giai doan phat trién cua chdi va tirng ndng do cua cac hat nano b sung

can duoc danh gia trong cac nghién ctu tiép theo.
3.2.3. Anh hwong ciia Spermidine dén sw sinh trwéng, ra hoa va tao qud in vitro
3.2.3.1. Anh hwong ciia Spd don 1é dén sw sinh triréng va ra hoa in vitro

Két qua ghi nhan cho thay rang, chiéu cao choi duoc cai thién dang ké trong
moi truong bé sung Spd sau 90 ngay nudi cdy. Cu thé, bo sung Spd & ndng d6 tir 0,05
- 0,2 mM cho chiéu cao chéi (5,77 - 8,87 cm) cao hon dang ké so véi NT dbi ching
(5,13 cm). Sb la trén choi cao nhét (10,33 la/choi) dugc ghi nhan trong méi truong
bd sung 0,1 mM Spd. Ngoai ra, két qua ciing cho thay chi sé6 SPAD ting dang ké
trong mdi truong b6 sung 0,1 mM va 0,2 mM Spd (33,75 va 32,94; tuong ng). Tuy
nhién, khi ting nong do Spd 18n 0,3 mM, két qua ghi nhan mot sy sut giam déng ké

ca vé chiéu cao cua choi va chi sé SPAD ¢ 14 (Bang 3.10 va Hinh 3.26).

Bdng 3.10 Anh hudng cia Spd dén su sinh truang cua chdi sau 90 ngay nudi cay.

Spd (mM) Chiéu cao chdi (cm) S0 14/choi SPAD
0,0 5,13 8,67 26,40°
0,05 5,77 8,33" 29,98"
0,1 8,50? 10,332 33,752
0,2 8,872 8,00 32,942
0,3 5,570 8,33 29,21P

* Trong cing mot cot, cdc gid tri trung binh theo sau boi cing mot ky tw (a, b, ...) thé hién
s khac biét khong co y nghia thong ké o p <0,05 (Duncan’s test).



91

Hinh 3.26. Chdi in vitro trong méi truong bd sung cac ndng dd Spd khéc nhau sau

90 ngay nudi ciy (Thudc: 1 cm).

Cac PA pho bién nhat & thyc vat bac cao bao gom Put, Spm, Spd. Cac PA nay
duoc nghién ciu va xem nhu 14 PGR. Ching dong vai trd quan trong trong nhiéu qué
trinh sinh truéng va phét trién cua thyc vat bao gom phan chia té bao, phat sinh hinh
thai, sinh trudng va su 140 hoa [46]. Trong nghién ctru ndy, viéc bd sung Spd tai nong
d6 thich hop cho thidy mét s tac dong tich cuc trong viéc ting cuong chiéu cao, sb

la va chi s6 SPAD ¢ chdi chanh day tim sau 90 ngay nudi cay.

Mt khac, Spd ciing duoc béo céo co tac dong dang ké ddi véi qué trinh sinh
truong va ra hoa ¢ nhiéu loai thyc vat. Chang han, su kéo dai chdi, ting hinh thanh
chdi va su ra hoa in vitro (57,14%) duoc bao céo trén cay Aerva javanica nudi cay
trong moi truong bo sung 0,5 mg/L Spd [183]. Viéc bé sung Spd qua ré trong giai
doan ra hoa s& dan dén sy ra hoa cham & cay Arabidopsis [184]. Mét s nghién ctu
khac cho rang viéc bo sung PA két hop véi cac tac nhan khac s& 1am tang hiéu qua
cua chdng. Chang han, su khéi dau cia mam hoa duoc ting cudng tir C&C mau cay
biéu bi cay Nicotiana tabacum duoc nudi ciy trong méi trudng bd sung 5 pM Spd,
nhung Spd chi cho thay tac dyung ciia né khi c6 10 uM kinetin duoc bo sung trong
moi trudng nudi cdy [185]. Qin va cong su (2019) di bao co rang Spd da ting muc
Spd nai sinh trong chdi trong giai doan cudi cua qua trinh cam tng ra hoa & Malus
domestica; tuy nhién, khdng cé su khac biét dang ké nao trong qua trinh cam ng ra
hoa va tham chi con c¢6 xu huéng giam dang ké [45]. Nguoc lai, sy ra hoa sém ¢ cay

Polianthes tuberosa dugc cho 1a ¢6 lién quan dén su gia ting Spd ndi sinh [186].

Trong nghién ciru hién tai, viéc b sung Spd don 1é trong giGi han cua thi

nghiém khong phai 1a yéu t5 kich thich sy cam ng ra hoa in vitro di véi cay chanh
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day tim sau 90 ngay nudi cay. Nhirng két qua trai nguoc nay cho thiy tac dong cua
Spd ddi véi su ra hoa khac nhau va phy thudc dang ké vao nong do b sung, kiéu gen
thue vat, giai doan caa qua trinh sinh ly va cac yéu té can thiét cho sy ra hoa ¢ tirng

loai thuc vat.

3.2.3.1. Anh hurong cia Spd két hop véi AgNPs dén su sinh treéng va ra hoa va tao
qua in vitro

Trong céc thi nghiém trudc, su ra hoa in vitro ¢ chanh day tim duoc ghi nhan
t6i wru trong mdi trudng bo sung 7,0 mg/L AgNPs. Trong thi nghiém nay, cac nong
d6 Spd khéc nhau s& dugc bd sung két hop véi 7,0 mg/L AgNPs dé khao sét su ra
hoa in vitro. Két qua cho thay rang, méi trudng nudi cay bo sung két hop Spd va
AgNPs tac dong dang ké dén sy sinh truéng va ra hoa in vitro & cay chanh day tim.
Sau 90 ngay nudi ciy, chiéu cao chdi duoc ting cudong dang ké trong moi truong bd
sung Spd tai cac nong do khac nhau. Chiéu cao choi cao nhat (9,17 cm) duoc ghi
nhan tai NT bd sung 0,3 mM Spd. Cac NT bé sung 0,05 va 0,1 mM cho sé 14 trén
choi cao (13,67 va 14,33 la/chéi, twong tng). Tuy nhién, khi ting nong d6 Spd 1én
0,2 va 0,3 mM, sé l4 trén chdi giam dang ké (8,00 va 8,33 chdi/mau, twong ¢ng). Mat
khac, su ra hoa in vitro chi duoc ghi nhan doi véi cac choi trong méi truong bo sung
két hop 0,05 mM Spd va 7,0 mg/L AgNPs sau 90 ngay nudi cay (véi 17,78% so choi
ra hoa va 1,33 nu hoa trén chdi). Cac NT bo sung két hop véi ndng d6 Spd tir 0,1 -
0,3 mM khéng ghi nhan sy ra hoa trong thoi gian khao sat (Bang 3.11 va Hinh 3.27).

Bdng 3.11. Anh hudng cia Spd trong méi truong bo sung AgNPs dén sy ra hoa in
vitro sau 90 ngay nudi cay.

AgNPs Spd  Chiéu cao chdi Tilérahoa  S6nuhoa

S 14 /chai

(mg/L) (mM) (cm) (%) /chdi
0,05 8,03 13,672 17,78 1,33
0,1 7,90° 14,332 0,00 -
7,0
0,2 7,77° 8,00P 0,00 -
0,3 9,174 8,33P 0,00 -

* Trong cung mot cot, cdc gia tri trung binh theo sau boi cung mot ky tu (a, b, ...) thé hién
sw khac biét khong co y nghia thong ké o p <0,05 (Duncan’s test). (Tukey'’s test). (-) Khéng
ghi nhan.
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0,05 mM Spd 0,1 mM Spd 0,2 mM Spd 0,3 mM Spd
+ 7,0 mg/L AgNPs + 7,0 mg/L AgNPs + 7,0 mg/L AgNPs + 7,0 mg/L AgNPs

Hinh 3.27. Su sinh truéng va ra hoa cua chdi trong méi truong bo sung 7,0 mg/L
AgNPs két hop véi cac nong d6 Spd khéac nhau sau 90 ngay nudi cdy (Thudc: 1 cm).

Muii tén chi vi tri cua nu hoa.

Hinh 3.28. Mot s6 dic diém cua ngon chdi va dét than cua chdi chanh day trong méi
truong bod sung 0,05 mM Spd va 7,0 mg/L AgNPs sau 60 ngay nudi cay. A. Than
chdi in vitro (Thudc: 1 cm). B. Bic diém cac ngon chdi (Thudc: 1 mm). C. Pic diém

cac d6t than (Thudc: 1 mm). Cde miii tén chi vi tri cua tua cuon.
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Mt khéc, quan sat mot s6 chdi trong maéi trudng bd sung 0,05 mM Spd va 7,0
mg/L AgNPs cho thay c6 su xuat hién cua cac tua cudn sau 60 ngay nudi cay (Hinh
3.28). Pay ciing 14 vi tri xuat hién lién ké cua cac chdi hoa in vitro (Hinh 3.29, 3.30).
Ngoai diéu kién ty nhién, cac chdi hoa chanh day tim hinh thanh duéi cac nach 14 tai
cac vi tri d6t. Mdi dbt bao gdm maot bdng hoa duy nhat, bén canh mot tua cudn; day
dudng nhu 13 cau tao phd bién dugc thiét 1ap o loai nay [129]. Trong thi nghiém hién
tai, Sy Xuat hién cua c4c tua cudn cia cdy chanh day tim trong diéu kién in vitro cho
thdy su sinh truéng va phat trién gan véi cu trac ngoai diéu kién tu nhién. Su xuat
hién tua cudn nay duoc ghi nhan trong méi truong bod sung két hop AgNPs va Spd,
hién tuong nay khong duoc ghi nhan trong méi truong bo sung AgNPs don 1é & cac
thi nghiém truéc. Do d6, diéu ndy c6 kha ning lién quan dén nhitng anh huong truc
tiép hoac gian tiép cua Spd dén qua trinh nay. Tuy nhién, co ché chinh xéc cua hién

tugng nay can duoc lam rd trong cac nghién ciu tiép theo.

Hinh 3.29. Hinh anh giai phau cua so khai hoa cam ¢ng tir chdi in vitro sau 65 ngay
nudi ciy. A va B. Chdi sinh dudng. C - F. So khoi hoa. (Thuéc: 40 pm).

Cac két qua giai phau sau 65 ngay nudi cay cho thay da c6 sy hinh thanh céac
so khai hoa & vi tri cac ddt gan ngon (Hinh 3.29). Céac so khoi hoa nay tiép tuc phét
trién dé hinh thanh céc nu hoa hoan chinh. Trong diéu kién in vitro, két qua quan sat

cho thay rang tai vi tri d6t than chtra cum hoa thong thudng bao gom mét chdi hoa
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va mot chdi sinh dudng hoic mot chdi hoa va mot tua cudn; trong khi dbi véi cay
ngoai ty nhién, cau tric hoan chinh bao gdm mét chéi hoa, mot tua cudn va mot chdi
sinh dudng (Hinh 3.30, 3.31).

Hinh 3.30. Sy chuyén d6i tir giai doan sinh truong ra giai doan ra hoa cuia chdi in
vitro. A, B. M6 phan sinh dinh chdi (SAM). C. Su phan chia tao mé 14 & SAM. D.
Sy hinh thanh mé phan sinh tua cudn & ving day suon cia SAM. E, F. Sy hinh thanh
so khai hoa & canh day suon md tua cudn. G. Sy hinh thanh cic mé co quan cia hoa.
| - 14, tm - tua cudn, f - so khai hoa, b - 14 bdc, s - ld dai, p - canh hoa, st - nh; hoa.
(Thudc: 40 pm).

Déi véi chdi in vitro, phan tich giai phau cho thdy SAM thic day s hinh thanh
lién tuc cua cac so khai 14 (Hinh 3.30 A-C). Tai mot s6 dinh chdi, ¢6 su xuat hién cua
viing md phan sinh cua tua cudn tai ving day suon cua SAM (Hinh 3.30D), cac md
phan sinh nay tiép tuc phat trién tao thanh cac tua cudn in vitro (Hinh 3.31F). So khai
hoa hinh thanh dudi day suon caa md phan sinh tua cuén (Hinh 3.30E, F). So khoi
hoa tiép tuc phat trién, phan hoa va hinh thanh cc co quan ctia hoa nhu 14 bac, 14 dai,
canh hoa, etc (Hinh 3.30G).
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Céc nghién ciru vé sy phét trién, ngudn goc va sy diéu hda phan tir cia cac tua
cudn & thuc vat con rat han ché. Cac nghién ctru trén co s phan tir co ban cua su phét
trién gan cho thay sy diéu hoa phan tir caa ching rat phirc tap vi ngay ca cac tua cudn
c6 cting ngudn gbc sinh hoc ciing duoc kiém soat bai cac mang ludi gen khac nhau.
Tua cudn c6 thé c6 ngudn gdc tir 14, cac nhanh bén, hoac cum hoa [187]. Béi véi cay
chanh day, viéc chuyén sang giai doan truéng thanh xay ra khi mé phan sinh & néch,
ngoai mé phan sinh sinh dudng, con tao ra mot tua. Md phan sinh hoa cudi ciing phat
trién sau khi bat ¢au phat trién tua cudn, tir cing mot nhém té bao mé phan sinh ban
dau & mo phan sinh nach. Piéu nay cho thay cac tua cubn 1a mot phan cua cum hoa
Passiflora [188]. Piéu nay c6 y nghia 16n dén viéc phan tich cac gen lién quan dén

ngudn géc cua c4c tua ¢ cac ho thuc vat khac nhau.

Hinh 3.31. Su hinh thanh chdi hoa caa cay chanh day tim ¢ diéu kién ty nhién va in

vitro. Ngon (A) va dbt than (B, C) chira chdi hoa cua cdy ngoai tu nhién. Ngon (D)
va dét than (E, F) chtra chdi hoa cua cay in vitro. (Thuéc: 1 mm). Miii tén mau trang
chi vi tri cia cac tua cuén, miii tén mau dé chi vi tri cua cac choi hoa, miii tén mau

den chi v tri cac chai sinh duong.



97

100 - 4 -
2,33
51,72* 133
50 - 2 - '
17,78
0 - 0 -
Ti 1€ ra hoa (%) S hoa/chéi
W 7,0 mg/L AgNPs W 7,0 mg/L AgNPs
m 7,0 mg/L AgNPs + 0,05 mM Spd m 7,0 mg/L AgNPs + 0,05 mM Spd
100 - 4 -
64,45
56,79 1,67
1,33
50 - 2
0 - 0 -
Ti |8 tao qua (%) 56 qua/chobi

Hinh 3.32. So sanh su ra hoa va tao qua in vitro ciia choi chanh day tim trong moi

truong bo sung 7,0 mg/L AgNPs riéng 1é va két hop véi 0,05 mM Spd.

Déi vai su tao qua in vitro, két qua ghi nhan cho thay rang hau hét cac c6 cac
co quan sinh san nhu bau nhuy, voi nhyuy va bao phan c6 kha niang hinh thanh qua
non (Hinh 3.32 va 3.33). Cac hoa hinh thanh cé kha nang tao qua in vitro (64,45%)
va dat trung binh 1,33 qua/chdi sau 120 ngay nudi cay. Khi so sanh véi viéc bo sung
7,0 mg/L AgNPs don 18, viéc bo sung Spd két hop véi AgNPs cho thay sy sinh truong
chdi tot hon so vé&i bd sung riéng 16 AgNPs (Hinh 3.33). Tuy nhién, két qua quan séat
cho thay viéc bo sung két hop vai Spd 1am cham qué trinh ra hoa so véi bé sung
AgNPs riéng 1€ (Phu luc 1.2).

Cac vai tro cua PA trong cam ng ra hoa, su hinh thanh so khai hoa va cac co
quan hoa d dugc b4o cdo trong nhiéu nghién ciru. Trong d6, Spd 1a mot hop chit PA
dong vai trd quan trong trong nhiéu qué trinh sinh ly khéc nhau ¢ thyc vat, bao gém
ca su ra hoa. Chang han, ¢ cay Polianthes tuberosa, Spd 1a mét trong nhirng tin hiéu
gilp phan héa mam hoa. Cac thi nghiém trén cay Cucurbita pepo va Ginkgo biloba
cling cho thay rang Spd chiém wu thé trong qua trinh phan héa nu hoa. O mot ngudng
Spd nhat dinh, nd c6 thé thuc day su khai dau cua cac gen ra hoa, tir 6 kich hoat qua

trinh tong hop protein chuyén biét va sy hinh thanh cia mam hoa [45].
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Hinh 3.33. Sy ra hoa va tao qua in vitro tir chdi nudi cdy trong méi trueong bd sung
AgNPs riéng ¢ va két hop véi Spd. A. Nu hoa cua chdi chanh day tim trong mai
truong bd sung 7,0 mg/L AgNPs don 1é va két hop véi 0,05 mM Spd. B. Nu cua choi
chanh day tim trong méi truong bo sung 7,0 mg/L AgNPs két hop vai 0,05 mM Spd.
C - E. Sy nd hoa va tao qua trong mdi truong bo sung két hop 7,0 mg/L AgNPs va
0,05 mM Spd trong giai doan 90 - 120 ngay nudi cay. (Thudc: 1 cm).

M&i lién hé chat ché giira PA véi su phat trién hoa va tao qua ¢ thuc vat ciing
da duogc bao céo trong nhidu nghién ciru. Su tai sinh cua cy thudc 14 tir mot dong té
bao bi suy yéu trong chuyén hoa PA di tao ra hoa véi hang canh hoa thtr hai thay cho
bao phén, trong khi dong té bao thuéc 14 chuyén hod PA cao ciing biéu hién kiéu hinh
hoa bat thuong, tao ra cac hoa c6 bao phan thay cho nodn [189]. S-adenosyl

methionine decarboxylase (SAMdc) la mot loai enzyme quan trong trong con duong
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sinh tong hop PA. Sy trc ché SAMdc dan dén su ra hoa kém, diéu nay d3 bi dao nguoc
khi b6 sung Spd & Spirodela punctata [190]. Twong tu nhu vay, viéc Gc ché céc
enzyme sinh tong hop PA bing céach st dung alpha-difluoromethylarginine (mét chat
trc ché arginine decarboxylase) va alpha-difluoromethylornithine (mot chét Gc ché
ornithine decarboxylase) di ngin chan sy hinh thanh nu hoa va su phat trién tiép theo
cua nu hoa trong cac mau cay té bao thudc 14 [191]. Su suy giam PA & cay thudc 14
cling biéu hién kiéu hinh hoa bat thuong [189], trong khi mtc d cao cua PA trong
ca chua dot bién dan dén su phat trién nhi hoa bat thuong [192]. Hoa cua cdy ca chua
chuyén gen dau qua va hat biéu hién ti 1é Spd/Put va Spd/Spm cao hon dang ké so

v6i hoa cuia cay chuyén gen khong dau qua va hat [193].

Trong giai doan ra hoa, Spd c6 lién quan dén nhiéu qua trinh quan trong. Spd
¢6 lién quan dén viéc thic day su hinh thanh nu hoa. Chling anh hudng dén qua trinh
chuyén doi tir ting truong sinh dudng sang ting trudng sinh san bang cach diéu chinh
su biéu hién cua cac gen lién quan dén su ra hoa. Spd twong tac vai cac hormone thuc
vat, bao gom auxin va cytokinin, rat can thiét cho su phét trién cua céc co quan hoa.
N6 diéu chinh sy can bang hormone, do d6 anh hudng dén thoi gian va kiéu ra hoa.
Spd di dugc chirng minh 1a ¢6 vai tro gitp thuc vat d6i pho vai cac p luc moi truong
khac nhau, chang han nhu han han hoic dé man cao. Trong diéu kién cang thang, Spd
c6 thé tang cudng kha ning chiu dung cia ciy va thic day su ra hoa nhu mét phan
ctia co ché phan wng voi cang thang. Spd ciing c6 thé tham gia vao qua trinh thy phan
va thy tinh. N6 di duoc phat hién trong co quan sinh san cua thuc vat va c6 thé gop
phan vao su phét trién va truong thanh cia phan hoa va hat [45, 153, 192, 194].
Nghién ctu vé cac co ché cu thé ma Spd anh huong dén su ra hoa dang duoc tién
hanh va cac con duong chinh xac lién quan co thé khac nhau gitra cac loai thuc vat
khac nhau. Hiéu duoc vai trd caa Spd trong qua trinh ra hoa I rat quan trong dé diéu
khién qua trinh phat trién va sinh san cua thuc vat, diéu nay c6 thé co tac dong dén

nang suat va chat lwong cay trong trong ndng nghiép.

Két qua trong nghién ctu hién tai bude dau ghi nhan su tri hodn ra hoa trong
moi truong bo cac ndng dd Spm don 1¢ va két hop véi AgNPs. Cac béo céo vé sy
tuong tac gitra Spd va AgNPs con rat han ché d6i véi qué trinh ra hoa va tao qua ¢

thue vat. Tuy nhién, ca hai chat déu lién quan dén su stress oxy hoa ¢ thyc vat. Hon
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nita, viéc bo sung AgNPs ¢ thé anh huéng dén sinh téng hop Spd thong qua S-
adenosyl methionine [153]. Do d6, viéc bd sung két hop Spd va AgNPs trong thi
nghiém nay c6 thé anh huéng dén céc qua trinh nay, tir d6 tac dong dén kha ning ra

hoa va tao qua in vitro ctia cdy chanh day tim.

Thuc vat c6 thé thay d6i thoi gian ra hoa sém hon hay mudn hon ¢ cac diéu
kién stress khac nhau nham tdi da hoa co hoi sinh san, va phan 16n cac stress nay c6
lién quan dén hoat dong cia ROS. PA c6 thé lam ting hoat dong cua cac enzyme
chéng oxy hoa khéac nhau trong thuc vat, do dé né cé thé diéu chinh hiéu qua stress
oxy hda ¢ thuc vat do cac yéu té khac nhau gay ra. Chang han, Spd ngoai sinh 1am
tang dang ké ham luwong Spd va Spm va giam ham luwong Put ndi sinh trong ré cua
cay dua chuot duéi anh huong cua diéu kién thiéu oxy. Nhiing thay d6i nay co thé do
viéc ting hoat dong caa enzyme chéng oxy hoa, giam ROS va giam peroxid hoa lipid
mang, cudi cung dan dén ting cuong kha niang chiu stress do thiéu oxy. Viéc b6 sung
Spd ngoai sinh di cai thién nhitng tdc dong tiéu cuc cua cac kim loai ning nhu Hg?*
va Cr® nhu giam ham luwgng Spd ndi sinh va hoat tinh cua superoxide dismutase,

catalase, peroxidase.

Nguoc lai, PA ciing duoc xem la nguon géc caa ROS do tao ra cac chat oxy
hoa manh H2O, trong qua trinh di héa; do d6, PA c6 kha nang la nguyén nhan gay
hai cho té bao trong diéu kién stress. Tuy nhién, H20> ciing 13 mot phan tir tin hiéu
c6 thé di vao chudi truyén tin hiéu stress va kich hoat phan tng bao vé chéng oxy
hoa. Vi vay, PA dong vai tro kép trong stress oxy hoa thuc vat. Mit khac, viéc bd
sung AgNPs & mot s6 nong do nhat dinh ciing duge béo cao gy cac tac dong dén
viéc hinh thanh ROS va cac co ché chéng oxy hoa & nhiéu loai thuc vat. Do do, viéc
bd sung Spd trong thi nghiém nay cé thé tac dong dén mot sé anh huang co thé co
thé c6 cua AgNPs ddi véi cac qua trinh ndy, tir d6 tac dong dén su ra hoa va tao qua
in vitro caa cay chanh day tim. Tuy nhién, co ché chinh xé4c va twong tic cia AgNPs

véi Spd trong qua trinh nay can duoc 1am rd trong cac nghién ciu tiép theo.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN
Ngi dung 1: Nghién ctu tao ngudén mau cdy in vitro cay chanh day tim.

Ngudn mau cay tir qua trinh phét sinh chdi téi vu hon ngudn mau tir qué trinh
phat sinh SE dua trén hiéu qua tai sinh.

Hiéu qua tai sinh chdi duoc ting cudng dang ké tir cac mau cdy oTCL tai 16ng
than thi 3 trong méi truong MS bo sung 1,5 mg/L BA; 1,0 mg/L NAA va 3,0 mg/L
AgNPs.

Moi trudng MS bé sung 1 mg/L mT va 3 mg/L AgNPs thich hop dé nhan

nhanh choi.

Ngi dung 2: Khao séat anh huong cia mot s6 yéu té dén su ra hoa va budce dau tao

qua cia cay chanh day tim trong diéu kién in vitro.

Tai ndng d6 thich hop, GAs ting cuong kha niang sinh trudng cua chdi, trong
khi ABA lam giam sinh truang cta chdi tai tat ca cac ndng do bd sung. Mbi truong
bo sung don 1¢ ABA hoic GAs tai cac ndng do thi nghiém khong kich thich su ra hoa

ctia cdy chanh ddy tim trong diéu kién in vitro.

Bac & dang NPs kich thich su ra hoa tir c4c choi cua cdy chanh day tim, trong
khi AgNOs khong gay cam wng ra hoa trong gidi han cua nghién cau. Ti 1€ ra hoa
dao dong tir 11,67% dén 51,67% sau 60 ngay nudi cdy. Kha ning ra hoa va tao qua
in vitro phu thudc dang ké vao nong do AgNPs bo sung. Mot sé hoa in vitro mang
cac dic diém ciu tric khac biét so véi cau tric hoa ngoai tu nhién. Boi véi CoNPs,

cac chdi khdng ra hoa ¢ tat ca nong do thi nghiém sau 60 ngay nudi ciy.

B sung Spd don 1¢ tai cac ndng do thi nghiém khdng kich thich sy ra hoa in
vitro & chanh day tim. Céc chéi cham ra hoa va ti Ié ra hoa giam dang ké trong moi
truong bo sung Spd két hop véi AgNPs so véi viéc bo sung AgNPs don 1é. Viéc bo

sung két hop véi Spd cho cau tric chdi hoa gan véi cau tric choi hoa ngoai tu nhién.
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KIEN NGHI

Trong khudn kho vé pham vi va gigi han nghién ciu nhat dinh, dé cé thé
nghién ctu sau, hoan chinh va c6 kha ning tng dung cao hon, mét sé kién nghi duoc

dé xuét nhu sau:

Tiép tuc nghién ciru sy ra hoa va tao qua in vitro cua cdy chanh day tim dbi

vé6i ngudn mau cay phat sinh tir SE.

Nghién ctru dé chi ra duoc AgNPs c6 anh hudng tich cuc dén su ra hoa va tao
qua in vitro; tuy nhién, dé 1am rd duoc cac tac dong nay can tiép tuc di sau nghién
ctru vé su bién d6i dong hoc cua cac hormone noi sinh va dic biét 1a biéu hién cua
cac gen lién quan.

Nghién ctu chi dirng lai viéc ghi nhan budc dau tao qua in vitro cia cay chanh
day tim. Do d6, cac nghién ciu tiép theo can duogc thuc hién dé hiéu rd hon vé cac

dic diém sinh 1y ciing nhu cac yéu to anh huong dén qua trinh nay.
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PHU LUC

1.1. So @ thé hién tom tat quy trinh ra hoa va tao qua in vitro ¢ cay chanh day tim
dua trén AgNPs.
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1.2. Khoang thoi gian trung binh dé hoan thanh qué trinh ra hoa va budc dau tao qua
in vitro tir chdi ngon (1,5 cm) cua cdy chanh day tim trong méi trudng bod sung 7

mg/L AgNPs riéng Ié va két hop véi 0,5 mM Spermidine.
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