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LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan ludn 4n “Nghién ctru qui trinh phat sinh hinh thai va
sinh trwéng in vitro ciia mdt s6 ciy trong c6 gi trj kinh té dwéi didu kién md
phéng khong trong lwe” 13 cong trinh nghién ciru cia chinh minh duéi sy huéng
din khoa hoc ctia GS.TS. Duong Tén Nhyt va TS. Bui Vin Thé Vinh. Luin 4n sir
dung théng tin trich din tir nhiéu ngudn tham khao khic nhau va cic thong tin trich
dan duge ghi 18 ngudn gbe. Cac két qua nghién ciru cia t6i duge cong b6 chung véi
céc tac gia khac dd dwgc sy nhét tri ciia ddng tac gia khi dua vao ludn an. Cic sb
lidu, két qua dwoc trinh bay trong ludn 4n 13 hoan toan trung thuc va chua timg dugc
cong b trong bit ky mét cong trinh ndo khac ngoai cic cong trinh cong bd cua tic
gia. Luén 4n dugc hoan thanh trong thdi gian t6i 1am nghién ctru sinh tai Hoc vién

Khoa hoc va Cong nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam.

Ha Ngi, ngay 22 théng 04 nim 2024

Nghién ciru sinh

Lé Thé Bién
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LOI CAM ON

Sw hoc 13 mot hanh trinh tiép néi lién tuc va bén bi trong sudt mét doi ngudi.
Trong ching dudng dai tim kiém tri thirc d8 ban than ngdy cang tét hon, tbi da rat
may mén khi gip dugc nhimg ngudi din dit, ddng hanh va sé chia vé cing cao quy.

Piu tién, tdi xin dugc bay to su tri 4n sdu sic, 10ng t6n kinh dat ddo va nghia
thdy trd 16n lao dén GS.TS. Duong TAn Nhyt - Ngudi Thiy ma s6 phan sip dit nhu
dinh ménh dé nang do téi dén duge céi dich cao nhét cua sy hoc trong nha trudng.
Ngudi Thiy di giop d& tdi virgt qua gidi han cia ban than, buc qua nhiéu nga r&
dé dat dugc mot sb thanh tuu quan trong. Ngudi Thiy d3 cho toi tAm guong va
niém cam himg v& sy phan diu khong mét méi, tinh yéu thwong con ngudi, yéu
thuong dat nuéc, khat khao duge séng, dwoc hy sinh va duge cdng hién vo cling
manh liét.

T6i xin dugc cam on Ngudi Thiy, Ngudi Anh, TS. Bui Vin Thé Vinh di
nhiét tinh huéng dan t6i trong sudt qua trinh thyc hién luén an va tao diéu kién cOng
tac thudn lgi cho t6i trong thoi gian dai lam nghién ctru sinh.

T6i xin cam on t6i Ngudi Thay, Ngwdi Em than quy, TS. Hoang Thanh Ting
d3 ddng hanh cing v6i t6i trong mdt ching dudng rat dii ciia sy hoc. Ngudi ¢4 hd
tro toi hét strc, hét 1ong va day trach nhiém dé t6i hoc tap, nghién ctru va hoan thanh
ludn 4n mot cach t6t nhét. .

T61 xin cam on t6i ThS. Hoang Pic Khai, NCS. Nguyén Thi Nhu Mai,
PGS.TS. Vii Quic Luan, TS. Pd Manh Cudng va cic can b, nhan vién, cic nghién
clru sinh, hoc vién cao hoc, sinh vién da va dang cong tic, hoc tip tai Phong Sinh
hoc Phan tir va Chon tao gidng cay trong — Vién Nghién ciru Khoa hoc Tay Nguyén
d3 gitp d& t6i vo ciing nhiét thanh va trong sing trong subt thdi gian qua.

T6i xin cdm on Lanh dao, can bg, giang vién va nhan vién Hoc vién Khoa
hoc va Céng nghé Viét Nam, Vién Nghién ciru Khoa hoc Tay Nguyén da tao diéu
kién thuén lgi cho t6i trong qua trinh hoc tép va nghién ciru.

Tbi xin cam on t6i Quy Di méi sang tao cta Tap doan Vingroup (VINIF)
d3 tai trg dy 4n Khoa hoc va Céng nghé véi mi s§ VINIF.2023.DA075 ma t6i 1a
thanh vién. Pay 12 sw hd trg rit c6 § nghia cho ban than t6i trong qué trinh hoc tap

va nghién ctru.
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Dic biét, t6i xin dugc giri 161 cam on siu ning t6i TS. Nguyén Dinh Chién,
Ngudi Anh ma cudc doi dd gieo duyén lanh cho 81 dwoc gip dé nhan duge tr Anh
su gitp d& v6 cing to 16n vé tinh thin va vat chét. Tinh cam thanh khiét d6 cia Anh
13 ngudn cb vii manh m& va hy vong 16n lao cho t6i trong sudt cudc doi.

Cudi cing, t6i xin giri 161 cdm on dén gia dinh, thy cb, ban be, ddng nghiép
va hoc trd — nhimng ngudi khong thé thiéu trong cudc doi t6i. Ho 13 ngudn cam
htng, niém tin va niém hy vong bét tan d8 tbi bude tiép trén hanh trinh sy hoc, su
nghiép cua doi minh.

Xin chan thanh cdm on!

Ha N¢i, ngay 22 thang 04 nam 2024

Nghién ciru sinh
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MO DAU

Ly do chon dé tai

Trong luc 1a mot dai luong hang s dong vai tro quyét dinh dbi vai sy ton
vong, sinh truong, phat trién va tién hoa cua thuc vat. Do d6, cau hoi dat ra 14 khi
thoat khoi su chi phéi cua trong luc, thuc vat s& bi nhitng tac dong nhu thé nao?
Liéu chung c6 phat huy dugc tinh mém déo dén ky diéu von c6 dé chdng choi Voi
nhitng diéu kién sdng bi thay ddi to Ién nhu di ting gap trong lich sir tién hoa cua
minh hay khong? D6 1a cau hoi da thach thac cic nha khoa hoc trong mot thoi gian
rat dai.

Trong nam thap ky qua, cing v&i sy phat trién bung nd cua khoa hoc vii try,
nhirng hiéu biét moi dy tha vi vé doi sdng cua thuc vat trong moi trudng trong luc
bi thay d6i di dan duoc hé 16. Khi con ngudi kham pha sau vao khong gian, cong
tac hau can va bai toan kinh té cta viée van chuyén thuc phém dong go1 cho thanh
vién phi hanh doan ngay cang tré nén bat cap. Bén canh dé, cac chat dinh dudng
trong thuc pham déng goi ¢ xu hudng giam chét lwong dang ké khi duoc bao quan
trong khong gian [1]. Do d06, cac thi nghiém sinh hoc thuc vat trong khong gian la
can thiét nham cung cép thuc pham tuoi séng cho phi hanh gia va tao nén tang xay
dung hé thdng tai tao sinh hoc hd trg sy séng bén virng dé con nguoi kham pha
khong gian trong thoi gian dai.

Céc thi nghi€ém sinh hoc trong diéu kién trong luc thay doi d3 duoc thue hién
thdng qua c4c chuyén bay cta tau vil try quanh quy dao va cac nén tang diéu kién
md phong khong trong lyc (Simulated microgravity - SMG) bang céc thiét bi nhu
Clinostat (2-D va 3-D), may dinh vi ngau nhién (Random positioning machine -
RPM) trén mat dat. Vi dy, anh huéng cua khong trong luc (Microgravity — MG) Ién
nhitng thay doi & cip do té bao va phan tir din dén thay d6i kiéu hinh cta thuc vat
nhu nhitng thay doi trong vach té bao [2], [3] va chu ky té bao [4], [5] 43 dugc lam
sang t6 chi tiét. Qua trinh phan chia manh mé va ting sinh cta té bao thuc vat di
duoc quan sat rd rang dudi diéu kién MG [4], [5], cac phan tng sinh 1y, dic biét 1a
su phan bé/dich chuyén cua cac té bao soi thing bang (statolith), qua trinh quang
hop va sy bién dang cua cac hat tinh bot dd dugc bao cao [6], [7]. Su thay d6i sinh
hoa cy thé 1a thay d6i ham luong chlorophyll, thay ddi vi tri c4c hormone thuc vat

va can bang ndi moi canxi trong té bao dé dap tmg khong trong luc dd duoc ghi
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nhan 13 rang [8], [9]. Cac kién thirc thu dugc thong qua cac thi nghiém nay di duoc
mg dung thanh cong voi viée trong cdy Xa lach cua Co quan hang khong va vii try
Hoa Ky (NASA) trén Tram Vil tru qudc té (ISS) dé gbép phan bd ich vao ché do an
udng cta phi hanh doan.

Bén canh d6, két qua tir Chuong trinh Hat gidng khong gian cho twong lai
Chau A giai doan 2010 — 2011 cho thy viéc xtr 1y hat gidng & méi truong MG rdi
dem vé gieo trong & mat dat da cho thay hat giéng duogc kich thich nay mam nhiéu
hon va ting kha ning tich liiy cic hop chét thir cAp trong ciy. Diéu ndy mé ra tiém
nang to 16n cho linh vyuc cong nghé sinh hoc trong viéc chon tao gidng méi ciing
nhu san xuat sinh khéi va thu nhan cac duge chat quy phuc vu cho céng nghiép
dugc pham [10].

Tuy nhién, da sé cac nghién ciru ké trén duoc thuc hién trong khong gian doi
hoi trinh do k¥ thuat chuyén moén cao tir cac nha khoa hoc, céc ché do kiém soat
nghiém ngat cling nhu co s¢ vat chat hién dai nén bi gidi han trong pham vi mdt )
cudng quoc vé khdng gian. Cac qudc gia dang phat trién nhu Viét Nam chua co du
tiém lyc vé kinh té va trinh do khoa hoc ky thuét dé thuc hién céc nghién ctru trong
diéu kién nay. Vi vay, viéc lya chon mot gidi phap kha thi hon da duoc thac déy
bang cach sir dung thiét bi mé phong dit trén mat dat dé thay thé cho diéu kién
khong trong luc thuc trong khong gian dugc xem la phu hop cho viéc nghién ctru
chu dong va dai han trong bdi canh khoa hoc vil tru cOn rat non tré ciia nude nha.
Dic biét, viéc nghién ctru dé tim hiéu qua trinh phét sinh hinh thai va sinh truéng
cta thyc vat bang k¥ thuat nudi cdy mo té bao dudi diéu kién moé phong khong
trong luc 1a phuong phap thich hop cho viéc ghi nhan vai tro ctia khong trong luc &
cac giai doan som trong chu trinh séng cua thuc vat. Tu do, ing dung vao cong tac
vi nhan gidng va san xuét sinh khdi thuc vat, cling nhu cung cip thém céc tri thirc
moi cho sir ménh chinh phuc khong gian cua loai ngudi bang viéc tao ra cac hé
thdng sinh hoc hd tro su séng bén ngoai Trai Pat.

Dé tai “Nghién ciru qua trinh phat sinh hinh thai va sinh truéng in vitro
ciia mot s6 cdy trong cé gia tri kinh té dwéi diéu kién mdé phéng khong trong
lwe” 12 hudng nghién cru méi trén thé gidi ciing nhu tai Viét Nam. Nghién ctu
duoc thyc hién trén ba loai cay tréng dai dién cho nhém cay hoa canh (Thu hai

duong), ciy an trai (DAu tdy) va cy duoc liéu (Diép ha chau ding) di duoc khang
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dinh c6 gia trj kinh té cao ciing nhu ky vong chung 1a cac giéng ciy trong c6 kha
ning dap ung duoc nhu ciu co ban vé dinh dudng, sttc khoe va tinh than cho con
ngudi khi sdng bén ngoai Trai Dat.

Muc tiéu ciia dé tai

Muc tiéu tong qudt

Dénh gia anh huéng cua diéu kién SMG 1én qué trinh phat sinh hinh théai va
sinh trudng in vitro cia miu ciy cdy hoa Thu hai duong, cdy Dau tay va cay Diép
ha chau ding.

Muc tiéu cu thé

Pénh gia anh hudng cua diéu kién SMG 1én cac con duong phat sinh hinh
thai cia mau cdy cdy hoa Thu hai dudng, cdy Dau tiy va ciy Diép ha chau ding.

Pénh gia anh hudng cia diéu kiéen SMG 1én ham luong, ty 18 hormone noi
sinh va chuyén hoa ning luong trong qué trinh phat sinh hinh thai ciia mau cay cay
hoa Thu hai duong; ham lugng, ty 1€ hormone ndi sinh va hoat tinh enzyme khang
oxy hoa ctia mau cay cay Dau tiy va cdy Diép ha chau ding; kha nang tich liiy hop
chat thi cip ctia mau cdy ciy Diép ha chau déng.

Nghién ctru ghi nhan su sinh truéng & diéu kién trong luwc thuc cua cay hoa
Thu hai dudng, cay Dau tdy va su gia ting sinh khdi ctia mé seo cdy Diép ha chau
dang c6 ngudn gdc nudi cdy in vitro dudi diéu kién SMG.

P6i twong va pham vi nghién ciru cia dé tai

DPéi tiegng nghién ciru

Anh huong cua diéu kién mo phong khong trong luc dugc tao ra boi thiét bi
Clinostat 2-D vé&i vong quay 2 vong/phat (rpm - revolutions per minute) dén qua
trinh phét sinh hinh thai va sinh trudng in vitro cua cay hoa Thu hai duong, cay Dau
ty va cay Diép ha chau dang.

Pham vi nghién ciru

Nghién ciru vé cac con dudng phat sinh hinh thai cay hoa Thu hai dudng, cay
Dau tdy va cdy Diép ha chau ding dudi diéu kién SMG.

Nghién ctru vé sy thay doi ham luong va ty 1& hormone ndi sinh, hoat tinh
enzyme khang oxy hoa, tich liiy hop chit thir cip va chuyén hoa ning luong trong
qua trinh phét sinh hinh thai cay hoa Thu hai duong, cdy Dau tay va cay Diép ha
chau déng duéi diéu kién SMG.
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Nghién ctru vé sy sinh truong & didu kién trong lyc thuc cua cdy hoa Thu hai
duong, cdy Dau tdy va cdy Diép ha chiu ding c6 ngudn gbc nudi cdy in vitro dudi
diéu kién SMG.

Y nghia khoa hoc va thue tién

Y nghia khoa hoc

Luan an nay dugc thuc hi¢n véi su két hop lién nganh khoa hoc su sé)ng va
khoa hoc vii tru bé“mg viéc ung dung hé théng Clinostat 2-D dé tao ra moi truong
SMG nham déanh gia duoc vai trd cia MG dbi voi sy phét sinh va sinh truéng in
Vitro ctia cay hoa Thu hai duong, cdy Dau tdy va cdy Diép ha chau dang. Két qua
cua luan an cho théy dudi diéu kién stress trong luc, thuc vat da c6 nhirng thay doi
vé mit sinh 1y, sinh hoa phi hop theo timg dbi tugng dé thich nghi. Két qua nay la
dan liéu tham khao c6 gid tri trong nghién ctru va giang day linh vuc cong nghé sinh
hoc thuc vat.

Y nghia thiee tién

Luan an da cho thay qua trinh phat sinh hinh thai va sinh truéng in vitro cua
cay hoa Thu hai duong, ciy Dau tdy va cdy Diép ha chau ding khong nhimng dién ra
binh thuong ma tham chi mdt s6 chi tiéu t6 ra wu viét hon dudi diéu kién MG. Két
qua nay goi mé huong nghién ctru cong nghé¢ sinh hoc thuc vat trong méi truong
khong trong Iyc phu hop véi diéu kién cua cac qubc gia dang phat trién nhu Viét
Nam nham nang cao chét luong vi nhan giéng cay trong cling nhu 1am nén tang cho
viéc thiét lap cac hé sinh thai nong nghiép vii tru trong twong lai.

Nhirng dong gop méi cua luan an

Két qua thu dugc cho thiy diéu kién SMG dan tdi cac con dudng phat sinh
hinh thai khac nhau cua cay hoa Thu hai duong, cdy Dau tay va cay Diép ha chau
ddng. Cac d6i twong thuc vat trong nghién ctru di ¢ nhitng thay d6i vé sinh Iy, sinh
hoa dé dap g thich nghi véi diéu kién trong luc bi thay doi. Ngoai ra, cac mau ciy
phat sinh hinh thai in vitro dudi diéu kién SMG khi duoc dua vé nudi cdy & diéu
kién trong lyc thuc c6 sy sinh trudng dién ra binh thuong, tham chi mot s6 chi tiéu

to ra vu vi¢t hon so véi doi chung.
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CHUONG 1. TONG QUAN NGHIEN CUU

1.1. Thye vat va trong lue

Trong hang triéu ndm tién hoa va phat trién su séng trén Trai DAt, moi sinh
vat séng lién tuc chiu anh hudng cia trong luc. Do do, trong lyc hoat dong nhu mat
nguén tin hi€u chi phéi tat ca cac hoat dong séng va trao doi chit, tham chi ca su
sinh san va tudi tho cia cac sinh vat, bao gém ca thyc vat. Thyc vat da su dung
trong luc nhu mot nguén tin hiéu on dinh va dang tin cay nhét cho su séng sot cua
ching [11]. Tinh hudng trong luc hay 14 phan tmg dinh huéng sy phat trién cua
thuc vat so vdi trong luc dong vai tro 16n trong viéc xac dinh hudng cling nhu hinh
dang ciu trac cua cay. Luc hip din dugc chia thanh ba giai doan: 1) Cam nhan
vector trong lyc ctia cac té bao chuyén biét; 2) Su truyén tin hiéu sinh hoéa tir cac té
bao chuyén biét nhan biét trong luc dén vung kéo dai; 3) Su phat trién khac biét ¢
vung kéo dai dé dinh huéng phat trién lién quan dén vecto trong luc [12]. O &, su
dinh hudéng nay thuong theo hudng cua vecto trong lyc (hudng trong luyc duong),
trong khi & cac by phan khac ctua thyc vat trén mat dat, su phat trién noi chung
nguoc voi vector trong luc (hudng trong luc am).

Céac quan sat vé hudng dong cia thuc vat xay ra vao thoi ky C6 dai khi hoc
trd ciia Aristotle quan sat phan Gng huéng quang va di dua ra nhan dinh sai 1am khi
cho rang hién tuong udn cong 1a do mot bén cua thuc vat bi khd [13]. Vao nim
1806, Knight thuc hién mot thi nghiém bang viéc str dung banh xe quay dé quan sat
sy nay mam ctia hat giong trong diéu kién vecto trong luc bi thay doi, day co thé
xem la mot nghién ctru dau tién vé tac dong cua diéu kién khong trong lyc 1€n thuc
vat [14]. Knight phat hién ra ring nhitng ciy con moc trén banh xe quay vudng goc
véi vecto trong luc s& dinh vi ré ctia chiing huéng vé tdm cta banh xe va két luan
ring trong luc chiu trach nhi¢ém mat phﬁn cho sy dinh hudng cua cay. Su hiéu biét
hién tai ctua chung ta vé phan ung cua trong luc véi thyc vat bit dau duoc hoan
thién vao cudi nhitng nam 1800 khi Charles va Francis Darwin xuét ban cudn sach
“Strc manh cua su chuyén dong ¢ thyc vat” [15]. Trong cudn sach nay, Darwin da
mo ta chi tiét cac chuyén dong qua trung gian ting trudng cua thuc vat va cung cip
nén tang dé hiéu céc co ché chiju trach nhiém vé phan tng cua thuc vat vai céac kich

thich bén ngoai. Cong trinh nay ciing da dua ra gia thuyét vé mot yéu té tin hiéu co
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kha ning di chuyén tir vi tri bi kich thich dén vi tri dap Gmg. Gia thiét nay cudi cung
da dan téi viée xac dinh dugc cac hormone thuc vat nhu auxin [12].

Huéng theo vecto trong lic cho phép ré phat trién bam chic xudng dit va tao
diéu kién cho viéc hap thu nuéc va cac ion khoang can thiét cho sy ting truong va
phat trién cua thuc vat [16]. Hoson va Wakabayashi (2015) dé bao cdo ring trong
Iwc 13 ngudn tin hiéu dé kich thich sinh tong hop va trung hop cac thanh phan cia
vach té bao dé giup thuc vat di kha ning ty hd trg trong luong cua ching [11].
Nghién ctru linh vuc nay khéng chi dimg lai trong vain dé dong gép cho nganh khoa
hoc co ban va ning cao hiéu biét cia con ngudi vé twong tac gitta thuc vat va trong
luc, ma con dugc cho 1a rat can thiét cho cac chuong trinh tham hiém khong gian;
trong do, viéc thiét ké va xay duyng cac hé théng hd tro su séng thanh cong sé la
diéu bat budc trong cac chuyén bay dai han [5].

1.2. Piéu kién khong trong hre thue va mé phéng khong trong luc

1.2.1. Piéu kién khéng trong luwc thuc

Piéu kién khong trong luc thuc (True microgravity - TMG) 1a mot thuat ngi
ding dé mo ta trong luc & gia tri vo cing nho (1072 - 10°® g) so sanh véi trong luc
tiéu chuan trén bé mat Trai Pat (1 g). Piéu kién nay c6 thé dat dugc trong cac
chuyén bay vao khéng gian bang tau vii tru [17] hodc trong cac vé tinh va tén lira
duoc phong tir Trai Pat vao vil tru [18].

Moi vat déu co luc hip dan, d6 1a loai luc duogc biét 1a c6 kha ning hit moi
vat thé vé phia né, day 13 Iy do quy dao ctia Trai Pat quay quanh Mat Trdi hodc Mit
Trang quay quanh Trai Pat duoc gilt on dinh. Tuy nhién, luc hap dan ty 18 nghich
v6i khoang cach, do d6 luc nay cang yéu di khi khoang cach giita cac vat cang 16n.
Trong diéu kién khong gian, chi con mot lugng rat nho trong luc duoc tim théy nén
da s6 ¥ kién déu thong nhat ring c6 thé xem diéu kién khong gian khong cé trong
luec.

Nghién ctru sinh hoc trong diéu kién TMG 13 rang doi hoi trinh do k¥ thuat
chuyén mon cao tir cac nha khoa hoc cling nhu cac thiét bi co s vat chat hién dai
gan lién v6i nén kinh té phét trién ctia mot quoc gia. Cac nudc dang phat trién nhu
Viét Nam chua du tiém luc ca vé mit khoa hoc va kinh té dé thuc hién cac nghién
ctru trong diéu kién ndy. Brungs va cong su (2016) d béo cdo rang viéc tiép can

han ché véi cac chuyén bay vao vil tru va ton kém kinh phi da thuc day sy tim kiém
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giai phap dé dat duoc diéu kién khdng trong luc (Microgravity - MG) trén mit dat &
muc do co thé chép nhan. Do d6, cac co s& thiét bi dé mo phong diéu kién MG trén
mat dat di va dang dugc xem 1a mot phuong phap phit hop cho cac nghién ctru sinh
hoc chu dong va dai han [19].

1.2.2. Piéu kign mé phéng khong trong luc

Thuat ngt “mo6 phong khong trong luc” (Simulated microgravity - SMG)
dugc ap dung ddi véi cac thi nghiém sir dung hé thong mo phong, bao gdm céc
thong s tao ra sy md phong (kich thude va hinh dang budng chira mau, ché do hoat
dong, téc 6 quay hay duong kinh 6ng) [20]. Pidu niy xuat phat tir viéc tiép can
han ché céc chuyén bay vao vii tru vdi voi yéu cau trinh do khoa hoc k¥ thuat cao
va chi phi dit do. Do d6, viéc tim ra giai phap thay thé bing cach sir dung cac thiét
bi m6 phdng khong trong luc duge xem la rat kha thi cho céc nghién ctru sinh hoc

[19].

Té bao cam nhan trong Iwc

& | .
“X
% \ 00@4%

4—
Khéng trong lwc thwe M6 phdng khdng trong luwc

Hinh 1.1. Sy ling dong cta céc lap bot trong diéu kién trong luc, TMG va SMG

A: Su léng dong cua lap bot boi trong luc; B: Su phan tan tu do cua lap bot trong
diéu kién khong trong luc thyc; C: Chuyén dong quanh ban than cua lap bot trong
diéu kién mo phong khong trong luc.

Co quan vii tru chau Au (ESA), Co quan nghién ctru va phat trién hang
khong vii tru Nhat Ban (JAXA), Co quan vii try va hang khong Hoa Ky (NASA) da
ché tao ra nhiéu loai thiét bi SMG nhu Clinostat 2-D (two-Dimensional Clinostat),

Clinostat 3-D (three-Dimensional Clinostat), may dinh vi ngiu nhién (Random
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positioning machine - RPM), thiét bi tao lyc ning tir trudng (Magnetic levitation), ...
c6 cac thong sd k¥ thuat cu thé (Bang 1.1) v6i muc dich cung cip va hd tro thiét bi
cho cac nuée co nén khoa hoc chua phét trién phuc vu cong tic nghién ciru khoa
hoc MG. Nguyén 1y chung ctia cac thiét bi nay phan b ngau nhién sy dinh hudéng
trong luc cua Trai DAt 1én mau vat, tir d6 cac miu duogc xir 1y khong cam nhan duoc
tac dong cua trong luc va s€ c6 cac biéu hién tuong tu diéu kién TMG trong khong
gian (Hinh 1.1); do d6, téc do xoay cua thiét bi mo phong budc phai nhanh hon qua
trinh sinh hoc dugc nghién ctru ciia miu vat, nhung khong nhanh dén marc 1am cho
cac luc khac duoc dua vao, vi du nhu luc ly tam [21].

1.2.2.1. Clinostat 2-D va 3-D

Hé thong Clinostat 1a mot trong nhitng thiét bi SMG duogc phat minh vao thé
ky 19. Py 1a céc thiét bi quay va chu yéu dugc sir dung dé nghién ctru anh hudng
ctia diéu kién SMG 1én thyc vat. Tt ca cac dang Clinostat déu c6 hé théng chua
mAau vit nim quay vudng goc véi trudng trong luc dé can trd viée ching nhan biét
duogc vector gia tdc trong trudng cua Trai Pat.

Clinostat 2-D 1a mot thiét bi chira cac mau duoc dit & trung tim cua vong
quay va dugc xoay lién tuc quanh mot truc vudng goc voi hudng cia vecto trong
luc. Tir rat sém Clinostat 2-D duoc sit dung phé bién cho muc dich nghién ctru sinh
hoc trong diéu kién SMG nham chting minh stress SMG dén su thay doi ham luong
protein hoa tan trong l& cdy Pau rang ngya (Vicia faba L.) [22]; nghién ctru dit liéu
proteomic dé phan tich cac phan tng cia té bio mo seo Arabidopsis thaliana L.
dudi anh huong SMG [23]; danh gia xu hudng tiét kiém ning luong va cai thién cac
hoat dong trao ddi chit theo chiéu hudng chdng chiu va thich nghi véi stress MG
clia té bao cy Thudc 14 (Nicotiana tabacum L.) [24].

Clinostat 3-D 12 mot thiét bi SMG ba chiéu gém c6 hai truc xoay doc 1ap
vudng goc v6i nhau véi tdc dd nhu nhau va mot huéng khong d6i. Pa cé nhicu
nghién ctru sir dung thiét bi nay cho muc dich nghién ctru sinh 1y thyc vat dudi diéu
kién SMG trén mot sé ddi twong cdy trong nhu cdy Cai xoong (Nasturtium
officinale) [25]; cAy d¢au Ha Lan (Pisum sativum L.) va cay Bap (Zea mays L.) [26];
cay Arabidopsis thaliana L. [17]. Tt nhiing két qua trén cho thiy Clinostat dd va
dang van 13 thiét bi don gian va phu hop cho muc dich nghién ctru sinh hoc thyc vat

dudi diéu kién SMG trong lyc. Tuy nhién, can luu ¥ chat luong mé phong phu
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thudc vao tde d6 quay, dudng kinh va thoi gian xtr Iy miu [27] ciing nhu ddi tuong
duogc thi nghiém va loai thiét bi [28].

1.2.2.2. My dinh vi ngdu nhién

May dinh vi ngau nhién duoc mo ta don gian la thiét bi SMG ma trong do
cac mau sinh hoc dugc quay hoan toan ngau nhién quanh hai truc, do d6 hudng
trong luc dugc thay ddi dinh huodng lién tuc trén bé mat mau duoc xir 1y, diéu guan
trong nhat vé& nguyén 1y md phong ciing nhur tén cia thiét bi la sy chuyén dong cta
mAau s& hoan toan ngiu nhién va hoan toan khong lip lai theo bt ky quy dao hay
chu ky. Dé dat dugc sy ngiu nhién nay thiét bi dugc két ndi voi bo diéu khién da
1ap trinh cac thuat toan can thiét; mac du co su ngau nhién vé huong, tbc do nhung
van c6 thé xem RPM 13 mot phién ban khéc cta Clinostat 3-D.

Tuong ty nhu Clinostat, RPM di va van dang 14 thiét bi hitu ich cho cac thi
nghiém nghién ctru thuc vat dudi diéu kién SMG. Kraft va cong su (2000) da so
sanh su thay dbi va phan bd céac plastid trong té bao columella (té bao nhan biét
trong luc c6 vi tri gan chop ré) cay Arabidopsis thaliana L. trong truong hop SMG
tir may RPM cho két qua tuwong tu véi diéu kién TMG [29]. Barjaktarovié va cong
su (2007) da bao cao rang c6 sy khac biét vé hiéu qua SMG giita Clinostat va RPM
1én sy thay d6i s luong protein trong cac té bao mo seo ciy Arabidopsis thaliana
L. [30]. Gan day, Faraoni va cong sy (2019) da nghién ctru chu trinh glyoxylate
trong sudt qua trinh nay mam cua hat giéng cay Thong (Pinus pinea) dudi diéu kién
trong lyc thay d6i str dung thiét bi RPM [31].

Bang 1.1. So sanh cac thong s6 k§ thuat cia mot s thiét bi SMG [32]

Thong s ky Clinostat 2-D RPM déban  RPM Kich thudge
thuat day da
Kich thuéc (cm) 25 x 25 x 25 30 x 30 x 30 45 x 45 x 45
S truc quay 1 2 2
X an 1-20+£0,5
Toc do quay (rpm) 20-90+5 ‘ o ’ A
- Tuy thudc vao phuong thure hoat dong
Goc truc quay 0-90°
Kich thuéc mau Duong kinh

thi nghiém (cm) 10 x 10 12x12x 14 45 x 45 x 30
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Khoéi luong mau

thi nghiém (kg) 0.5 15 10

Dong dién 12 - 15V, giao dién truyén
Két no1 Khong tich hop tin hi¢u k¥ thuat s6 RS232 (422) két no1
v6i video va may anh.

Nhin chung, c6 thé thiy céc nghién ctru vé vai trd cta trong luc ddi voi thuc
vat c6 thé duoc thuc hién duéi sy hién dién cua trong luc (1 g) hodc duédi diéu kién
trong lyc thay d6i. Cac nghién ctru vé phan tng cua thuc vat dudi diéu kién trong
luc thay do6i dic biét 1a dudi diéu kién MG dugc xem nhu mot phuong phap hiru
hiéu, mot hudng giai quyét méi cho myc dich tim hiéu cac co ché, chimg minh cac
gia thiét vé vai tro ciia trong luc voi thyc vat gop phan thiic day nganh khoa hoc co
ban ciing nhu nganh khoa hoc vii tru phat trién. Vi vdy, trong nghién ctru nay cac
mau ciy dugc nudi vo triung trong cac dia petri va cb dinh trén truc cta Clinostat 2-
D cho muc dich SMG.

1.3. Qua trinh phat sinh hinh thai ciia thwe vat dwéi diéu kién MG

Phat sinh hinh thai thyc vat 1a mot qua trinh sinh hoc ma sy phat trién va biét
héa cta té bao din dén sy hinh thanh cAu tric hodc hinh thai cia mo, co quan don 1¢
hodc co thé hoan chinh [33]. Qua trinh sinh hoc ndy cia thuc vét trong hon 400
triéu nam tién hoa cua chung da str dung trong luc nhu mdt tin hi¢u dang tin cay
nhat. Tuy nhién, diéu quan trong la viéc 1am rd cach trong luc quy dinh qua trinh
phat sinh hinh thai ctia thuc vat duong nhu da bi lang quén. Do d6, viéc nghién ciru
thuc vat trong diéu kién trong luc bi thay ddi co thé tra 16 cau hoi trong luc da tac
dong nhu thé ndo tdi qué trinh phat sinh hinh thai cua ching [34].

Phat sinh hinh thai cua thuc vat dudi diéu kién MG d3 dugc bat dau nghién
ctru vao cudi thé ky 20 bang bao céo cia Hoson va cong sy (1999); theo do, hat ciia
cay Lda (Oryza sativa) va hat cdy Arabidopsis thaliana L. di duogc gieo trong trén
chuyén bay vao vii tru cua tau con thoi. Két qua cho thiy, hinh thai ctia 14 mam va
ré cdy Lua (Oryza sativa) trén khong gian co su thay do6i so v6i dbi ching trén mit
dat; cu thé 14 mam bi udn cong va ré phat trién theo nhiéu hudng khac nhau & diéu
kién MG; trong khi ¢ diéu kién d6i ching, 14 moc 1én trén va ré hudng xubng doc
theo vecto trong luc. Déi vi cay Arabidopsis thaliana L., cac 14 mam vuon dai 1én

trén & diéu kién mat dat, trong khi kéo dai ra theo nhiéu huéng khac nhau ¢ diéu
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kién MG. Mit khac, ré& ciy Arabidopsis thaliana L. moc doc theo bé mit cua dia
thach ma khong thay moc trong méi truong thach [34].

Gan day, hat cua cdy Dau do (Vigna angularis) khi gieo trén khong gian da
cho thdy 14 mam hudng xién 1én trén so véi 14 mam hudng thang dimg & diéu kién
mit dat. Chiéu dai cta tru trén 14 mam trong khong gian rit khac nhau, nhung ty 18
cdy con cd tru trén 14 mim cao hon dbi ching. Két qua nay chi ra ring su phat sinh
hinh thai va sinh truéng dugc bién doi trong diéu kién MG trong khong gian. Ngoai
ra cac tru trén 14 mam duogc trong trong khong gian c6 kha ning chéng udn cong tot
hon so véi d6i ching. Piéu nay duogc giai thich réng trong diéu kién MG, noi thuc
vat khong phai chong lai luc hap dan, hinh dang co thé va do ctng cua vach té bao
c6 thé bi thay d6i [35].

C6 thé nhan thay rang, mic du viéc nghién ctru vé qua trinh phét sinh hinh
thai cua thuc vat dudi diéu kién MG da duoc dé cap hon 20 nam vé trudc, tuy nhién
viéc bé tri thi nghiém dién ra trén khong gian gap nhiéu tré ngai vé kinh phi va trinh
do khoa hoc k¥ thuat nén cac cong bd vé van dé nay con rat han ché. Mat khac,
nguén mau thuc vat duoc sir dung cho céac nghién ctru nay déu 1a hat giéng, tic la
phdi hop tir di truong thanh nén kho co thé danh gia giai doan sém cia qua trinh
phat sinh hinh thai trong diéu kién MG. Vi vay, bang viéc st dung k¥ thudt nudi ciy
mo té bao dudi diéu kién SMG dé nghién ctru qua trinh phéat sinh hinh thai s& khac
phuc dugc cac van dé con ton tai néu trén.

1.4. Qua trinh sinh truéng ciia thuc vat duéi diéu kién MG

Su tang sinh té bao thuc vat dugc tién hoa cung voi su thay doi cua diéu kién
trong luc trén Trai Dét, bit dau bang viéc chuyén tir méi truong sdng dudi nude 1én
trén can. Thong thudng, su phat trién cua té bao dugc xac dinh bdi ribosome hinh
thanh thong qua cac nhan con va toc do san sinh cua té bao theo sd lugng té bao
trén milimet. Cac nghién ciru duoc thuc hién véi cdy con Arabidopsis thaliana L.
dugc trong trong dicu kién TMG da cho thiy sy ting sinh té bao vo ré dugc ting
cuong. Pac biét, té bao biéu bi ctia méd phan sinh ré dai hon véi cac nhan con 16n
hon, trong khi d6, cac té bao vo ¢ rat nhiéu nhan con nho hon va it hoat dong hon
trong diéu kién MG. Vi vy, né da cho thiy rang mic d6 giam tong hop ribosome
trong cac diéu kién MG 1a két qua ctia chu ky té bao dugc ting toc [5]. Tuong tu,

cac nghién ctru trong ca TMG trén ISS va SMG trén RPM cho thiy ting sinh té bao
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dugc ting cuong nhung sy phat trién té bao bi suy giam [36]. O trong mot thi
nghiém khac, t& bao mo phan sinh ré cua cdy Arabidopsis thaliana L. phat trién
trong diéu kién SMG bang cach st dung Clinostat va RPM cho thiy nhiing thay doi
dang ké vé toc do tang sinh té bao va su tién trién ctia chu ky té bao ciung véi viée
giam su phat trién cua té bao [37]. Gan day hon, trong mot nghién ctru da bao céo
rang cic mo phén sinh ré 4 ngay tudi cia Arabidopsis thaliana L. trong diéu kién
SMG (stt dung RPM) ¢ trong luc Mat Trang (0,17g) va trong luc Sao Hoa (0,38g)
cho thiy su ting sinh cta té bao va giam sy phat trién cta t& bao trong diéu kién
trong luc cia Mit Tring; tuy nhién, khong c6 nhing thay d6i nhu vay duogc ghi
nhan trong diéu kién trong luc ciia Sao Hoa [38].

Sy tang sinh té bao thuc vat duoc cho rang do sy kiém soét tich cuc caa diéu
kién MG. B c6 nhiéu béo céo gop phan lam ré van dé nay nhu gia ting téc do ting
sinh cua dinh sinh truong ré Arabidopsis thaliana L. dudi diéu kien MG [5]; gia
tang dang ké vé sinh khdi cua cac dong té bao cay Thudc 14 (Nicotiana tabacum L.)
khi dugce nuéi dudi diéu kien SMG [24]; tang téc chu ky té bao dinh sinh truong ré
cay Arabidopsis thaliana du6i diéu kién MG [39]. Cho dén nay, cac nghién ctu
xoay quanh van dé 1am rd co ché ting sinh té bao trong diéu kién khdng trong luc
[24] d3 ching minh rang trén mat dat, cac té bao thyuc vat phai tiéu ton ning luong
dé duy tri can bang noi moi theo hudng chéng lai trong lec. Trong diéu kién MG,
nang luong d6 c6 thé duoc tiét kiém cho qua trinh khac nhu sinh tong hop cac chat
chuyén héa c6 lgi cho su ting trudong. Ngoai ra, diéu kién MG gay ra stress luc hap
dan cho phép cac té bao di vao qua trinh nguyén phén trude khi dat duoc kich thudc
t6i han [37]. M6t co ché khac duoc giai thich dya trén cdu tric vach té bao, boi
véch té bao thuc vat dong vai trd chu chét trong viéc diéu khién cac hoat dong phat
trién va phat sinh hinh thai trong co thé thuc vat [11]. G mot nghién ctu khac cho
thay, dudi diéu kién MG di co sy néi long vach té bao thuc day sy tang sinh [40].
Tin hiéu trong luc duoc cam nhan boi cac thu thé dic biét nam trén mang té bao;
sau d6 ching sé tiép tuc bj bién ddi va truyén dén nhan té bao théng qua su lién két
vé mat cau tric hoac sinh ly cia bé mat vi 6ng va mang té bao. Cudi cling chiing sé
tao ra biéu hién cua cac gen khac nhau va anh huong dén su hinh thanh va ciu tric
ctia cac thanh phan té bao khac nhau. Két qua 1a céc thanh phan cua véch té bao

thuc vat duoc chuyén hoa nhu cellulose, chit nén polysaccharide va phenolic duoc



13

téng hop. Cung IGc nay, tin hiéu trong lec bi bién d6i c6 thé duoc truyén qua mang
té bao va truc tiép thay d6i hoat dong cua cac bom proton hoic kénh ion dé tao ra
moi truong vach té bao. Ngoai ra, tin hiéu trong lrc bi bién doi gay ra sy tai dinh
huéng cua vi dng c6 thé dan dén su sip xép cellulose, stra d6i moi truong, thay doi
qua trinh chuyén hoa cac thanh phan dé sinh téng hop véch té bao. Nguoc lai, dudi
diéu kién trong luc thay doi, dién hinh 1a diéu kién MG s& dan dén hau qua véch té
bao bi nai long, tir d6 tao nén theo chiéu hudng cd lgi cho sy ting sinh té bao [11].

O cip do co thé, MG ciing 1a mdt mdi trudng méi la dbi voi qua trinh tién
hoa, gay ra nhing thay d6i dang ké vé kiéu hinh cua thuc vat dd dugc mot s nhom
nghién ctru cong bd. Cay Pau tuong (Glycine max) duoc trong trén Tram Vi try
qudc té (ISS) va diéu kién SMG cho thay chiéu dai r& chinh va ré bén ting hon so
v6i ddi chung trén mat dat [41]. Trong mot thi nghiém khac trén ISS, cdy Xa lach
rocket (Eruca sativa Mill.) cho thiy cdy con dai ra nhung mong hon so véi d6i
chung lg trén mat dat (G) [42]. Hat cua cdy Xa lach rocket (Eruca sativa Mill.)
duogc gieo trén ISS cho thay sy phat trién ngau nhién ciia 1é cdy con trong diéu kién
t6i, trong khi d6 & diéu kién sang ré cy con phat trién theo trat ty nhat dinh [43].
Mot kiéu hinh tha vi d& duoc nhin thdy khi bo tri thi nghiém gieo hat Stp lo
(Brassica oleracea L.) va Cai xanh (Brassica juncea L.) va trdng & diéu kién MG
trén vé tinh quay quanh Trai Dét trong 18 ngdy. Theo do, trong s6 12 cay Stp lo da
trong c6 2 cdy cho két qua tang dang ké trong luong dau hoa, kich thudc ciy va stic
dé khang véi bénh thdi den. Tuy nhién, & cdy Cai xanh khong cho thiy bét ky su
thay d6i kiéu hinh nao nhu vay [44]. O mét thi nghiém khac trong diéu kién MG,
cdy Rau diép (Lactuca sativa L.) phat trién cao hon véi 14 xanh ddm so vé6i diéu
kién G [45].

Cay Lua (Oryza sativa) duoc trong trén méi trudng thach va dat & diéu kién
SMG ctia thiét bi Clinostat trong 6 ngay véi nhiét d6 khong doi 20°C, anh sang 110
umol.m2s?t va d6 am hon 90% cho thiy su gia ting dang ké vé chiéu dai choi,
nhung khong ting chiéu dai ré [46]. CAy Cai dau (Brassica napus) nudi ciy trén
Clinostat (1 rpm) c6 biéu hién kiéu hinh 1& so cap dai, manh cho thiy anh huéng
cia su quay truc theo phuong ngang cua Clinostat [47]. Tuong tu, Nakajima va
dong tac gia (2019) cho rang diéu kién SMG (Clinostat - 2 rpm) kich thich su kéo

dai chdi va ré ciia cay Dau xanh (Vigna radiata L.) sau khi gieo 4 ngay [48].
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Trong du 4n khoa hoc nghién ciru tic dong cua diéu kién MG dén kha ning
bao quan hat gidng Xa lach rocket (Eruca sativa Mill.) dugc luu trit trén ISS trong
6 thang d3 bao bao rang khong c6 tac dong nao dén kha ning ton tai hat gidng va su
phat trién cta cdy con; mic du sirc séng nay mam cua hat giam va sy 13o hoa ting
1én so v6i hat gidng duoc luu trit trén Trai Dat [49]. O trong mot nghién ciru khéc
gan ddy, hat cay Lua (Oryza sativa) dudi diéu kién 4nh sang vii tru quay quanh quy
dao trong 12,5 ngay cho thdy giam ty 1 ndy mam va chiéu cao cay [50]. Nguoc lai,
hat gidng cay Pau buém (Vigna aconitifolia) gieo trong Clinostat (2 rpm, trong 36
gi®) cho thiy ty 16 ndy mam, stc sdng cua hat va chiéu cao ciy duoc ting cuong
dang ké [51]. Hat giéng cay Bong nudc (Impatiens balsamina) dugc giri 1én ISS
trong 6 thang roi mang trd vé Trai Dat dé nghién ciru vé kha ning niay mam cua
chung cho thiy sau khi chiu tic dong cia moi truong MG di gia tang ty 1é nay mam
gap 2 1an so v6i moi truong G [10].

Trong mot nghién ctru khéc, thiét bi Clinostat 2-D t6 ra hiéu qua trong viéc
nang cao hiéu qua nhan nhanh chéi tir dt than cay Diép ha chau ding (Phyllanthus
amarus Schum. & Thonn.) véi céc chi tiéu chiéu cao cdy, chiéu dai dot, sb ré, chiéu
dai & cao hon va sé ngay ra hoa sém hon diéu kién G [52]. Tuong tu, trén doi
tugng cdy Sam bd chinh hoa dé (Hibiscus sagittifolius Kurz.) nuéi cdy in vitro, kha
ning ndy mam, sinh truong, phét trién dudi diéu kién SMG 1a hiéu qua hon so véi
diéu kién G [53].

Toém lai, bing cach bd tri cac thi nghiém ¢ diéu kién TMG va SMG, két qua
ctia cac nghién ctru cho thdy rang diéu kién MG da c6 nhing tac dong rd rét dén
qua trinh ndy mam, sinh trudng va phat trién cua thuc vat. Tuy nhién, da sé cac thi
nghiém duoc b6 tri ¢ diéu kién TMG nén ton kém vé chi phi va co thé chiu tac dong
boi cac yéu td giy nhiéu nhu birc xa khong gian. Vi vdy, viéc nghién ctru anh
hudng cua diéu kién SMG 1én su sinh truong cua thyc vat mé ra nhiéu trién vong
trong viéc tiét kiém thoi gian, chi phi va han ché cac tac dong khong mong mudn
lam sai 1éch két qua thi nghiém.

1.5. Sw thay déi sinh 1y va sinh héa ciaia thwe vat duéi diéu kién MG

Vé su thay ddi sinh 1y cua thuc vat, ham lugng chlorophyll 1a mét trong nhiing
thong s6 bi anh hudng manh mé béi tac dong cua diéu kién MG. Hau hét cac nghién

ctru cho thdy su anh hudng tich cuc cia diéu kién nay 1én su gia ting ham luong
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chlorophyll trong la cay Lua (Oryza sativa) va Lua mi lun (Triticum aestivum) [54].
P c6 giai thich hop 1y cho viéc thay d6i va ting ham luong chlorophyll nay la do
thé tich cua mang thylakoid va chét nén stroma trong mdi luc lap va ty thé ting 1én
dang ké dudi diéu kién SMG [54]. Tuong tu, cdy Lia (Oryza sativa) trong diéu kién
Clinostat ¢ toc d6 2 rpm (3, 5 va 7 ngay) lam ting nhanh chéng ham luong
chlorophyll, nhung khi thoi gian nuéi cdy ting 1én 1am ham luong chlorophyll giam
dan [9]. Duong Tan Nhut va dong tac gia béo céo rang, ham luong chlorophyll
trong 14 cua cdy Bong nudce (Impatiens balsamina) c6 ngudn goc tir diéu kién TMG
cao hon so véi diéu kién G [10]. Su ting giam ctia ham luong chlorophyll & cac ddi
tugng nghién ctru ké trén duoc 1y giai bang cac qua trinh sinh hoc lién quan dén luc
lap duéi diéu kién SMG hodc MG. Tuy theo dbi tugng, mdi trudong va thoi gian xir
1y trong mdi thi nghiém, tinh thdm proton cia thylakoid c6 thé ting hodc giam, cau
truc siéu luc lap cé thé bi bién d6i nhu mat do electron va hat tinh bot trong chét
nén. Ngoai ra con co su thay d6i dang ké vé d6 udn cong hoic su sip xép 1ong 1éo
cia mang thylakoid da anh huong dén hinh théi cua luc lap, kéo theo sy ting giam
ham luong chlorophyll duéi diéu kién SMG hoic MG [9].

Su thay doi trong vecto trong luc duoc sinh 1y ndi bao va cac tin hiéu sinh hoa
ctia thue vat nhan dién va dap tng [55]. Mot trong nhitng yéu té chinh anh huong
dén cac qua trinh sinh hoa va sinh 1y & thuc vat 1a hé thong phytochrome — cong tic
anh sang sinh hoc bao gdm cac té bao cam quang theo ddi sy thay d6i cuong do,
thoi gian va mau sic anh sang. Cac thu thé phytochrome lién két chat mang mau
tetrapyrrole va hién dién trong hai dang chuyén d6i quang hoc 1a dang hap thy anh
sang do (khong hoat dong) va dang hip thyu anh sang d6 xa (hoat dong). Khi nghién
clru cac cdy con Arabidopsis thaliana L. trong trén ISS cho thdy mdt phan tng
hudng sang tich cuc v6i anh sang dé6 ma khong rd rang trong diéu kién G nén nguoi
ta cho réng it nhat mot sb loai thuc vat c6 hoa van xay ra hi¢n tugng hudng sang voi
anh sang d6 dudi diéu kién MG [56]. Mot dap g twong ty v6i anh sang do ciing
duoc quan sat thiy & cdy Cai xoong (Nasturtium officinale) nuéi ciy dudi thiét bi
Clinostat (50 rpm); cu thé, vdi sy chiéu sang dong thoi cia anh sang do (660 nm) va
anh sang do xa (735 nm) thi cudng 1a phat trién déng ké, trong khi phién 14 c6 kiéu
hinh binh thuong. Tuy nhién, cac phién 14 udn cong va kiéu hinh cudng 14 bi thay

doi khi dugc chicu sang riéng biét voi anh sang do va voi anh sang do xa [57].
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Sy anh huéng cuia MG dén phtic hop protein ctia bd may quang hop
(Photosystem | va Photosystem 1) va chlorophyll da dugc nghién ctru ky ludng. Vi
du, cay Cai thao (Brassica rapa) 15 ngay tudi dugc trong trong tau con thoi
Columbia (STS-87) cho thdy s6 lugng grana trén mdi luc lap va mang thylakoid
giam dang ké va phutrc hop Photosystem I va Photosystem II ciing giam [58]. Trong
khi, cAy Cai thao (Brassica rapa) dugc trong trén tau con thoi & mot nghién ciu
khac cho thidy ham lugng chlorophyll gia ting dang ké so voi G (Ty 1¢ chlorophyll
a/b 13 3,5 va 2,42; tuong tng) [59]. Diéu kién MG anh huong dang ké so v6i G trong
cac hoat dong cua phirc hop Photosystem |, Photosystem 11 va toan bo chudi truyén
dién tir ctia luc lap 6 cdy Lta mi Iun (Triticum aestivum) [60]. Tuong tw, Tripathy va
cong su (1996) di cho thiy, hoat dong cta phirc hop Photosystem | va Photosystem
IT cta luc lap & Lua mi lun (Triticum aestivum) giam 28% [61]. Hoat dong quang
hoéa cua phirc hop Photosystem I ciling giam khoang 30% ¢ cay Cai thao (Brassica
rapa) [58]. Nghién ctru cta Jiao va cong su (1998) ciing cho két qua twong tu, phiic
hop Photosystem II giam 16 — 30% & cay Cai thao (Brassica rapa) trong diéu kién
MG [62]. Su thay d6i hoat dong quang hoa cua phirc hop Photosystem I va
Photosystem II dugc giai thich bai co ché dap ung stress cua thuc vat trong dicu
kién MG hoac thuc vat bi tiép xUc voi cac moi truong nhét thoi tao ra sy du thira
nang lugng anh sang [63].

Nghién ctru cac tac dong trong luc thay ddi 1én sy téa nhiét, trao d6i khi va
tbc d6 quang hop cua cac 14 Khoai lang (Ipomoea batatas), Lia mach (Secale
cereale) va L4 sao trén cac chuyén bay parabol cho thiy nhiét d6 1a trung binh ting
0,9 - 1,0°C va giam ty 1& quang hop khi trong luc giam tir 1,0 dén 0,01 g. Nguoc lai,
nhiét d6 1a giam 0,5°C va ty 1¢ quang hop dugc ting cudng khong déng ké khi tang
mirc trong lyc tir 1,0 dén 2,0 g [64]. Bing cach thuc hién hang loat cic chuyén bay
theo quy dao parabol, Kitaya va dong tac gia (2004) da lam rd anh hudng cia sy
giam trong luc 1én qua trinh trao d6i khi cua 14 cay va méi trudng xung quanh [65].
Trong mat thi nghiém khac, sau thoi gian 20 gidy ¢ diéu kién MG trong chuyén bay
theo quy dao parabol, nhié¢t do ctua la Khoai lang (Ipomoea batatas) va Lta mach
(Secale cereale) ting 1én nhanh chong véi gia tri tdi da twong tng 1a 1,9°C va 1,3°C.
Bé‘mg cach tang tdc d6 khi tir 0,2 m/s 1én 1,0 m/s thi nhiét d6 cua la trong ca hai loai

cdy trén da ha xudng [66].
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Dbi voi hiéu suit quang hop thudn cua thyc vat, thi nghiém & 14 Lua mach
(Secale cereale) cho thy da giam 13 — 20% & diéu kién MG [65]. Trén cay Lda mi
lon (Triticum aestivum) duoc trong trong 21 ngay & cudng do chiéu sang vira phai
(~300 pmol.m2s?) va nong d6 CO2 cao (1.500 umol.m2.s) trong hé thdng san xuét
sinh khéi trén ISS cho thiy tinh trang MG ciing tac dong dén hiéu suit quang hop
thuan va sy thoat hoi nudc, trong khi khong anh huong dén su chéng chiu va tée do
trao d6i khi cuia khi khong [67].

Vai tro cta lap bot trong thuyét lwc hip din di duoc ghi chép rd rang trong
cac tai lidu. Cac té bao soi thing bang chira lap bot giup tich ty tinh bot ling xudng
day cuia cac té bao cam ung trong luc, dugc goi 13 té bao thiang bang. Qua trinh ling
nay rt quan trong trong co ché nhéan biét trong luc cua thuce vat. Cy Véan sam tring
(Picea glauca) mot nam tudi duoc nghién ciru trong diéu kién MG trén Tram Vil tru
Quéc té (ISS) di cho thay su phan bd ngiu nhién cua cac lap bot trong té bao
chuyén hoa cua choi va r1é. Tuy nhién, & diéu kién ddi ching trén mat dat, cac lap
bot duge lang dong bén viing & gdc than [68]. Viéc thi nghiém véi ré cay Lepidium
sativum L. & chuyén bay vé tinh Bion-11 va Clinostat di két luan rang vi tri cac té
bao thang bang cia mot ré thang ding duoc diéu chinh cao bdi trong luc, va no bi
suy giam dang ké trong diéu kién MG [69]. Trong mot thi nghiém khéc trén vé tinh
Bion-10, khoang cach trung binh ctia cac soi thang bang dén vach té bao cia té bao
thing bang & ré so cap ciia Lepidium sativum L. ting 1én dang ké. Tuy nhién, kich
thudc lap bot va soi thing bang giam va khong thay d6i vé sb luong va hinh dang
[6]. Vi thi nghiém trén vé tinh Bion-10, cho thidy mot su khéac biét dang ké vé vi tri
clia cac té bao thing bang va cac lap thé & 1 cay Cai xoong (Nasturtium officinale).
Bén trong ré hinh thanh ¢ diéu kién MG, nhiéu lap thé tich tu & trung tam cua té bao
(trai nguoc vé6i didu kién TMG), trong khi cac lap bot thudng tap trung ¢ phan cudi
rat xa ciia ving té bao ré [70]. Clinostat 2-D va trong diéu kién TMG cho thay da
lam thay dbi twong tur sy phan bd cta lap bot & Pau lang (Lens culinaris L.) [71].
Cay Cai xoong (Nasturtium officinale) dudi diéu kién Clinostat (50 rpm) cho thiy
su khac biét vé thoi gian trong chuyén dong doc cua lap bot trong céc té bao 1é va té
bao tru dudi 14 mam [72].

Quan ly nudc va chat dinh dudng dugc xem la mot trong nhitng khia canh

kho khin nhét cia viée trdng ciy trong khong gian. Do dé, nhitng hiéu biét vé anh
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hudng cua cac yéu td khong gian trong viéc hip phu, van chuyén, phan phdi nuéc
va chat dinh dudng trong cay la rat han ché. Dya vao su gidm muc do cua trong luc
trong khong gian, su van chuyén nudc va trao d6i khi va cac phan tir nho nhu cac
ion trd nén c6 giGi han [73]. Nhu vdy, viéc giam sy ddi luu nhiét 13 nguyén nhan
lam giam sy thoat hoi nuéc & cdy (ddy 1a mot lyc manh chi yéu dé van chuyén
nuée trong xylem) va bang cach nay sy hip thu nudc va chit dinh dudng theo con
duong thoat hoi nudc dugc kich hoat [73]. HE qua quan trong khéc 1a sy gidi han
hiéu suét sinh hoc cta oxy, dic biét 1a & ving ré do chét dinh dudng hip thu & 18
phu thudc vao sy trao doi hiéu khi va ion hap thu c6 thé giam noéng do oxy xung
quanh ré. Phan tich cac ré ¢ ngoai khong gian cho thiy, sy thily phan duong va tong
hop enzyme 1én men nhanh, dac biét 1a alcohol dehydrogenase 1a chét chi thi cho su
thiéu hut oxy va trao doi chét trong ving ré [73].

O khia canh dinh dudng, mot vai nghién ciru di cho thdy anh hudng c6 thé
x4y ra cia moi truong khong gian Ién thuc vat. Cac thir nghiém cua Nga trén tram
Salyut va Mir cho thay, sy sinh truéng giam sit ciia cdy dau Ha Lan (Pisum sativum
L.) va LGa mi lun (Triticum aestivum) trong trong khong gian so véi dbi chung
trong phong thi nghiém va sy wc ché sinh truéng nay co lién quan dén van dé vé
dinh dudng [74]. Phan tich héa hoc ctia mau thuc vat tim dugc cho théy, cac cay
duoc trong trong khong gian c6 lugng nito thap hon nhiéu va kali cao hon & ca than
va ré khi so sanh voi ddi chimg dudi mit dat. Kich thich dién (electrostimulation)
cta ré anh hudng dang ké dén sy phan phdi lai dinh dudng trong cay, dic biét 1a
trong cac ciy trén khong gian va gitp cay vuot qua mot sé anh huong bat loi gy ra
boi tinh trang khong trong luc trong sy hip thu dinh dudng [75]. Trong mét nghién
ctru ude tinh luong canxi tu do cho thdy, ¢ tinh trang MG (cac thir nghiém trén tram
khong gian Salyut 6), cic muc do canxi trong té bao ré cdy dau Ha Lan (Pisum
sativum L.) tang 1én so véi dbi chimg trén mat dat [76].

Vé su thay d6i sinh héa, trong nhirng nim dau khi nghién ctru thyc vat trong
khong gian, mot sd thi nghiém cho thdy ham luong tinh bot thap hon nhung kich
thudc hat tinh bot lai 16n hon & cay Pau nanh (Glycine max) [77] va luc lap khong
c6 tinh bot hodc véi cac hat co kich thuéc nho hon va pha hiuy mot phin mang
thylakoid trong té bao soi ciia cdy Réu than (Funaria hygrometrica) [78]. Nghién

clru vé tac dong cua diéu kién MG 1én su thay doi qua trinh trao ddi chét ¢ thyc vat
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cho thay c6 sy khac biét dang ké vé su tich lily cac hop chét hodc thay dbi cac yéu
t5 sinh hoa theo chiéu huéng chdng lai stress phi sinh hoc nhu su tich liy
carotenoid va anthocyanin trong hat nay mam [79]; su gia ting cac enzyme thic day
chu trinh glycoxylate trong hat nay mam [31]; hoat dong enzyme amylase dugc
tang cuong va su phan giai nhanh chong cua tinh bot [80]; tang ham lugng
phyllanthin [52]; ting tich liiy hop chat saponin va coumarin [53].

Cay Xa lach rocket (Eruca sativa Mill.) nudi cdy trén ISS cho thay cac thong
s6 sinh hoa nhu glucose, sucrose, tinh bot va ham luong carotenoid tong sé bi anh
hudng tiéu cuc [42]. Tuy nhién, khong c6 su khac biét nao dugc ghi nhan ¢ ham
luong tinh bot, duong hoa tan, hodc lignan trong 14 va trong sinh khdi kho ctia mdi
cay LGa mi lan (Triticum aestivum) dugc trong trong 21 ngay & cudng do chiéu sang
vira phai (~300 umol.m2.s?) va nong d6 CO, cao (1.500 pmol.m2.s?) trong h¢ thong
san xuat sinh khéi trén tram ISS [81]. Cac mau Khoai tdy (Solanum tuberosum) duoc
trong trong tinh trang MG duéi diéu kién moi truong ¢ kiém soét va thoang khi cho
théy hinh dang, két cAu bé mit va kich thude cac loai hat tinh bot tuong tu voi diéu
kién G [82]. Al-Awaida va cong sy (2020) bao cdo rang cdy con LGa mi IUn
(Triticum aestivum) nay mam dudi diéu kién MG thé hién tiém niang chéng oxy hoa
va ham lugng chit chuyén hoa chong oxy hoa ting 1én dang ké [83]. Tac dong cla
SMG 1én hat Thong (Pinus pinea) chi ra su gia ting dang ké hoat dong cua céc
enzyme quan trong tham gia vao qua trinh duong phan (pyruvate kinase), chu trinh
Krebs (isocitrate dehydrogenase), qua trinh oxy hda beta (3-hydroxy acyl-CoA
dehydrogenase) va con duong pentose (glucose-6-phosphate dehydrogenase) sau
khi nay mam [31].

Musgrave cong su (1998) di ching minh trong nghién ctru cia minh rang su
thiéu thoang khi & diéu kién MG lam giam ham luong carbohydrate xudng 40%
(ddc biét 1a glucose va tinh bot) & cay Arabidopsis thaliana L. khi so sanh véi diéu
kién G. Nguoc lai, khi mdt luéng khong khi lién tuc dugc cung cép cho cay thi két
qua thu duoc khong cé sy khac biét vé ham luong carbohydrate trong ca hai diéu
kién [84]. Ngoai ra, Pau nanh (Glycine max) trong thi nghiém trén chuyén bay vao
khéng gian ¢ diéu kién thoang khi thi khong co su khac biét so voi diéu kién G vé

kich thudc, phan bd, mat do va ham luong amylase trong hat tinh bot [7].
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Nhu vay, cac thi nghiém sinh hoc thuc vat duoi diéu kién TMG va céc diéu
kién SMG da gitp chung ta dat duoc hai myc tiéu chinh: (i) 1am sang t6 hiéu biét co
ban vé thuc vat hodc té bao thuc vat trong su cam nhan dbi voi trong luc, kich thich
va phan tng hoic thich ung véi diéu kién MG va (ii) theo d6 1a cac tmg dung dé
dam bao an ninh dinh dudng cho phi hanh doan lam vi¢c trong khong gian.

Céc loai thue vat khac nhau cho nhitng dap tng khac nhau d6i vé6i diéu kién
MG. Cac nghién ciru da tién hanh tap trung vao su thay doi cua cac phan tng sinh
1y, sinh hoa nodi bao, qua trinh sinh trudng va phat trién. Tuy nhién, sé lwong nghién
ctru vé anh hudng ciia MG, dic biét 1a SMG con kha han ché do khan hiém vé thiét
bi. Cac ddi tuong thuc vat nghién ciru chua da dang vé ching loai, cac nghién ctu
chua dé cép sdu t6i qua trinh phat sinh hinh thai, phat sinh phoi, co ché cua sy sinh
truong, phat trién hodc nghién ctru & cap do phan tir, biéu hién gen. Ngoai ra, doi
tugng thyc vat nudi cdy in vitro méi chi dugc nghién ciu & cdy md hinh
Arabidopsis thaliana L. va s it loai khac nhu Lua (Oryza sativa), Thudc 14
(Nicotiana tabacum L.).

Vi viy, can tién hanh nghién ctru sau hon vé nhiing van dé con ton tai néu
trén, dic biét tip trung vao d6i twong thuc vat nudi cdy in vitro trén cac thiét bi
SMG nham tiét kiém chi phi va bd khuyét cho mét linh vuc méi rat thi vi cho mot
cudc cach mang vé chon tao giéng moi, cling nhu dam bao an ninh lwong thuc va
cai tao moi trudng sinh thai cho st ménh chinh phuc khong gian cta loai nguoi.

1.6. So lwgc vé ddi twong thuc vat

1.6.1. Cay hoa Thu hdi dwong (Begonia x tuberous)

Thu hai duong hay Bat nguyét xuan la loai cdy than cu véi khoang 1795 loai,
chi Begonia la chi 16n tht nam trong nganh thyc vat hat kin [85]. Theo thong ké dén
hét nam 2015, Viét Nam c6 khoang 58 loai Thu hai dwong [86].

Céc giéng Thu hai duong duoc lai tao dé cho hoa dep, mau sic hoa va 14 ruc
r5, da dang nhu mau do, do tuoi, hong, vang va trang nén tro thanh loai hoa duoc
con ngudi Yéu thich. Thu hai dudng wa khi hau mat mé va dé nhan giéng nén cang
ngay tra nén phong phd vé chung loai, chiing ¢ thé duoc tréng tir hat, nudi cay mo
té bao hoac giam tir 14, than trong diéu kién am u6t [87]. Hién nay trén thé gidi ¢ 5
gidng lai duoc trong phd bién bao gom: Begonia x rex, Begonia x cane, Begonia x

semperflorens, Begonia x trailing, Begonia x tuberous.
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Thu hai duong lai Begonia x tuberous 13 loai hoa duoc wa chudng phd bién ¢
Hoa Ky vai thi truong rat séi dong co gié tri khoang 60 triéu USD. O Viét Nam,
Thu hai duong lai Begonia x tuberous dugc trong chi yéu ¢ Da Lat (Lam Ddng) va
mét s6 ving tréng hoa chuyén canh khac nham cung cap hoa tréng chau thuong
mai. Hang nim, Cong ty Dalat Hasfarm luén danh khoang 5 — 10 hecta trong tong
dién tich canh tac dé tréng hoa Thu hai dwong voi hang chuc mau sic khéc nhau.
Khoang 75% san luong hoa Thu hai duong cia Dalat Hasfarm duoc xuat di tiéu thu
& nudc ngoai, trong d6 ¢c6 Nhat Ban, Pai Loan, Singapore,... dem lai lgi nhuan kinh
té rt cao cho ngudi trong hoa.

Trong nghién ctu sinh hoc, viéc nghién ctru phat sinh hinh thai va sinh truong
in vitro trén cay hoa Thu hai duong dugc nghién cau phd bién vai nhiéu mé hinh
khac nhau, trong d6 k¥ thuat nudi cay 16p mong té bao duoc xem nhu mé hinh don
gian dem lai hiéu qua cao [88]. Céac nghién ctu nay véi myc dich tao ra sé luong
I6n cay gidng sach bénh va dong nhat vé mat di truyén dé cung cip cho nganh san
xuat hoa chau quy mé cdng nghiép [89], thiét 1ap quy trinh tai sinh chdi bang ky
thuat nudi cay 16p mong té bao [88], t6i vu hoa quy trinh nhan giéng in vitro [90],
tai sinh tao cay hoan chinh tir mau canh hoa [91]. Tuy nhién, qua phat sinh hinh thai
va sinh trudng in vitro duéi diéu kién SMG van chua duoc nghién cau.

Vi vdy, dé danh gia sy phat sinh hinh thai va sinh truéng in vitro cia cay hoa
Thu hai duong dudi diéu kién SMG, luan an nay da sir dung k¥ thuat nuéi cay lép
mong té bao cudng l4 cat ngang (p-tTCL) dé tao nguén mau ban dau nham tbi wu
héa phuong phép nghién cuu.

1.6.2. Cay Dau tay (Fragaria x ananassa Duch.)

Lich st xuat hién cua Dau tay dugc cho rang vao nhitng nam 23 - 79 sau Cong
nguyén trong nhiing bai viét ciia nha tu nhién hoc Pliny. Dau tay ban dia (Fragaria
virginiana) dugc trong dau tién & Biac My va nhap khau rat sém vao Chau Au trong
nhitng nam 1600. Mot s6 tai liu khac cho rang cac nha tham hiém da tim thdy Dau
tdy hoang dai ¢ Chile (Fragaria chiloensis) vao nhitng nam 1700, tuy nhién loai
nay khong thich nghi dugc véi nhiéu dang khi hau. Tai Bac Au va Phap, Dau tay
rig duoc trong sém nhat vao nhitng nim 1300. Pén nam 1714, Dau tay hién dai la
dang lai giita loai Fragaria chiloensis véi Fragaria virginiana xuat hién va dan

thay thé cho cac loai trudc day [92].
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Dau tay 1a cay an trai quan trong do ¢ vi thom ngon dic trung, chira chat dinh
dudng can thiét cho con nguoi nhu céc loai vitamin C, B1 va khoang chat nhu kali,
canxi, sit. Ngoai ra, trai Dau tay con chita cac hop chat phenolic nhu anthocyanin,
glucose cinnamoyl, ellagitannin, axit ellagic c6 vai trd chéng oxy hoa [93].

Cay Déu tay duoc trong thuong mai phd bién & hon 80 qudc gia trén thé gidi
v6i téng dién tich gn 375 ngan hecta, trong dé tip trung & cac nudc nhu Trung
Qudc, Hoa Ky, Tay Ban Nha, Tho Nhi Ky, Ai Cap va Mexico véi san lugng hang
dau. O Viét Nam, Dau tdy duogc trong chi yéu & Da Lat (LAm Ddng) véi dién tich
chuyén canh khoang 190 hecta dem lai gi tri kinh té rt 16n.

Trong nghién ctu sinh hoc, vi nhan giong cdy Dau tdy dugc xem la phuong
phap t6i wu dé thu nhan cdy con sach bénh, dong nhat vé di truyén va dat s lugng
I6n. Cac nghién ctiu tap trung vé vai trd cia cac chat diéu hoa sinh truong 1én qué
trinh tao mAu in vitro, hinh thanh md seo, sinh trwong va phat trién caa choéi hoic
tao cdy con hoan chinh [94], [95]. Vi viy, danh gia vai tro cua diéu kién SMG Ién
qué trinh phat sinh hinh thai va sinh truéng in vitro cua cdy Dau tdy nham tim hiéu
su thich nghi va dap @ng sinh hoc trong diéu kién bi stress trong luc cua cay trong
1a huéng nghién ciru mai va can thiét.

1.6.3. Cay Digp ha chdu ding (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.)

Cay Diép ha chau dang hay con goi 1a cay cho dé riang cua, diép hoe théi, 140
nha chau. Pay la mot loai cay than thao moc hang nam, cao khoang 30 cm, than gan
nhu nhan, moc théng dling, mang canh, thuong c6 mau d6. La moc so le, ludng 1€
trong nhu 1a kép, phién 14 thudn, dau nhon hay hoi ti, mép nguyén nhung cé ring
cua rat nho, mat dudi mau lo xanh, khong cudng hay c6 cudng rat ngan. Cay Diép
ha chau dang moc hoang ¢ khip noi trong nudc ta ciing nhu & khip cac nudc ving
nhiét doi [96].

Trong dan gian, Diép ha chau ding dugc dung dé 1am thudc & dang twoi hodc
phoi kho dé chita bénh dinh rau, mun nhot, bénh gan, sbt, dau mat, ran can [96].
Cay c6 chira nhiéu hop chét thir cip quan trong c6 duoc tinh nhu axit, cac triterpen mot
vai alkaloid, cac dan xuat phenol va lignan. Trong d6, quan trong nhat Ia cac lignan chi
¢6 & chi Phyllanthus nhu phyllanthin, hypophyllanthin. Tac dung quan trong nhét cia
phyllanthin, hypophyllanthin Ia tham gia vao thanh phan cua cac loai thudc chira bénh

gan. Phyllanthin, hypophyllanthin chiét xuét tir Diép ha chau c6 thé bao vé dugc té bao
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gan chdng lai cac chat gay tén thuong té bao gan nghiém trong nhu paracetamol,
carbon tetrachloride (CCly), ethanol, aflatoxin B1 va galactosamin trén cac mé hinh thir
nghiém trén dong vat [97]. Ngoai ra, cac nghién ctu cho thay hai lignan nay trén Diép
ha chau ding c6 kha ning giam dau, ting dao thai axit uric Gc ché virus gay bénh viém
gan B thir nghiém trén in vitro va in vivo, virus HIV gay hoi ching suy giam mién dich
& nguoi [98]. Bén canh hai lignan la phyllanthin va hypophyllanthin, cay Diép ha chau
ddng con chira hai flavonoid quan trong 1a rutin va quercetin. Quercetin c6 cac hoat
tinh sinh hoc nhu 14 chat chdng oxy héa, chdng ung thw, khang viém, tri dai thdo duong
va bao vé céc té bao than kinh. Trong khi do, rutin dwoc biét dén voi tac dung duoc ly
da dang nhu chéng ung thu, khang viém va ha huyét p [99].

Trong nghién cau sinh hoc, phuong phap nudi cay md té bao dugc tng dung trén
cay Diép ha chau dang nham cung cap mot lugng Ion cay giong dong déu, sach bénh.
Céc nghién ciru c6 thé ké dén nhu str dung cac nguén mau tir 14, choi bén, dét than dé

cam ng md seo, tai sinh, nhan nhanh chdi va tao cay hoan chinh [100], [101].
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Déi twong

2.1.1. Péi twong thuc vit

Mau cudng 14 4 thang tudi ctia cdy hoa Thu hai dudng (Begonia tuberous)
ctia Dalat Hasfarm (Lam Ddng, Viét Nam) duoc sir dung 1am ngudn mau ban dau.

Mau 14 cia cAy Dau tdy Camarosa (Fragaria x ananassa Duch.) in vitro 4
tuan tudi di duoc xac dinh tinh da dang di truyén va da dugc 6n dinh qua nhiéu lan
cdy chuyén trén moi trudong MS [102] tai Trung tdm Nghién ctru Pa dang sinh hoc
va Bién d6i khi hau (Truong Pai hoc Pa Lat, Lim Pong, Viét Nam) duoc st dung
lam ngudén mau ban dau.

Mau 16ng than cua cdy Diép ha chau dang (Phyllanthus amarus Schum. &
Thonn.) in vitro 4 tuan tudi sinh truéng va phat trién tot da duoc on dinh qua nhiéu
lan cdy chuyén trén méi truong MS [102] tai Vién Nghién ctu Khoa hoc Tay
Nguyén (Lam Pong, Viét Nam) duogc sir dung 1am ngudn mau ban dau.

2.1.2. Méi trwong nudi cdy

Moi truong dugc sir dung cua cic thi nghiém la méi truong khoang MS
[102] bd sung hodc khong bo sung cac chat diéu hoa sinh truéng thuc vat tiiy vao
muc dich thi nghiém, pH duoc diéu chinh vé 5,8 va hip tiét trung trong ndi hip &
121°C, ap suat 1 atm trong vong 30 phuit.

2.1.3. Thiét bi, dung cu va héa chit

Thiét bj Clinostat 2-D (Advanced Engineering Services Co., Ltd., Nhat Ban)
g6m hai bo phan chinh 1a than may va hop diéu khién. Than may c6 kich thudc 25 x
25 x 25 cm gin mot truc xoay cé gia dang mam tron dé gin mau (gia gin dugc toi
da 500 mg khoi lugng mau/lan xt 1y) (Hinh 2.1A). Hop diéu khién c6 kich thudc 23
x 20 x 11 cm gdm co ndt ngudn (power), nat diéu khién sé vong quay (0,5 — 90
rpm) (speed), nut diéu chinh hudng quay ciing chiéu hodc ngugc chiéu kim dong hod
(CW/CCW), nit khoi dong (start/stop) va man hinh hién thi tbc d6 quay (rpm)
(Hinh 2.1B).

Toc d6 quay 2 rpm dugc lua chon cho muc dich SMG 1a tbe do quay cham

(cé dién) da duoc cac nha sinh 1y hoc thuc vat lya chon dé nghién ctru [103].
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Hinh 2.1. Thiét bj Clinostat 2-D

A: Than Clinostat 2-D gan truc quay co gia dang mam tron dé gin miu; B: Hop
diéu khién thiét bi; C: Dia petri chira miu dé c¢6 dinh trén truc quay.

May cat nudc, can dién tr 2 va 3 chir sd thap phan, noi hap, may do pH, ta
cdy, dia cdy, dao cdy, kéo, panh cdy, binh nudi cdy co thé tich 100 mL, 250 mL, 500
mL, bich nylon, day thun, ging tay, cbc dong 20 mL va 50 mL.... Pia petri (duong
kinh 60 mm va chiéu cao 15 mm - Sigma-Aldrich, Darmstadt, Dtrc; duong kinh 90
mm va chiéu cao 15 mm, Midamec, Viét Nam), mang parafilm M (Bemis, M¥).
Cac dung cu dugc tiét trung bang ndi hap & nhiét do 121°C, ap suat 1 atm trong 30
phat.

Dén UV bude séng 254 nm, kinh hién vi soi ndéi Nikon SMZ 800 (Nikon,
Nhat Ban), kinh hién vi quang hoc OLYMPUS CH30 (Nhat Ban), may do
chlorophyll (SPAD-502, Minolta Co., Ltd., Osaka, Nhat Ban). Hé thong séc ky 1ong
siéu hiéu ning ghép dau do UV (UHPLC-UV Ultimate 3000, Thermo Scientific,
Hoa Ky), may quang phé ké (UV-VIS Shimazdu V630, Nhat Ban).

Céac hoa chét bao gdm mudi khoang dé chuin bi méi trudng; chat diéu hoa
sinh trudng, chat chuan, enzyme va thudc thir cho cac thi nghiém sinh hoéa; thude

nhudém mo hoc duoc mua tir Sigma-Aldrich® (Hoa Ky).
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2.2. N§i dung nghién ciru

2.2.1. Nji dung 1: Nghién civu dnh hwéng ciia diéu kign SMG Ién cac con
dwong phat sinh hinh thdi ciia cdy hoa Thu hdi dwong, cdy Dau tdy va cdy Diép
ha chdu diing nuéi cdy in vitro

Nghién ctru anh huéng 18n qua trinh phét sinh SEs cua miu cay p-tTCL cay
hoa Thu hai dudng nuéi cdy in vitro dudi diéu kién SMG.

Nghién ctru anh huong 1én qua trinh phat sinh mé seo va chdi ciia mau cay 1a
cay Dau tay nudi cdy in vitro duéi diéu kién SMG.

Nghién ctru anh huéng 1én qua trinh phat sinh mé seo va ré bat dinh cia mau
cdy l6ng than cay Diép ha chau dang nuéi cay in vitro dudi diéu kién SMG.

2.2.2. Nji dung 2: Nghién cieu dnh hwéng cia diéu kién SMG Ién ham
lwong, ty 1é hormone ngi sinh va chuyén héa ning lwong trong qud trinh phdt
sinh hinh thai cua cdy hoa Thu hai dwong; ham lwong, ty I¢ hormone ngi sinh va
hoat tinh enzyme khdng oxy héa ciia cdy Déu tiy va cdy Diép ha chiu ding; kha
Ndng tich liiy hop chit thi cp ciia cdy Diép ha chiu ding nudi cdy in vitro

Nghién cru anh hudng cia diéu kién SMG lén su thay ddi ham luong va ty 1€
hormone ndi sinh trong qua trinh phat sinh SES cdy hoa Thu hai dudng, choi cay
Dau tay, mo seo va 1é bat dinh cay Di¢p ha chau déng nuoi céy in vitro.

Nghién ctru anh hudng cua diéu kién SMG 1én sy thay do6i hoat tinh enzyme
khang oxy hoa trong qua trinh phat sinh chdi cdy Dau tay, mo seo va ré bat dinh cay
Diép ha chau dang nudi cdy in vitro.

Nghién ctru anh hudng cua diéu kién SMG 1én sy tich liiy hop chat thi cip
trong qua trinh phat sinh mo seo va ré bat dinh cay Diép ha chau ding nudi ciy in
vitro.

Nghién ctru anh huéng cua diéu kién SMG 1én su chuyén hoéa ning luong
(tinh bot va duong) trong qua trinh phat sinh SES cdy hoa Thu hai duong nudi ciy
in vitro.

2.2.3. Néi dung 3: Nghién ciru ghi nhin sw sinh truwéng ¢ diéu kién trong
lwe thwe ciia cdy hoa Thu hdi dwong, cdy DAu tay va cdy Diép ha chiu ding cé
nguon goéc nudi cdy in vitro dwéi diéu kien SMG

Nghién ctru ghi nhan sy sinh truéng ciia chdi va cay con Thu hai duong; choi

va cay con Dau tdy c¢6 ngudn gdc nudi cdy in vitro dudi diéu kién SMG.
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Nghién ctru ghi nhan su sinh trudng ctia mé seo cAy Diép ha chau déng co
ngudn gdc nudi cdy in vitro dudi diéu kién SMG.

Nghién ciru ghi nhan sy thich nghi vudn vom cua cdy con Dau tdy ngudn gdc
nudi cay in vitro duéi diéu kién SMG.

2.3. Phuong phap nghién ctru

2.3.1. Bé tri thi nghiém

2.3.1.1. Thi nghiém 1: Nghién citu anh huong cua diéu kién SMG Ién sw phdt
sinh SEs ciia mdu cdy p-tTCL cay hoa Thu hdi dwong nudi cdy in vitro

Céc cudng 14 co kich thudc dong déu (dudng kinh 0,3 cm va dai 5 cm) dugc
thu nhan va rira dudi voi nudc chay trong 30 phut; sau d6 ngdm trong dung dich
nude rira chén Sunlight® lodng trong vong 10 pht va rira sach lai bang nudc may 4
- 5 1an. Nguon mau da khir tring so bd ¢ trén duoc cho vao binh tam giac, ddy nap
kin, dua vao tu cay, lac v4i con 70° trong 10 gidy va ria lai bang nude cét vo tring
3 - 4 1an. Sau d6, cac mau dugc khir tring bang dung dich HgClz 0,1% c6 bd sung 2
- 3 giot Tween 80 trong thoi gian 6 phiit va mau duoc rira lai bang nudc cat vo tring
4 - 5 lan. Cudi cing, cac miu cudng 14 dugc cit bang k¥ thuat 16p mong té bao theo
chiéu ngang (petioles-transverse thin cell layer: p-tTCL) day khoang 0,8 - 1 mm.

Cac miu p-tTCL dugc nudi ciy trong cac dia petri nhya (dudng kinh 90 mm
va chiéu cao 15 mm) c6 chtra 25 mL méi truong ¥ MS bo sung 0,2 mg/L TDZ, 0,2
mg/L NAA, 30 g/L sucrose va 10 g/L agar [88]. Pia nudi ciy duoc dan kin boi
mang parafilm M trong diéu kién vo trung roi gin 1én thiét bi Clinostat 2-D. Pdi
chirng 1a céac dia nuoi céiy dugc dit & diéu kién trong luc thuc 1 g cua G.

Chi tiéu theo ddi: Thoi gian cam tng (ngay), ty 1& tai sinh (%), s6 phoi/mau;
sO phoi hinh cau, s6 phoi hinh tim; s6 phoi hinh thuy 16i, s6 phoi trudng thanh; khbi
lwong twoi (mg); khéi luong kho (mg); ham lugng chlorophyll tong (nmol/cm?) sau
1,2, 3 va 4 thang nudi cy.

2.3.1.2. Thi nghiém 2: Nghién citu anh huong cia diéu kién SMG 1én sw phat
sinh mé seo va chéi ciia mdu cdy la cdy Ddu tdy nudi cdy in vitro

Mau 14 in vitro dugc cat thanh hinh vudng (kich thude 0,5 x 0,5 cm) va nudi
cdy trong cac dia petri nhua (dudng kinh 60 mm va chiéu cao 15 mm) chta 5 mL
moi trudng MS b sung 1 mg/L TDZ, két hop véi 0,1 mg/L IBA, 30 g/L sucrose va
8 g/L agar [104]. Pia nudi cdy dugc dan kin béi mang parafilm M trong diéu kién
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v triing rdi gan 1én thiét bi Clinostat 2-D. Di chimg 1a cac dia nudi cdy duoc dit &
diéu kién trong luc thuc 1 g cta G.

Chi tiéu theo doi: Ty 1€ cdm trng mo seo (%), ty 1€ khong cam trng mo seo, ty
1¢ tai sinh chdi (%), khdi lwong twoi (mg) va khéi luong kho (mg) ctia mau ciy
duoc thu nhan sau 2, 3, 4 va 6 tudn nudi cly.

2.3.1.3. Thi nghiém 3: Nghién ciru anh huéng cua diéu kién SMG 1én suw phat
sinh mé seo va ré bat dinh ciia mau Iéng than cdy Diép ha chau ddng nudi cdy in
vitro

Mau 16ng than (chiéu dai 10 mm va dudng kinh 1 mm) duogc cit doi theo
chiéu doc va mit cat duoc dat Up trén dia petri (duong kinh 60 mm va chiéu cao 15
mm) chira 5 ml mdi truong MS bd sung 0,5 mg/L BA, 30 g/L sucrose va 8 g/L agar
[105]. Pia nudi cay duoc dan kin bsi mang parafilm M trong diéu kién vo tring roi
ge“in 1én thiét bi Clinostat 2-D. Déi ching 1a cac dia nudi céy duoc dit & diéu kién
trong lyc thyc 1 g cua G.

Chi tiéu theo ddi: Ty 1é cam tmg md seo (%), ty 1¢ hinh thanh ré bat dinh (%),
khéi luong twoi (mg) va khéi luong khd (mg) cua miu cdy duoc thu nhan sau 2, 3
va 4 tuan nudi cdy.

2.3.1.4. Thi nghiém 4: Nghién ciru dnh hwéng cia diéu kién SMG lén ham
lwong va ty 1¢ hormone ngi sinh trong qud trinh phat sinh SES cdy hoa Thu hai
dwong, choi cdy Ddu tdy, mé seo va ré bat dinh cdy Diép ha chdu ddng nudi cdy in
vitro

Quaé trinh tach hormone dya vao phuong phap cua Tang va cong su (2011)
[106] véi mot sé diéu chinh cho phi hop. Theo dd, trai qua cac bude sau:

- Bude 1: Chuan bi mau

Dbi voi cay hoa Thu hai dudng: Tai mdi thoi gian nubi cay sau 1, 2, 3 va 4
thang tudi & diéu kién SMG va G trong thi nghiém 1, cac SEs tuoi dugc thu nhan
v6i khdi luong 2 g.

Dbi véi cay Dau tay: Tai thoi gian nudi ciy sau 6 tuan tudi & diéu kién SMG
va G trong thi nghiém 2, céc choi tuoi duge thu nhan véi khéi lugng 2 g.

Dbi véi cay Diép ha chau ding: Tai thoi gian nudi ciy sau 4 tuan tudi & diéu
kién SMG va G trong thi nghiém 3, cic mé seo tuoi duge thu nhan véi khéi luong 2

g va cac ré bat dinh twoi duoc thu nhan voi khdi luong 1 g.
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- Budce 2: Xur Iy mau

Cac mau da thu nhan dugc dé riéng va nghién nho trong hdn hop dung méi
gom CHCls:MeOH:HCOOH:H,0 (25:60:5:10, v/v/v) theo ty 18 1 mL dung mdi cho
0,1 g mau. Sau d6 hdn hop duoc chiét & -30°C trong 4 gio (Mau duoc chia 1am hai
phan, mot phan gitr nguyén mau va mét phan bé sung ndi chuan co nong do xéac
dinh). H3n hop mau nay duoc ly tdm lanh & 4°C, sau d6 thu nhan phan néi phia trén
cho vao 6ng sach. 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 rin SPE-Cis. Cot
chiét SPE dugc rira giai voi dung mdi MeOH. Dung dich thu duoc dem c6 quay &
ap suat chan khong, nhiét d¢6 50°C dé loai dung moi va hoan nguyén véi 1 - 2 mL
nuéc ¢6 pH = 2 (diéu chinh bang axit formic).

- Budc 3: Phan tach va thu nhan hormone n6i sinh

Hé thong Thermo-Ultimate 3000 HPLC (Thermo Scientific, Hoa Ky) véi cot
Hypersil C18 BDS vai kich thugc hat 250 mm x 4,6 mm, 5 um va két hop voi may
do UV theo ddi ¢ budc song 254 nm dugc sir dung. Hé dung moi dugc sir dung bao
goém 70% (A) metanol 30% (B) nudc Milli-Q dugce axit hoa bang céch st dung 10
mM amoni acetate véi téc d6 0,7 mL/ph(t, thé tich mau 5 pL, nhiét do 30°C cho
axit Indole-3-acetic (IAA), Gibberellin A3 (GAs), N6-isopentenyladenine (2iP),
trans-Zeatin (ZEA), Kinetin (KIN) va axit Abscisic (ABA) va véi cot Hypersil
GOLD PFP duoc trang bi véi kich thuéc hat 150 mm x 2,1 mm, 3 um va két hop
véi mot may do UV theo dbi ¢ budc song 280 nm da duoc sir dung. HéE dung méi
duoc sir dung bao gom 20% (A) acetonitril 80% (B) Milli-Q duoc axit hoa bang
axit formic 0,1% véi téc do dong 0,3 mL/phdt, thé tich tiém mau 2uL, nhiét do
35°C cho axit Salicylic (SA), N-acetyl-5-methoxytryptamine/Melatonin (MEL).
Nong do caa céc hormone dugc tinh toan dya trén dudng chuan caa céc chat chuan
cu thé. Cac duong chuan duoc xay dung dya trén ty 18 gitra dién tich peak sac ky
ctia mdi phan tich dung dich chuan véi dién tich cia chat chuan noi trong tng. Cac
chat chuan tuong tng duoc mua tir Sigma-Aldrich®, Hoa Ky.

Chi tiéu theo doi: Ham lugng AUX, CKs (KIN, 2iP va ZEA), GAs, ABA
(1g/g chit tuoi); ty 18 AUX/CKs, AUX/GAs, CKS/GAs, CKS/ABA sau 1, 2, 3 va 4

thang nuoi cay doi véi SEs cay hoa Thu hai dudng; sau 6 tuan nudi cay doi voi choi
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cay DAau tdy; sau 4 tudn nudi cdy ddi voi mé seo va ré bit dinh ciy Diép ha chau
déng.

2.3.1.5. Thi nghiém 5: Nghién ciru dnh huong ciia diéu kién SMG [én hoat tinh
enzyme khdng oxy héa trong qud trinh phdt sinh mé seo cdy Ddu tdy, mé seo va ré
bdt dinh cdy Diép ha chdu ding nudi cdy in vitro

- Xac dinh hoat tinh cac enzyme khang oxy hoa:

+ Chuan bi mau:

Dbi voi cay Dau tay: Tai mbi thoi gian nudi cdy sau 2, 3, 4 va 6 tuan tudi ¢
diéu kién SMG va G trong thi nghiém 2, cac mé seo twoi dugc thu nhan véi khoi
lugng 0,3 g.

Dbi v6i cay Diép ha chau dang: Tai mdi thoi gian nubi cdy sau 2, 3 va 4 tuin
tudi ¢ diéu kién SMG va G trong thi nghiém 2, cic mo seo tuoi duge thu nhan véi
khéi lwong 0,3 g va cac ré bat dinh twoi dugc thu nhan véi khdi lugng 0,3 g.

+ Xt Iy mau:

Cac mau da thu nhan dugc dé riéng va nghién trong nito 1ong thanh bot min;
sau d6, ddng nhat mau trong 2 mL dung dich dém phosphat 0,1 M ¢6 pH 7.4 chira
0,1 mM axit ethylene diamine tetraacetic. Hon hop chita mau duogc ly tam & toc do
15.000 rpm trong 20 phiit & 4°C. Phan ndi phia trén sau d6 duoc thu nhan va bao
quan trong diéu kién lanh (4°C) dé x4c dinh hoat tinh ciia cac enzyme khing oxy
hoa bao gom SOD, CAT va APX.

Hoat tinh SOD dugc xac dinh thong qua phan tng pyrogallol v41 qua trinh
oxy hoéa voi su hién dién ctia oxy trong khong khi, tao ra san phém va hép thu budc
song 320 nm. SOD trong mAu xuc tac phan tng phan huy cac gbe peroxide (-0-0-),
ngan chin qué trinh ty oxy héa cta pyrogallol. Ty 1& trc ché phan anh hoat dong ciia
superoxide effutase trong mau. Mot don vi hoat d6 cua enzyme (U/g) 1a sy tc ché
50% qua trinh tu oxy hoa pyrogallol, duoc xac dinh boi sy thay doi do hap thu ¢
320 nm theo cong thirc: Pon vi enzyme (U/g) = (% bi trc ché/50) x ty 1¢ pha lodng
[107].

Hoat tinh CAT trong miu thir duoc xac dinh bang cach cho mau phan img véi
100 pL H202 65 mM trong 2 phat, H202 con lai sau khi phan tng s& dugc két hop
v6i 100 L ammonium molybdate (NHsM07024) tao phitc hop mau vang va hap thu
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0 budc song 405 nm. Mot don vi hoat d6 catalase (U/g) twong duong véi 1 umol
H20: thuy phan trong 1 phit theo phuong phap ctia Goth va cong sy [108].

Hoat tinh APX duoc xac dinh theo phuong phap ctia Nakano va Asada [109].
Enzyme APX trong miu s& oxy héa va lam giam sy hap thu t6i da cua ascorbate &
bude séng 290 nm. Pon vi hoat d6 cuia APX (U) duogc tinh bang cach ghi lai d6 hap
thu t6i da cta ascorbate (290 nm) véi sy hién dién cua 0,5 mM H20: trong 3 pht.
Luong ascorbate oxy hoa dugc tinh tryuc tiép voi hé s6 hép thu l1a 2,8 mM/cm. Mot
don vi hoat d6 enzyme (U/g) 1a luong APX cén thiét dé oxy héa 1 umol ascorbate
trong 1 phut & diéu kién thi nghiém.

- X4c dinh hoat tinh bat goc tuw do DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl):

Phuong phap xac dinh DPPH duogc phat trién boi Blois [110] dya trén phan
g cac chat chong oxy hoa c6 trong miu voi goc DPPH, chat chong oxy héa s&
khir DPPH* (mau tim) thanh DPPH (méau vang nhat) lam giam d¢ hap thu & budc
s6ng 517 nm. Phan tram bét gbc tu do (Radical scavenging activity) duogc tinh theo
cong thic:

Ak — Am

RSA (%) = =

100

Trong d6: RSA: Radical scavenging activity (%); Ak: Mdt @6 quang ong chira
mau trdang; Am: Mdt do quang ong chiva mdu thir.

- X4c dinh ham luong phenolic tong:

Ham luong phenolic tong dugc xac dinh bang phuong phap quang phd so mau
v6i thude thir Folin — Ciocalteu [111]. Thudc thir s& chuyén mau tir vang sang xanh
dam khi c6 chat khang oxy hoa. Ham luong phenolic tong cé trong mau phén tich
duogc tinh theo duong luong axit gallic (mg GAE) hap thu trén 100 g chat kho ¢
budc song 770 nm.

Chi tiéu theo doi: Hoat tinh enzyme SOD (U/g), CAT (U/g), APX (U/g), hoat
tinh bat gbc tu do DPPH (%RSA) va ham lugng phenolic tong (mg/100 g chét kho)
duge thu nhan sau 2, 3, 4 va 6 tuan nudi céy ddi v6i mé seo cay Dau tay; sau 2, 3 va

4 tuan nudi cay doi véi mod seo va ré bat dinh cay Dié€p ha chau dang.
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2.3.1.6. Thi nghiém 6: Nghién ciru anh huéng cia diéu kién SMG Ilén su tich
lily hop chat thir cdp trong qud trinh phat sinh mé seo va ré bdt dinh cdy Diép ha
chdu ddng nuéi cdy in vitro

Qué trinh phan tach cac hop chat tht cdp (lignan va flavonoid) dwa vao
phuong phap cua Murugaiyah va Chan [112] véi mot sb diéu chinh cho pha hop.
Cu thé, miu mb seo twoi va ré bat dinh tuoi 4 tudn tudi ¢ diéu kién SMG va G trong
thi nghiém 3 duoc thu nhan véi khéi luong 10 mg/mdi mau, dé riéng va duoc
nghién nho. Tiép theo, st dung dung mai chiét MeOH (ty 1& 1/10), chiét trong thoi
gian 10 phit bang hé thong chiét siéu am dau do, loc dung dich thu dugc. Sau do,
can chiét tiép tuc chiét Iap lai 2 1an voi dung méi chiét MeOH. Hdn hop dung dich
thu duoc ¢6 loai dung mdi bang hé thdng cd quay chan khéng. Cao thu duoc hoa
tan bang MeOH va dinh muc trong binh dinh mac 10 mL. Dung dich mau dwgc loc
qua mang loc 0,45 um, sau dé tiém vao hé théng sac ky long siéu hiéu niang ghép
dau do UV (UHPLC-UV Ultimate 3000 cua Hang Thermo, MY¥), qua cot BDS
Hypersil C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) dé phan tach cac hop chat. Dung méi pha
dong gdm MeOH (A) va 0,1% H3sPO4 (B). Qua trinh phan tach theo ché do gradient
nhu sau: tr 0 dén 0,5 phut 97% B, tir 0,5 dén 8,0 phit 97-83% B, tir 8,0 dén 10,0
phit 83-70% B, tir 10,0 dén 15,0 pht 70-55% B, tir 15,0 dén 20,0 phit 55-5% B, tr
20,0 dén 22,0 phut 5-97% B, tir 22,0 dén 23,0 phit 97% B. Téc do dong 1,0 ml/phat
Vi thoi gian chay mau 23 phat. Sir dung dau do UV véi tan s6 song am 28 kHz,
budc séng 265 nm, nhiét do cot 30°C, qua trinh tiém mau bang hé théng tu dong voi
thé tich mau tiém 12 5 pl. Tinh toan két qua dua vao phuong trinh duwong chuan cua
cac chat chuan ¢ cung diéu kién. Trong d6, cac chat chuan (Rutin, quercetin,
hypophyllanthin va phyllanthin) da dugc dat mua tir Sigma-Aldrich®, Hoa Ky.

Chi tiéu theo doi: Ham lugng flavonoid (rutin va quercetin) va lignan
(hypophyllanthin va phyllanthin) (ug/g chat tuoi) dugc thu nhan sau 4 tuan nudi

cay.
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2.3.1.7. Thi nghiém 7: Nghién ciru dnh hwdng cia diéu kién SMG 18n sy
chuyén héa nang heong (tinh bot va dwong) trong qud trinh phat sinh SEs cay hoa
Thu hdi dwong nudi cdy in vitro

- Phuong phap dinh lugng tinh bot:

Trong mdi thoi gian nudi ciy sau 1, 2, 3 va 4 thang tudi & diéu kién SMG va
G trong thi nghiém 1, cac SEs twoi dugc thu nhan véi khéi lugng 0,3 g; sau do, ria
trong nudc cat, lam dong kho va nghién bang cbi va chay trudc khi phén tich tinh
bot. Sy phan huy cua mau dugc thuc hién trong 5 phut va dugc theo dbi bang céch
quan sat dudi kinh hién vi. Cac miu cay duogc lay ra khoi cbi va chay bang dung
moi acetone. Tinh bot trong mau duoc thily phan thanh maltodextrin bdi a-amylase
(3000 Um/L) va sau d6 dugc thuy phan thanh glucose béi amyloglucosidase (3300
Um/L). Dung dich trang dugc chuan bi bang 0,1 mL nudc cat véi viéc bo sung 3
mL GOPOD (glucose oxidase-peroxidase). Ham lugng tinh bot tong dugc xac dinh
bang dung dich thudc thir tring v6i d6 hdp phu cuc dai & bude séng 510 nm cua
may do quang phd. Ham lugng tinh bot tong (I) (% w/w DW) xac dinh theo cong
thirc: 1 = A x F/W x 90; trong do, A la hé 50 hdp thu cua dung dich thir so voi mau
trang; F la hé so chuyén doi tir gid tri A6 hdp thu sang gid tri glucose va W la khéi
lieong ciia madu thir (mg) [113].

- Phuong phép dinh lugng duong:

Trong mdi thoi gian nudi cay sau 1, 2, 3 va 4 thang tudi ¢ diéu kien SMG va G
trong thi nghiém 1, cac SES tuoi dugc thu nhan véi khdi luong 0,3 g rdi cét thanh
tirng miéng nho bang dao (d6 day 0,2 - 0,3 cm) sau d6 duoc dong lanh, nghién bang
cdi va chay trudc khi phan tich duong. Tat ca cac mau da dong nhat duoc bao quan
trong tui nhya (-18°C). Pudng trong mau duogc kiém tra bang cach sir dung thude
thir GOPOD véi do hap thu cuc dai & bude s6ng 510 nm ciia may do quang phd va
D-glucose duoc str dung 1am d6i chting. Ham luong dudng ctia miu duge xac dinh
béng cach su dung thude thir axit 3,5-dinitrosalicylic dua trén do hép thu cuc dai &
budc séng 540 nm ciia may do quang phod, trong khi nude cit duge sir dung 1am ddi
chtng. Trong d6, D-glucose sir dung nham x4y dung dudng chuan dé tinh toan ham
luong duong. Ham luong duong (S) (mg/g DW) duoc xac dinh theo cong thuc: S =
A x n x VIm; trong d6, A la ham heong dwong trong dung dich mdau da pha lodng
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(mg/g); n la hé sé pha lodng; V la thé tich dung dich chudn (mL) va m la khéi liwong
ciia mau thir (g) [114].

Chi tiéu theo doi: Ham lugng tinh bot va duong cua SEs sau 1, 2, 3 va 4 thang
nudi cdy. Riéng trong giai doan SEs 1 thang tudi ghi nhan ham luong tinh bot va
duong ¢ cac mdc thoi gian 5, 10, 15, 20, 25 va 30 ngay.

2.3.1.8. Thi nghiém 8: Nghién ctru ghi nhdn sw sinh truong o moi truong trong
liee thuee ciia choi va cdy con Thu hdi dwong, cdy Ddu tdy c6 nguén goc nudi cdy in
vitro dudi diéu kién SMG

Thi nghiém 8.1. Nghién cuu ghi nhdn sy sinh truong ¢ moi truong trong luc
thiee ciia choi va cdy con Thu hdi dwong cé nguén goc nudi cdy in vitro dwdi diéu
kien SMG

Céc SEs 3 thang tudi c6 ngudn goc dudi didu kién SMG va G duoc cay trong
moi trudng MS bé sung 30 g/L sucrose, 8 g/L agar va khong co chat diéu hoa sinh
trudng thyc vat dé tao choi.

Céc chdi ¢6 chiéu cao 1,5 cm ¢6 2 14 duge tach tir cum chdi in vitro c6 ngudn
gbc dudi diéu kién SMG va G duoc cdy trong mdi trudong MS bd sung 30 g/L
sucrose, 8 g/L agar va khong co chat diéu hoa sinh truong thuc vat dé tao cay con
hoan chinh.

Céc binh nubi cay duoc dit ¢ diéu kién trong luc thuc 1 g.

Chi tiéu theo ddi: S6 chdi, chiéu cao chdi (cm), s6 14, dién tich 14 (cm?), khoi
luong tuoi (mg), khéi lugng kho (mg), ham luong chlorophyll téng (nmol/cm?)
duoc thu nhan sau 1 thang nudi cay dbi véi thi nghiém tao choi.

Chiéu cao cdy (cm), sd r& chinh/cay (1), chiéu dai r& chinh (cm), sb la/cay
(13), khéi luong tuoi (mg), khéi lwong khd (mg), ham luong chlorophyll tong
(nmol/cm?) duogc thu nhan sau 3 thang nudi cay dbi véi thi nghiém tao cdy con hoan
chinh.

Thi nghiém 8.2. Nghién cvuu ghi nhdn sy sinh truong ¢ moi truong trong luc
thwc ciia choi va cdy con Ddu tdy ¢é nguon goc nudi cdy in vitro dwdi diéu kién
SMG

Céc chdi cao 1,0 cm véi 3 14 ¢6 nguén géc dudi diéu kién SMG va G duoc
cdy trén moi trudng MS bo sung 0,5 mg/L BA, 0,2 mg/L AgNPs, 8 g/L agar va 30
g/L sucrose dé nhan choi [115].
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Céc chdi cao 2,0 cm v6i 4 14 tach tir cum chdi in vitro ¢6 ngudn gbe nudi cay
duéi diéu kién SMG va G duoc cdy trén moi truong MS bd sung 0,02 mg/L NAA,
0,5 mg/L AgNPs, 8 g/L agar va 30 g/L sucrose dé tao r& va cdy con hoan chinh
[115].

Cac binh nuoi céiy duoc dat ¢ diéu kién trong luc thuc 1 g.

Chi tiéu theo ddi: S6 chdi/miu, chiu cao chdi (cm), khéi luong tuoi (mg),
khéi luong kho (mg), hoat tinh CAT (U/g), APX (U/g), Ham luong phenolic
(mg/100 g chit kho) dugc thu nhén sau 4 tuan nudi cay ddi véi chdi.

Chiéu cao ciy (cm), sd 1a/cay, chiéu rong 14 (cm), sb 1r&/cay, chiéu dai ré (cm),
khéi lugng tuoi (mg), khoi lugng kho (mg) duoc thu nhan sau 2 tudn nudi ciy doi
véi cay con.

2.3.1.9. Thi nghiém 9: Nghién ciru ghi nhdan sy tang sinh ¢ moi truong trong
liee thue ciia mé seo cdy Diép ha chdu dding c6 nguon géc nudi cdy in vitro dudi
diéu kién SMG

Cac mau mod seo khoe manh cua cdy Diép ha chau déng véi khoi luong 200
mg c6 ngudn goc tir diéu kién SMG va G dugc cdy vao mdi trudng MS bd sung 1
mg/L 2,4-D va 8 g/L agar [105]. C4c binh nudi cay dugc dat ¢ diéu kién trong luc
thuc 1 g.

Chi tiéu theo ddi: Khéi luwong twoi (g), khdi luong khé (g) ham lugng
flavonoid (rutin va quercetin) va lignan (hypophyllanthin va phyllanthin) (ug/g chét
twoi), ham luong hormone SA va MEL (ug/g chat twoi) dugc thu nhin sau 4 tuin
nudi cdy.

2.3.1.10. Thi nghiém 10: Nghién ciru ghi nhdn su thich nghi ¢ vwon wom cua
cdy con Ddu tdy nguon goc nudi cdy in vitro dwéi diéu kién SMG.

Cay con c6 ngudn gdc nudi cdy dudi didu kién SMG va G duoc thu nhén, ria
sach agar; sau do, trong vao vi x0p v&i gia thé dat sach (Cong ty Trang Trai Viét,
Thanh phé H6 Chi Minh, Viét Nam) va dat ¢ diéu kién vuon wom. Cay con duoc
twdi phun swong 2 1an/ngay trong tudn dau sau khi trong, sau d6 tuéi 1 lan/ngdy vao
sang som, tranh nudc dong nhiéu lam cay con bi thdi ngon va ré. Ciy con da séng
sot & vi xbp s& dugc chuyén qua trong vao cac chau nhua dé ghi nhan su thich nghi

va hinh thanh ngoé.
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Chi tiéu theo ddi: Chiéu cao cdy (cm), s6 14, chiéu rong 14, s6 r&, chiéu dai ré
(cm), khéi luong twoi (mg), khdi lugng khd (mg), ham lwong chlorophyll tong
(nmol/cm?) duoc thu nhan sau 4 tuan tréng & diéu kién vudn vom.

Thoi gian hinh thanh ngd (ngay), ty 1¢ hinh thanh ngé (%), sé ngod/cdy, chiéu
dai ngé (cm), sb 14, khéi lwong twoi (mg) va ham luwong chlorophyll tong
(nmol/cm?) caa ng6 dugc thu nhan sau 8 tuan trong & diéu kién vudn wom.

2.3.2. Phwong phép quan sat hinh thai

- Giai phau hinh thai:

Mau SEs ctia cay hoa Thu hai duong duoc giai phau, nhuém don va quan sat
dudgi kinh hién vi quang hoc bao gom cac budc sau: (1) Cac mau ciy ¢ cac thi
nghiém duoc cb dinh bang xdp va cat thanh céc lat mong (30 - 40 um); (2) Ngam
mau da cit trong dung dich Javel 10% khoang 15 phat dé tay trang; sau do, rua lai
mau cay bang nudc cat cho dén khi sach Javel (3 lan); (3) Cac mau sau khi ria
duoc ngam trong axit axetic 10% khoang 15 phdt, rira lai bang nudc cat cho dén khi
sach axit axetic (3 lan); (4) Nhuéom mau bang hon hop dung dich xanh methylen
0,3% va do carmine 1,0 % (Sigma-Aldrich®, Hoa Ky) trong 3 phdt; rira lai cac mau
bang nuéc cat dén khi mau khéng con pham nhuom (3 1an); (5) Mau duoc Ién lam
kinh c6 bo sung 1 giot nudc hodc glycerine; sau do day lamen va quan sat, chup
hinh duéi kinh hién vi quang hoc OLYMPUS CH30 (Nhat Ban) ¢ céac vat kinh
khac nhau (x10, x40, x100) [116].

- Quan sat khi khong:

(1) Cac md biéu bi tir mat dudi cta 14 cua phdi SEs cdy hoa Thu hai duong 3
thang tudi dugc tach ra bang kim miii mac; (2) Phu 16p lanolin méng trong sudt 1én
biéu bi, dé kho roi tach 16p lanolin ra; (3) Pit biéu bi trén lam kinh chtra mot giot
nuéc cat, diy lamen rdi quan sat va chup lai bang kinh hién vi quang hoc
OLYMPUS (Nhat Ban) ¢ cdc vat kinh khac nhau (%10, x40, x100) (x10, x40,
x100).

Kich thudc khi khong duoc xac dinh bang phin mém ImageJ phién ban 1.49.

- Pém s6 SEs/mau cay:

Céac SEs duogc thu nhan ¢ cac giai doan 1, 2, 3 va 4 thang tudi duoc quan sat
dudi kinh hién vi soi noi, tich va phan loai theo hinh thai dé phan biét cc giai doan

phat trién ciia SE.
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2.3.3. Piéu ki¢n nuéi cy

In vitro: Cac mau cdy duoc cdy vao dia petri hodc binh nuéi cdy tly theo giai
doan thi nghiém va dat trén cac ké cach mat dat 1,0 m. Phong nuoi céy duoc cai dat
nhiét do khoang 25 + 2°C, d6 am twong dbi 55 - 60%, anh sang dén huynh quang
chiéu theo phuong ngang (song song véi truc quay thiét bi Clinostat 2-D dé dam
bao tAt ca mau ciy duoc tiép xtic voi anh sang) v6i thoi gian chiéu sang 16 gio/ngay
va cuong do anh sang 40 - 45 pumol.m2.s2.

Trong giai doan nghién ctru qué trinh phét sinh hinh thai: 6 mau cdy cua cay
hoa Thu hai duong duoc bd tri dit trong dia petri (dudng kinh 90 mm va chiéu cao
15 mm) sao cho vi tri ctia cAc mau cach tdm tryc quay 1,5 - 2,5 cm. Trong khi do,
dbi v6i thi nghiém trén cdy Dau tay va cdy Diép ha chiu ding, 1 miu dugc dit
trong dia petri (duong kinh 60 mm va chiéu cao 15 mm) sao cho vi tri ciia cic mau
ngay tam tryc quay thiét bi Clinostat 2-D. Viéc b tri miu theo nguyén tic di duoc
mé ta nhim dam bao luc gia tde tac dong lén mau luén nho hon 2,8 x 102 g, day la
thong s6 dam bao mau di o diéu kién SMG [23]. Luc gia toc duoc xac dinh theo
cong thie F' = 1,11825 x 10 x w? x L (trong d6: w 14 tdc d6 quay tinh bang rpm; L
1a khoang cach tir tim truc quay dén mau tinh bang cm) [27].

Céc dia petri duoc ¢ dinh trén bd phan quay cua thiét bi Clinostat 2-D véi tdc
d6 quay 2 rpm (diéu kién SMG) [103]; d6i chung 12 miu cay dugc dat dudi diéu
kién trong luc thuc 1 g ciia mat dat (diéu kién G). Thiét bi Clinostat va mau dbi
chung duoc dat trén cac ké cach mit dat 1 m trong phong nudi cay.

Ex vitro: Cay con dugc thu nhan ¢ diéu kién in vitro va trong ¢ vudn wom
Vién Nghién ctru Khoa hoc Tay Nguyén véi nhi¢t d§ ban ngay khoang 25 + 2°C va
ban dém khoang 17 + 5°C, d6 am khoang 75 - 80% véi anh sang tu nhién duogc che
sang bang ludi den 50%, pH cua dit khoang 6,5. Ciy con dugc thu nhan, rira agar
va tréng vao vi x6p véi gia thé dat sach (Cong ty Trang Trai Viét, Thanh phd Hb
Chi Minh, Viét Nam). Cay con dugc tudi phun suong 2 lan/ngdy trong tudn dau sau
khi trong, sau d6 tudi 1 1an/ngay vao sang sém, tranh nude dong nhiéu 1am ciy con
bi thdi ngon va ré.

2.3.4. Phwong phdp xir Iy so ligu

Mdi thi nghiém trén cdy hoa Thu hai duong dugc lp lai 3 1an véi 12 dia

petri/nghiém thtrc (6 mau cay/dia petri) cho muc tiéu nghién ctru phat sinh hinh théi
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va lip lai 3 1an véi 20 binh nudi ciy/nghiém thirc (1 miu ciy/binh) cho muc tiéu
nghién ctru sinh trudng in vitro.

MB&i thi nghiém trén cdy Dau tdy duoc lip lai 3 1an voi 50 dia petri/nghiém
thirc (1 mau cy/dia petri) cho muc tiéu nghién ctru phat sinh hinh thai; lap lai 3 lan
v6i 20 binh nudi cay/nghiém thire (1 mau ciy/binh) cho muc tiéu nghién ciru sinh
truéng in vitro va 1ap lai 3 1an véi 20 chau/nghiém thic (1 cay/chiu) cho muc tiéu
nghién ctru sinh trudng ex vitro.

Mbi thi nghiém trén cAy Diép ha chau déng dugc 1ap lai 3 lan vé6i 50 dia
petri/nghiém thtrc (1 mau cay/dia petri) cho muc tiéu nghién ctru phat sinh hinh thai
va lap lai 3 1an véi 20 dia petri/nghiém thirc (1 miu ciy/dia petri) cho muc tiéu
nghién ctru sinh trudng in vitro.

Pbi voi cac thi nghiém phan tich cac chi tiéu sinh hoa, miu duoc xur ly dé
thu dich chiét roi chia 1am 3 phan, sau d6 dem phan tich dé dam bao s6 lan lip lai 1a
3 lan.

S liéu dugc phan tich théng ké bang phan mém SPSS phién ban 20.0 dé so
sanh su khac biét dang ké giita cac gia tri trung binh bang kiém dinh ANOVA 1 yéu
t6 (voi phép thir Tukey) hodc kiém dinh t-Test tly theo ting thi nghiém véi mic ¥
nghia p < 0,05. Cac bang va biéu d6 duoc tao boi phan mém Microsoft Excel 2016.

2.4. Pia diém va thoi gian nghién ciu
2.4.1. Pia diém nghién ciru

Trung tdm Khoa hoc cong nghé Dugc Sai Gon (SAPHARCEN) - Pai hoc Y
dugce Thanh phé H6 Chi Minh: Phén tich hoat tinh enzyme khang oxy hoa.

Vién Cong ngh¢ sinh hoc va Méi truong (IBE) - Truong DPai hoc Tay
Nguyén: Xac dinh ham lugng dudng va tinh bot, hormone noi sinh, hop chét thir
cap.

Vién Nghién ciru Khoa hoc Tay Nguyén: Thyc hién tat ca cac thi nghiém
nghién ctru con lai lién quan dén luan an.

2.4.2. Thoi gian nghién ciru

Thoi gian thuc hién luan an: Tir thang 5/2020 dén 5/2023.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Anh huwéng cia didu kién SMG 1én sy phat sinh SES ciia miu cay p-
tTCL ciy hoa Thu hai dwong nudi cay in vitro
Két qua ghi nhan duoc cho thy diéu kién SMG khong anh huong dén kha
ning tai sinh cla cac mau cdy véi ty 18 tai sinh déu dat 100% & nghiém thirc SMG
va G sau 30 ngay nudi cay (Hinh 3.1A-D). Tuy nhién, vao ngay nudi cdy thir 14,
cac mAu cdy cua nghiém thirc SMG d3 bit ddu xay ra hién tuong cam tGng (Hinh
3.1B); trong khi van chua c6 té bao biéu bi ndo ctia miu cta nghiém thirc G ¢6 hién
tugng nay (Hinh 3.1A). Hon nita, quan sat hinh thai cho thay su phat sinh SES tir
mo seo sinh phoi trong diéu kién G (Hinh 3.1C) xay ra véi toc do cham hon so véi
diéu kién SMG (Hinh 3.1D) sau 30 ngay nudi cay. C6 thé thay diéu kién SMG da
rt ngan thoi gian cam tng phat sinh SES so voi nghiém thic ¢ diéu kién G (khoang
5 ngay) (Hinh 3.1E). Két qua nay cho thiy rang du chi tiép xuc trong thoi gian ngan

v6i diéu kién SMG nhung n6 ¢6 nhiing tac dong som 1én sy cam Gng SES ¢ cay hoa

Thu hai duong.
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Hinh 3.1. Anh huodng cta diéu kién SMG 1én sy cam tmg SES cia méu p-tTCL cay
hoa Thu hai duong in vitro sau 30 ngay nudi ciy

A, B: Qua trinh tao SEs bat dau tir 16p bicu bi té bao mau p-tTCL sau 15 ngay nudi
cdy (mili tén chi su cam Ung cua té bao); C, D: Biét hoa SEs tir md seo sinh phdi
sau 30 ngay nudi cdy; E: Thoi gian cam tng cua md sco sinh phoi; *Su khac biét
dang ké giira cac gia trj trung binh theo phép thir Tukey (p < 0,05). Hinh anh dugc
quan st dudi kinh hién vi ¢ vat kinh x40.
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Hinh 3.2. Anh hudng cuia diéu kién SMG 1én céac giai doan phat trién ciia SES &
mau p-tTCL ciy hoa Thu hai dudng in vitro sau 1, 2, 3 va 4 thang nudi ciy

A-C: Cac giai doan phat trién cua SEs quan sat duoi kinh hién vi & vat kinh x40,
tam giac kép chi 16p biéu bi cua té bao mau cay p-tTCL; A. Su hinh thanh ph6i hinh
cau (mili tén kép) va phoi hinh tim (mii t€n) sau 2 thang nudi ciy; B: Sy hinh thanh
da phoi sau 3 thang nu6i cay, C: Sy hinh thanh ph6i hinh ngu 16i sau 2 thang nuoi
cdy; D: Sy hinh thanh ré& bat dinh (miii tén) tir 16p biéu bi cua té bao mau p-tTCL
sau 2 thang nudi cay; E: Ty 1& cac loai SES; F: Tong s6 SEs tai cac thoi diém ghi
nhan; *Su khac biét dang ké giita cac gia tri trung binh theo phép thir Tukey (p <
0,05).
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Sau 3 thang nudi cdy, két qua cho thy c6 hai chuong trinh biét hoa di dién
ra trong ca diéu kién SMG va G d6 1a SEs (Hinh 3.2A-C) va ré bat dinh (Hinh
3.2D). Trong d6, SEs 1a chu yéu trong khi co quan ré bat dinh chi hinh thanh véi sb
luong khong dang ké (dir liéu khong thé hién). Nhitng két qua nay chi ra ring diéu
kién SMG khong hé can thiép dén sy biét hoa té bao miu p-tTCL ciy hoa Thu hai
duong. Hon nira, quan séat hinh thai mé hoc cho thay dué6i diéu kién SMG thi SEs
van trai qua cac giai doan phat trién dién hinh cta phdi soma tuong ty nhu G (Hinh
3.2E).

Céc giai doan phat trién ctia SEs dudi diéu kién SMG d3 duoc quan sat chi
tiét, bao gdm cau trac hinh cau; hinh tim (Hinh 3.2A); mot dang khac da duoc quan
sat goi 1a da phoi (nhitng SES ¢ dang dinh lién thanh mot cum khong thé tach roi)
(Hinh 3.2B); hinh ngu 16i (Hinh 3.2C) va dang truéng thanh (phdi da hinh thanh ré
va 14 mam, hodc tham chi 13 14) (Hinh 3.2D). Céc giai doan phat trién ctia SEs dién
ra kha dong thoi dudi diéu kién SMG va G. Cu thé, sau 1 thang nudi cdy, cac SEs
hinh cau da chiém uu thé (véi ty 18 100%), bat ké c6 hay khong co su hién dién cua
trong luc. VAo thang thir 2 cua qué trinh nudi cdy, tdn s6 SES hinh cau di giam
manh, ma thay vao do 1a su xuét hién cua SES & giai doan hinh tim va ngu 161 trong
ca nghiém thirc SMG va G; cling nhu day di 1a thoi diém duy nhat xuét hién SEs
hinh tim. Trong giai doan 3 - 4 thang nudi ciy thi SEs & giai doan hinh cu va hinh
tim d& hoan toan cham dut va chuyén tiép thanh cac SEs & giai doan hinh ngu 16i,
truong thanh va da phoi trong ca hai nghiém thtrc. Trong d6, SEs ¢ cdu tric da
phoi & ca hai diéu kién SMG (4% va 9%) va G (10% va 14%) chiém ty 1& thap hon
cac dang con lai (Hinh 3.2E). Nhin chung diéu kién SMG khong anh hudng dén su
phat trién ciia SES; tuy nhién, sy thiéu hut trong luc da gay anh huong dang ké dén
tiém ning tai sinh SES cta cac mau cdy dugc thé hién qua sd luong cia chung &
Hinh 3.2F.

S6 luong SEs tai cac mbc thoi gian 1, 2, 3 va 4 thang duogc ghi lai va thé hién
trong Hinh 3.2F. Két qua cho thay sau 1 va 2 thang nudi ciy thi s6 luong SEs ciia
nghiém thitc SMG va G khong thé hién sy khac biét dang ké vé mat thong ké (p <
0,05). Tuy nhién, sau 3 thang nudi ciy dudi diéu kién SMG, s luong SES cao hon
1,57 lan so véi diéu kién G (62,33 va 39,67 SEs, twong tng). Khi thoi gian tiép xuc

véi diéu kién SMG duoc kéo dai tir 3 dén 4 thang, ) luong SEs cua nghiém thuc
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SMG c6 xu hudng ding lai, biéu hién 1a s6 lwong SES ting 1én khéng rd rang; trong
khi d6, s6 luong SES ctia nghiém thuc G tiép tuc ting tuyén tinh (Hinh 3.2F). Dit
lidu thu dwgc da chimg minh rang diéu kién SMG kich thich sy phat trién SEs; hay
no6i cach khéac su hién dién cua trong luc Kim hdm su phat trién SES cua cay hoa
Thu hai duong.

Céc tac dong cua diéu kién SMG 1én sy phat trién ciia cac SEs da dugc danh
gid thong qua khdi luong tuoi, khdi luong kho va ham luong chlorophyll tong
(Hinh 3.3). Két quéa cho thiy khong c6 su khac biét dang ké nao dugc tim thdy vé
sinh khéi gitta nghiém thitc SMG va G sau 1 va 2 thang nudi cay. Tuy nhién, sy
phét trién ciia cac SEs dugc thuc ddy & mot mirc d6 nao d6 khi tiép xuc véi didu
kién SMG sau 3 thang nudi cdy (Hinh 3.3A); trong d6 khéi luong twoi va khoi
lugng kho ciia cac SEs di gia ting dang ké trong nghiém thurc thiéu vang trong luc
(4485,00 mg va 615,00 mg; twong tng) so véi diéu kién G (3776,67 mg va 476,67
mg; tuong Gng) (Hinh 3.3B). Tuy nhién, khéi lwong twoi va khéi luong kho caa cac
SEs di khong c6 su chénh léch dang ké giita hai nghiém thiic sau 4 thang nudi cay
(Hinh 3.3B). Sau 3 thang nudi cdy, ham lwong chlorophyll cua nghiém thitc SMG
(35,00 nmol/cm?) cao hon dang ké so véi G (26,67 nmol/cm?); trong khi ham lugng
chlorophyll duéi diéu kién SMG da giam khi kéo dai thoi gian nudi ciy 1én 4 thang
va két qua nguoc lai dd dugc ghi nhan trong truong hop ciia G (Hinh 3.3C). Céc két
qua ndy cho thiy, nhitng tac dong tiém tang cua viée tiép xtc dai han véi didu kién

SMG Ién sy phat trién cua thuc vat.
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Hinh 3.3. Anh huong cta diéu kién SMG 1én s phat trién cia SEs & mau p-tTCL
cay hoa Thu hai dudng in vitro sau 1, 2, 3 va 4 thang nudi ciy

A: Qua trinh tao SEs duéi diéu kién SMG va G sau 3 thang nudi ciy; B: Khbi
lwong tuoi va khdi luong kho cua SEs; C: Ham luong chlorophyll tong sb trong 14
ctia SEs truong thanh; *Sy khac biét dang ké giira cac gia tri trung binh theo phép
thir Tukey (p < 0,05).
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Trong giai doan cam tmg SEs, diéu kién SMG dugc xac dinh 13 nguyén nhan
gay nén cam Uung sém cua SES cdy hoa Thu hai duong. Cac nghién ctru hién c6 da
xé4c nhan rang diéu kién SMG gdy ra su ting tbc dang ké qua trinh phan chia t& bao
thuc vat [117], [118]. Nhitng két qua ndy goi ¥ rang diéu kién SMG kich thich c6
lgi cho viéc bat dau hinh thanh SEs.

Trong giai doan hinh thanh va phat trién cia SEs, bat ké su thiéu trong luc
thi SEs van dién ra voi day du va tuan tu theo bon giai doan chinh, bao gom giai
doan hinh ciu, tim, thuy 161 va truong thanh. Bén canh dé cac SEs duogc tai sinh
duéi diéu kién SMG khong c6 bat ky khiém khuyét nao di duoc quan sat. Két qua
tuong tu da dugc bao cAo trén cac SEs cay Ca rdt [119] hay cay Orchardgrass [117]
déu duoc tai sinh tir té bao don dudi didu kién TMG. Céc két qua nay cho thay rang,
cac t& bao soma c6 thé thé hién day du tinh toan ning cua minh dé tao nén nhimng
SEs dudi diéu kién MG. Mic khac, sy phat sinh phoi thong qua hat gidng thi da t6
ra thit bai dudi MG; ching han nhu trén cay LGa mi [120], cay Brassica rapa [121],
[122]. Céc két qua nay dé xuat rang SEs it chiu tac dong cua diéu kién MG, trong
khi su phat sinh ph61 hop tir can duoc can nhéc than trong cho myc dich tao ra hat
gidng trong moi trudng khong gian.

Két qua vé anh hudng cta diéu kién MG 1én SEs d3 dugc cong bd trong mot
sd nghién ctru trude day du cé su khac biét giita cac bao cao nay [117], [119].
Trong truong hop cua cay Ca rdt [119] va Arabidopsis [123] thi hé sb tai sinh SES
khong hé thay doi dudi MG. Nguoc lai, tac dong ti€u cuc cua diéu kién TMG dbi
véi SEs cdy Orchardgrass da dugc bao cao [117], theo d6 SEs giam 70% sau 21 gio
bay vao vii tru. Tuy nhién, viéc xur 1y dé tao ra trong luc lg béng may ly tdm trén
chuyén bay nay (ddi chimg tai chd) khong c6 cho cac thi nghiém lién quan; do d6
cac tac gia dé xuat cac nghién ctru chit ch& hon trude khi dua ra két luan liéu ring
diéu kién MG hay cac yéu t6 khac cta chuyén bay vil try co tac dong téi SEs [117].
Trong truong hop hién tai cdy hoa Thu hai duong, s6 luwong SEs duoc tai sinh tir cac
mau p-tTCL d3 ting cao dang ké dudi diéu kién SMG. Day c6 thé 1a két qua cua sy
thay d6i ham luong hormone néi sinh va cac chat nang lugng dudi diéu kién MG.

Phén tich céc chi s sinh trudng, ty 18 phdi trudng thanh cho thiy, cac SEs
dugc nudi cay dudi diéu kién MG sau 4 thang da bat dau budc sang giai doan gia

hoa. Ham luong chlorophyll tong trong 14 cua cac phoi trudng thanh da duogc ting
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1én 1 rang trong diéu kién MG. Tuy nhién, ham luong chlorophyll giam khi sb
ngay tiép xtc MG ting 1én; két qua twong ty dd duwoc ghi nhan trén cdy Cim
chuéng [124] va cay Lua [9]. Bén canh d6 khéi luong tuoi va khéi luong kho cua
cac SEs déu khong c6 su gia tang dang ké trong khoang thoi gian nay ciing cho thay
su dimg lai sinh trudng dé chuyén sang giai doan gia héa. Mat khac, ty 16 SEs
truong thanh (phoi da nay mam) duéi diéu kién MG thi cao hon déng ké so v6i G
da dugc quan sat. Cac két qua tuong tu da dugc ghi nhan trén nhiéu doi tuong thuc
vat khac nhau vdi nhitng cach giai thich khac nhau. Theo Kordyum va cong su
(2019), MG thiic day cac qué trinh di héa trong té bao dan dén tang tdc su phan hoa
té bao va dong nghia vdi su 1o hoa cua thuc vat dudi stress nay [125]. Sy 140 hoa té
bao thuc vt ciing ¢ thé lién quan dén sy thay d6i ham luong va ty 16 hormone noi
sinh ctia mau cay duéi diéu kién MG.

Qua trinh phat sinh SEs c6 thé dugc thyc hién thong qua hai con dudng 1a truc
tiép hodc gian tiép. Khi qué trinh phat sinh truc tiép, SES s& dugc hinh thanh ¢ phan
mép ciia mau ciy; trong khi do, phat sinh SES gian tiép s& xay ra thong qua su ting
sinh ctia mo seo [126]. Trong nghién ctru ndy, mau ciy sau 14 ngay nudi ciy da
cam tng md seo c6 kha ndng sinh phoéi ¢ nghiém thiec SMG va cham hon 5 ngay &
nghiém thtrc G. Piéu nay cho thay, diéu kién nudi cdy SMG va G ciing anh hudng
1én thoi gian cam tng mau ciy. Ngoai ra, khi cac té bao c6 kha ning sinh phoi duoc
tao ra thi s€ thuc déy té bao tao phoi; do do, cac té bao mébi nay co thé hinh thanh
cac cdu truc c6 kha ning tai sinh mot cdy hoan chinh. Cho dén nay, cic nha khoa
hoc van chua x4ac dinh rd rang 1a lam thé nao cac té bao c6 thé bat dau hinh thanh
phéi ngoai viée cho ring su phan bd auxin khong ddi ximg duoc thiét 1ap dé phoi
hinh thanh [127]. Trong trudng hop phdi hop tir, sy phan chia té bao khong ddi
xung xay ra, trong khi ¢ SES thi diéu nay thuong khong duoc quan sat thdy [127].
Su phan chia phan bao khong ddi xtng ctia hop tir tao ra hai té bao khac nhau: mot
té bao tao ra té bao treo va té bao con lai tao ra phoi. O giai doan bat phan va hinh
cau, su hinh thanh tién bi va sy khéi dau nguyén thiy dién ra [128]. Su van chuyén
va phan bd auxin khong ddi ximg tiép tuc trong cac giai doan nay, tao ra cic md
khac nhau s€ hinh thanh phoi. Sy véan chuyén va tich lily auxin tao ra sy tuong tac
vO1 cac yéu td khac, chéng han nhu cytokinin, dan dén su biéu hién cua cac gen cuy

thé [128]. O céc giai doan phat trién phdi soma nhu hinh cdu, hinh tim, hinh thay 16i
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va hai 14 mam thi cac phoi phdi soma hay phéi hop tir co su gidng nhau vé hinh
thai. Cac nghién ctru chirng minh rang phoi hop tr dugc nudi dudng thong qua mod
phloem; trong khi d6, phoi soma st dung ngudn cung cap carbohydrate ngoai sinh
[129].

Vi vdy, ¢ thé nhan thiy rang c6 nhiéu yéu t6 gy ra sy hinh thanh ph6i soma
nhu loai moéi truong nudi céy, néng dd céac chat diéu hoa sinh truong thuc vat cao va
vét thuong cia mau cy 1a nhitng stress khac co thé khién té bao thuc vat thay doi
chuong trinh t& bao va phén tir cua ching. Trong nghién ctru nay, diéu kién nudi
cdy SMG va G di anh huong dén thdi gian cam ung phdi va hiéu qua cam ung
phoi; trong do6, thoi gian cam g sém hon, sé lwong phdi nhiéu hon va phoi & dang
hinh thay 16i va hai 14 mam nhiéu hon khi miu cdy nuéi cay dudi diéu kién SMG.

Khi khong c6 vai tro quan trong trong viéc trao doi khi giita bén trong co thé
thuc vat va méi truong; do d6 no tac dong dén ning suit cdy trong va hiéu suit trao
d6i khi dé cung cip oxy trong khong khi. Nhu da thé hién ¢ Hinh 3.4, diéu kién
SMG gay ra hinh thai khi khong bat thuong. Vé co ban, cic quan sat hinh thai cho
thay khi khong & diéu kién G c6 hinh bau duc dic trung (Hinh 3.4A); trong khi d6
khi khong ctia nghiém thitc SMG ¢6 hinh elip (thuon dai) va do mo khi khong 16n
hon d3 duoc quan sat (Hinh 3.4B). Duéi diéu kién SMG, céac khi khong c6 chiéu dai
gap 1,4 1an so v6i ddi chimg (Hinh 3.4D); trong khi do, chiéu rong ciia khi khong
khong thay d6i du6i diéu kién SMG (Hinh 3.4C). Bing chimg nay tiét 16 rang viéc
tiép xUc 1au dai v6i didu kién SMG gy ra nhitng bién ddi 16n trong cau trac té bao.

Khi khéng la canh céng kiém soat viéc trao d6i khi cua thuc vat, trong khi
ABA 132 mot phytohormone anh huéng truc tiép dén su phat trién, sy dong/mé cua
khi khong va sy m& rong ciia pavement cells (tién than cta khi khong). O day, su
tiép xuc lau dai véi diéu kién SMG c6 thé da kich thich tong hop ABA va diéu nay
c6 thé c6 lién quan dén su kéo dai bat thuong ciia cac té bao bao vé khi khong cay
hoa Thu hai duong can duoc nghién ctru k¥ ludng hon. C6 nhiéu tai lidu ching
minh rang t6 chirc cao clia cac vi dng va soi actin c6 thé lién quan dén su phat sinh
hinh thai khi khong [130], [131], [132]; nghia 1 chung kiém soét trang thai va hinh
thai khi khong [133]. Theo mé ta ctia Galatis va cong su (2004), cac vi ng dong

vai trd quan trong trong viéc phéi hop dinh huéng lang dong cac vi s¢i cellulose va
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diéu nay truc tiép quyét dinh d6 day va tinh chét co hoc ctia véach té bao khi khong,

tir 46 quyét dinh hinh dang cua ching [132].
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Hinh 3.4. Anh huong cta diéu kién SMG 1én hinh thai khi khdng trong 14 SEs
truong thanh dugc tao thanh tir mau ciy p-tTCL cdy hoa Thu hai dudng in vitro

A: Dudi diéu kién G; B: Dudi diéu kién SMG; C, D: Chiéu rong va chiéu dai cua
khi khong; *Su khéc biét dang ké giira cac gid tri trung binh theo phép thir Tukey (p
< 0,05). Khi khong dugc quan sat dudi kinh hién vi ¢ vat kinh x40.

Tuy nhién, nhitng ri loan trong t6 chirc ctia khung té bao dudi tac dung cila
diéu kién thiéu trong luc da duoc bao cao [134], [135]; va két qua 1a cac té bao cho
thdy su gia tang kich thudc bat thuong [134]. Mot cach nhat quan, két qua ciing chi
ra rang kich thudc cua té bao khi khong cdy hoa Thu hai duong da ting bat thuong
dudi diéu kién SMG. Ngoai ra, cac ion Ca?* lam thay ddi d6 mo cua khi khong
[136] bang cach diéu chinh hoat dong cua nhiéu protein lién két véi actin [137].
Tuy nhién, bang chtng sin c6 da chi ra rang ndng do Ca?* bi thay doi déang ké trong
diéu kién SMG [138] va n6 ciing c6 thé anh huéng dén sy hinh thanh khi khong.

Nhu béo c4o boi Treesubsuntorn va cong su (2020), diéu kién MG d3 gay ra hién
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tuong tich tu TAA bat thuong trong 14 cdy va diéu nay giup cac khi khong cua cay
Chlorophytum comosum luén duy tri & trang thai mé tir d6 gitip nang cao hiéu suat
loai bo benzen trong khdng khi [139]. Xem xét tat ca cac thong tin trén, c6 thé thiy
rang sy phat sinh hinh thai cta khi khong dudi tac dung cia SMG bi thay doi co thé
lién quan dén ABA va tin hiéu Ca?* hodc sy dinh hudng cua khung té bao. Hon nita,
két qua cho thiy nhimg quan ngai déang ké vé tic dong cua diéu kién SMG lén canh
céng trao doi khi thuc vat. Do d6, can nhiéu nghién ctru sdu rong hon vé su thay doi
ctia khi khong dudi diéu kién SMG nham muc dich cai thién khéng khi trong moi
truong khong gian [139] ciing nhu khi khong quyét dinh dén sinh truéng thuc vat
thong qua kiém soat lwong khi ra vao cay.

3.2. Anh huwéng ciia diéu kién SMG 1én sy phat sinh md seo va choi ciia
mau ciy l4 cdy Dau tdy nudi cdy in vitro

Két qua ghi nhan duoc cho thiy, thoi gian cam ang (2 tuan) va hinh thai mo
seo dudi diéu kién SMG va diéu kién G duoc quan sét 1a twong dong; tuy nhién,
kha nang tai sinh choi cia mau cay 1a Dau tay in vitro dudi hai diéu kién c6 su khac
biét (Bang 3.1 va Hinh 3.5). Mau 4 nudi cay dudi diéu kién SMG cho kha ning tai
sinh chdi (3 tuan) sém hon khoang 1 tuan so véi diéu kién G. Ngoai ra, ty Ié cam
rng mo seo, tai sinh chdi va mau cdy khong cam ang md seo ciing ghi nhan su khac
biét gitra hai diéu kién nudi ciy (Bang 3.1). Sau 2 tuan nudi cay, 53,33% mau la
nudi cay & diéu kién SMG cho cam ang mé seo; chi c6 25% mau 14 1a c6 cam ung
md seo dudi diéu kién G va chua ghi nhan tai sinh chdi ¢ ca hai diéu kién nudi cay.
O tuan thir 3, mau 14 & diéu kién SMG tiép tuc gia ting cam (tng md seo (66,33%),
mot s& mau tai sinh choi bat dinh (6,67%) va s6 mau chua cam ung 1a 27%; trong
khi d6, mau 14 nudi ciy & diéu kién G ghi nhan 46,33% mau cdy cam (rng mo seo va
53,67% mau cay chua cam @ng md seo (khdng ghi nhan mau cay tai sinh chdi ¢
diéu kién G) (Bang 3.1). O tuan thir 4, mau l4 tai sinh chdi o diéu kién SMG
(19,33%) cao hon so v6i mau la nudi cay ¢ diéu kién nudi ciy G (13%) va tiép tuc
tang 1&n & tuan nudi cay thar 6 (36,33% so véi 21,33%) (Bang 3.1). Ty Ié mau 14
khong cho cam @ng ¢ diéu kien SMG chi dat 7% thap hon so véi mau 14 dudi diéu
kién G sau 6 tuan nudi ciy.

Ngoai ra, sinh khdi cia mau cay (khéi luong tuoi va khd) ¢ diéu kien SMG

cao hon so véi diéu kién G sau 2, 3, 4 va 6 tuan nudi cdy (Bang 3.1). Két qua
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nghién ciru nay cho thay, khéi lugng tuoi cua mau ciy ciing c6 su khac biét giira 2
diéu kién nubi cay sau 2 tuan ghi nhan (Bang 3.1 va Hinh 3.5). Khéi luong tuoi cia
cum md seo (117,49 mg) ting 2,35 lan so véi mau la ban dau (50 mg) dudi diéu
kién SMG cao hon so véi khéi luong tuwoi cum md seo (90,86 mg) nudi cay dudi
diéu kién G chi tang 1,8 lan. Sinh khéi cuia mau cay tiép tuc ting sau 3, 4 va 6 tuan
nudi cdy va duéi diéu kién SMG sinh khéi ting gap khoang 1,2 1an so v&i mau cay
dudi diéu kién G (Bang 3.1). Sy thay ddi vé khéi luong khd cia cum mé seo ciing
turong ty nhu khéi lwong tuoi. Sau 4 va 6 tuan nudi cay dudi diéu kién SMG, mau
cdy tai sinh chdi nhiéu hon do d6 sinh khdi cua mau cdy ciing gia ting hon o Vi
diéu kién G.

Qua trinh vi nhan gidng dugc thuc hién thong qua hai con dudng 1a tai sinh
truc tiép hodc gian tiép dudi tic dong ciia cac chat diéu hoa sinh trudng thyuc vat.
Trong tai sinh tryc tiép, chdi bat dinh phat trién tir mau ciy; trong khi tai sinh gian
tiép, md seo duoc hinh thanh tir mau céy ban dau va chdi duoc phat trién tir mo seo
nhu két qua cua nghién ctru nay da duoc ghi nhan. La duoc coi la mot vat liéu hi¢u
qua duoc chimg minh 14 c6 kha nang tai sinh chdi tryc tiép hodc gian tiép véi tan
sudt cao trong nhiéu cay trong khac nhau [140], [141]. Trong nghién ciru nay, viéc
két hop cac chat diéu hoa sinh truong thuc vat va didu kién nudi ciy (SMG va G) da
anh huong 1én qué trinh cam Gng mo seo ciing nhu tai sinh chdi gian tiép thong qua
mo seo cdy Dau tay.

Sy tién hoa cua thyuc vat gan lién véi qua trinh thay d6i méi truong song tir dai
duong 1én can dugc dinh hudng baoi trong luc theo mot hudng va cuong do khong
d6i trén Trai Dat. Thuc vat da phat trién cac co ché khang trong luc trong qué trinh
tién hoa va thyc vat mat tin hiéu 6n dinh va dang tin cdy cua trong luc trong diéu
kién MG. Thuc vat mat di dinh huéng ting truéng cua trong luc va khéng can phai
chién dau chéng lai trong luc dé ton tai trong mdi trudng MG [142]. Két qua 14, n6
khong chi mat trong luc, ma con dan dén sy suy yéu cua hé théng mé nang d trong
co thé. Do d6 vach té bao s& duoc ngi long dé thuc vat thich nghi caa voi viéc
khéng sir dung hé thong md nang d& trong dicu kién MG. Kha ning mé rong cua
véach té bao va su can bang gitra do ciing cta vach voi ap suat trrong nudc cua té
bao dugc thiét 1ap s& pha v su can bang cua cac luc co hoc trong té bao dan dén sy

thay d6i qua trinh sinh truéng cua té bao va co quan, sau d6 anh hudng dén sy sinh
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truong va phat trién cua cdy trong [142]. M seo cua cdy Lia nudi cdy trong diéu
kién MG da xéac dinh dugc 8 ban phién ma lién quan dén su hinh thanh vach té bao;
trong d6 ¢ 3 ban phién mé duoc diéu chinh lién quan dén su phan huy vach té bao
va 5 ban phién mi duoc diéu chinh dé sinh tong hop cac protein tham gia vao qué
trinh néi long vach té bao [143].

Sy thay doi trong lyc anh huong dén sy ting truong va tang sinh khdng chi ¢
cap do té bao ma con & cap do toan bd co thé sinh vat [17]. Két qua nghién ctu nay
da cho thay su gia tang sinh khéi duéi diéu kién SMG tuong tu két qua thu duogc
trén cay ho bau [144]; cay Thudc 14 (Nicotiana tabacum L.) [24], [40]. Nhiing két
qua vé nay c6 thé duoc giai thich bai diéu kien MG duy tri ngi long véach té bao
thuc vat [24], [142] hoic tiét kiém nang lugng danh cho cac qué trinh khéac nhu sinh

tong hop céc chat chuyén hoa co loi cho sy ting truong caa thuc vat [40].
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Hinh 3.5. Anh huong cua diéu kién SMG 1én su phat sinh mo seo va chdi cua mau
|4 DAu tay in vitro sau 2, 3, 4 va 6 tuan nudi ciy

Tao md seo sau 2 tuan (A), 3 tuan (B, C), 4 tuan (D), 6 tuan (E, F); Tai sinh chdi
sau 3 tudn (G) dudi diéu kién SMG; Tai sinh chdi sau 4 tuan dudi diéu kién G (H)
va SMG (l); Tai sinh chdi sau 6 tuan diéu kién G (J) va SMG (K, L).
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Bdng 3.1. Anh hudng cua diéu kién SMG 1én sy phat sinh mé seo va chdi cua miu 14 Dau tdy in vitro sau 2, 3, 4 va 6 tuan nudi
cay

Thaoi gian nudi ciy 2 tuén 3 tuén 4 tudn 6 tudn

Chi tiéu theo doi G SMG G SMG G SMG G SMG
25,00 5333 4633 6633 6200 57,00 62,67 56,67

Ty 16 cam img mo seo (%) +2,89"  £145%  +145°  +145°  £2,89% +153%c +£219%  +34g%c

T9 16 khong cam tng (%) 75,00 46,67 5367 27,00 2500 2367 16,00 7,00

+2,89° +1,45°  +1,45P +1,53¢ +2,89°¢ +0,67%¢  +1,00 + 1,54¢

o " 6.67 1300 1933  21.33 36,33
Ty 1€ tai sinh choi (%) - - - +089¢ +£000° +£120° +176°  +233

90,86 117,49 114,34 158,85 149,69 194,20 183,25 223,25

Khoi lugng tyoi (mg) + 3 88¢ +2189  +£5000 +447° +367° +451b  +304>  +658

10,92 13,83 13,61 17,69 17,65 20,85 19,48 24,97

Khoi lrgng kho (mg) +043  +030° +036° +048  +005 +£085° +042°  +019°

*Cac chir cdi khac nhau (a, b,...) trong cung mot dong thé hién sw khdc biét c6 Y nghia théng ké (p < 0,05) gitta cdc nghiém thirc
theo phép thu Tukey. Gid tri thé hién trong bang la gid tri trung binh + SE (sai s6 chudn).
**Khéng ghi nhdn s6 liéu.
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3.3. Anh hwéng cia diéu kién SMG Ién sy phat sinh mo seo va ré bat dinh

ciia miu ciy 16ng than cay Diép ha chau ding nudi cay in vitro

Két qua ghi nhan dugc cho thay, thoi gian cam tng mo seo cua mau 16ng
than cay Diép ha chau diang dudi diéu kién SMG va G khodng c6 su khéc biét. Tuy
nhién, ty 1& cam wng mo seo va hinh thanh ré bat dinh cho thiy su khéc biét giira 2
diéu kién nuéi cdy (Bang 3.2). Sau 2 tuan nudi cay, mau I6ng than nudi cay dudi
diéu kién SMG ghi nhan 93,33% cam ung mo seo va 6,67% hinh thanh ré bét dinh;
trong khi dé, tit ca mau 16ng than déu cam tng mé seo dudi diéu kién G. Ty Ié cam
rng md seo giam va ty 18 hinh thanh ré bat dinh gia tang ¢ diéu kién SMG sau 3 va
4 tuan nudi cay (Bang 3.2). Sau 4 tuan nudi cay, ty I¢ cam tng mo seo dudi diéu
kién SMG chi con 34,33% va ty 18 hinh thanh ré bét dinh ting lén 65,67%. Dudi
diéu kién G, khong ghi nhan hinh thanh ré bat dinh sau 4 tuan nudi cay (Bang 3.2 va
Hinh 3.6).

Khéi lugng tuoi cua miu ciy ciing c6 su khac biét gitra 2 diéu kién SMG va
G sau 2, 3 va 4 tuan nudi cay (Bang 3.2). Khdi lugng tuoi caa cum md seo (792,00
mg) ting 1,46 lan dudi diéu kién SMG cao hon khdi luong tuwoi cum md seo
(313,33 mg) nudi cay dudi diéu kién G chi tang 1,19 lan sau 4 tuan nudi ciy. Su
thay ddi vé khdi lwong khd cua cum md seo trong diéu kién SMG va G ciing twong
tu nhu khéi lugng twoi (Hinh 3.6). Dudi diéu kién SMG, khdi lugng khd cum md
seo (79,17 mg) cao hon so véi khdi lwong khd mau ciy dudi diéu kién G (30,07
mg). Ngoai ra, hinh thai bén ngoai cum mé seo nudi ciy dusi SMG va ddi chung
sau 4 tuan khi quan sat dudgi kinh hién vi soi noi khong c6 su khac biét.

Cho dén nay, cac nghién ctu xoay quanh van dé 1am rd co ché ting sinh té
bao trong diéu kién khong trong luc [37], [40], [24] da chang minh rang trén mat
dat, cac té bao thuc vat phai tiéu ton ning luong dé duy tri can bang noi méi theo
huéng chdng lai trong luc, trong diéu kién MG, ning luong d6 co thé duogc tiét
kiém cho qué trinh khac nhu sinh tong hop céc chat chuyén héa c6 lgi cho su ting
truong. Ngoai ra, diéu kién MG (stress luc hap dan) cho phép cac té bao di vao qua
trinh nguyén phan trudc khi dat dugc kich thudc téi han [37]. Mot co ché khac
duoc giai thich dya trén ciu tric vach té bao, bai vach té bao thyuc vat dong vai tro
chu chét trong viéc diéu khién cac hoat dong phat trién va phat sinh hinh théi trong

co thé thuc vat [11]. Mat khéac, duéi diéu kién MG da co su néi long vach té bao
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thic day sy ting sinh [40]. Két qua nghién ctu ndy da cho thiy sy gia ting sinh
khdi caa mau cay dudi diéu kién SMG twong tu két qua thu duoc trén cay ho Pau
[144]; cay Thudc Ia (Nicotiana tabacum L.) [24], [40]; cay Arabidopsis thaliana L.
[51, [39].

Trong hau hét céc loai thuc vat, sy hinh thanh ré& bat dinh déu duoc khoi phat
boi auxin. Auxin can thiét cho sy phan chia va ting trudng cua té bao nén co vai trd
quan trong trong su phat sinh hinh thai thyc vat. Auxin kich thich sy tao ré va hoat
hoa co quan, c6 vai trd chi yéu trong su cam tng tao ré [145]. Trong nghién ctru
nay sy hinh thanh ré bat dinh & cay Diép ha chiu dang di duoc thuc day co thé do

diéu kién SMG da anh huong sém 1én su thay d6i ham luong auxin ciia miu cay.

Hinh 3.6. Anh huéng cua diéu kién SMG 1én sy phat sinh md seo va ré bat dinh cua
mau léng than cay Diép ha chau dang in vitro sau 2, 3 va 4 tuan nudi cay

A: M0 seo & diéu kién G sau 4 tuan nudi cay; B: Mau md seo ¢ diéu kién SMG sau
4 tuan nudi cay; C, D, E: R& bat dinh & diéu kién SMG sau 2, 3 va 4 tuan nudi cay.
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Bdng 3.2. Anh hudng cua diéu kién SMG 1én su phat sinh mé seo va ré bat dinh cia mau 16ng than cdy Diép ha chau déng in vitro
sau 2, 3 va 4 tuan nudi cay

Thoi gian nudi ciy 2 tuén 3 tuén 4 tudn
Chi tiéu theo dbi G SMG G SMG G SMG
S 100,00 90,33 100,00 62,67 100,00 34,33
Ty 1¢ cam (g mo seo (%) + 0,002 + 0,67 +0,00? +1,76P + 0,00 +1,20¢
Ty 1¢ hinh thanh 3 bét dinh (%) 6;607 57c - E7i3736b - 351’6270a
Khéi | . 263,00 541,00 291,00 598,67 313,33 792,00
01 lugng tuoi (mg) +379f +321° + 153 + 4,33 +2,03¢ +173
Khéi1 i 24,67 53,83 29,00 59,89 30,07 79,17
01 lwong kho (mg) +067° +0.41° + 0,45¢ +0,43 +0,25¢ £027°

*Cdc chiF cdi khdc nhau (a, b, ...) trong cung mét dong thé hién suw khéc biét c6 Y nghia thong ké (p < 0,05) giita cdc nghiém thirc
theo phép thir Tukey. Gid tri thé hién trong bang la gid tri trung binh + SE (sai s6 chudn).
**Khéng ghi nhdn sé liéu.
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3.4. Anh huwéng cia diéu kién SMG lén ham lwong hormone ndi sinh
trong qué trinh phat sinh SEs ciy hoa Thu hai dwdng, chdi cdy Diu tiy, md
seo va ré bat dinh cay Diép ha chiu ding nudi ciy in vitro

Két qua phéan tich ham luong Auxin (AUX), Cytokinins (CKs), GAs va ABA
cho thiy déu xuét hién & trong SEs cdy hoa Thu hai duong, chdi cdy Dau tdy, mo
seo va ré bat dinh cdy Diép ha chau ding. Tuy nhién, ham luong ciing nhu thoi
diém xut hién & mdi loai mau cr?iy co su khac nhau.

Dbi véi cay hoa Thu hai dudng, su khac biét 12 dang ké ¢ cac giai doan SEs
ctia mau p-tTCL (Hinh 3.7). Bét chap c6 sy hién dién cua trong lyc hay khong thi
tong ham luong ABA cho thdy mdt xu hudng ngay cang ting va xu hudng trai
nguoc cia AUX va CKs ciing duoc ghi nhan. Ham luong AUX trong miu cdy qua
cac giai doan nudi cay khac nhau da duoc thé hién trong Hinh 3.7A. Két qua cho
thay, ca trong nghiém thitc SMG va G thi phat hién AUX va khong phat hién ABA
sau 1 thang nudi cay - giai doan cam ung SEs. Ham luong AUX t6ng trong nghiém
thitc SMG thi da cao hon déng ké so véi G (Hinh 3.7A). Nguoc lai, trong sudt giai
doan nudi cdy sau d6 1a 2, 3 va 4 thang thi da khong phat hién duoc AUX nhung
phat hién dugc ABA. Két qua nay cho thdy anh huong sém cua diéu kién SMG 1én
su thay doi ham luong AUX, va c6 thé din dén nhiing thay doi ddng ké trong giai
doan SEs tiép sau do. KIN, 2iP va ZEA la nhitng hormone dai dién cho CKs da
duoc dinh lugng. Két qua cho thay KIN va 2iP da duogc tong hop trong sudt toan bo
qua trinh tao SE, cling nhu ham lugng cta chung khong c6 sy thay d6i dang ké theo
thoi gian ¢ ca hai nghiém thiac SMG va G. ZEA da duogc phat hién sau 2, 3 va 4
thang nudi cdy v6i ham luong cao hon dang ké & nghiém thirc SMG so véi G (Hinh
3.7B). Ngoai trir tong ham luong GAj thap nhat ¢ giai doan cam tng SEs (1 thang),
ham luong ciia GAs trong nghiém thitc SMG cao hon dang ké so véi G. Ham luong
GA; da tang tuyén tinh theo thoi gian nudi cay trong diéu kién G; trong khi d6 dudi
diéu kién SMG ham luong GAs da dat cao nhat sau 2 thang nudi ciy (giai doan phat
trién SE) va giam dang ké sau d6 (Hinh 3.7C). Nguoc lai so véi AUX chi xuat hién
O giai doan dau SEs (1 thang), ABA xudt hién & cac giai doan sau d6. Dac biét, ham
lugng ABA trong diéu kién SMG cao hon 1,85 1an so v6i G sau 4 thang nudi cay
(Hinh 3.7D). Két qua nay cho thay rang sy vang mat ciia ABA trong giai doan dau
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thi ¢6 loi cho sy cdm ung SE, va ham lugng cao ctia ABA kich thich sy trudong

thanh va gia hoa ctia SE

A 0.6 - Bo.2 -
* I =G OSHG 5 [ =N @2ip ozeatin |
£ S
2 012 4 g 0.15
5 2
c £
5 = 01
2 °
g 0.08 5.
g 2
E g 0.05 4
.04 4 2
40 B
£
0 4
0 4 + T T
1thang 2thang 3thang 4thang h
Thoi gian nudi cay Thi gian nudi cay
C 2 P 0.2 - &
g " * LE, a6 o SMG
-1 -]
s BG OSMG = = 20154
=2 L
£ ]
:é 12 E
s < 04 4
2 1 *
o 81 <
=] >
e 13
g, £ 0.05 1
£ * E
: g ]
0 - T T T " 0
1théng 2thang 3thang 4thang 1thang 2thang 3thang 4thang
Thoi gian nudi cay Thoi gian nuéi cay

Hinh 3.7. Anh hudng cua diéu kién SMG 1én su thay doi ham luong hormone néi
sinh trong SEs mau ciy p-tTCL cdy hoa Thu hai dudng in vitro

A: Ham luong AUX; B: Ham lugng KIN, 2iP, ZEA; C: Ham lugng GAs; D: Ham
luong ABA; *Su khéc biét dang ké giira cac gia tri trung binh theo phép thir Tukey
(p <0,05).

Dbi véi cay Dau tdy, mau chdi co ngudn gbe & didu kién SMG ghi nhan ham
luong GAs, ABA, KIN cao hon so voi diéu kién G sau 6 tuan nudi ciy; trong khi
d6, ham luong AUX, ZEA lai cho két qua nguoc lai (Hinh 3.8). Ham luong 2iP hau
nhu khong c6 su khac biét & ca 2 diéu kién nudi cay (Hinh 3.8).

Dbi voi cay Diép ha chau ding, mé seo c6 ngudn gbc ¢ diéu kién SMG ghi
nhan ham luong GAs, AUX, ABA cao hon so véi diéu kién G trong khi d6, ham
lwong KIN lai cho két qua nguoc lai (Bang 3.3). Ham lugng 2iP, ZEA & md seo hau
nhu khong c6 sy khac biét & ca 2 diéu kién nudi cdy (Bang 3.3). Di vai ré bat dinh
chi xut hién duéi diéu kién SMG, ham luong GAs, AUX thap hon trong mé seo.
Ngoai ra, ham luong KIN, ZEA va 2iP ¢ mo seo va ré bat dinh dudi diéu kién SMG
khong co6 su khac biét (Bang 3.3).
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Hinh 3.8. Anh huong cta diéu kién SMG 1én sy thay doi ham luong hormone noi
sinh trong choi mau cdy 14 cAy DAu tay in vitro sau 6 tuan nuoi cay; *Su khac biét
dang ké gitra cac gia tri trung binh theo phép thir Tukey (p < 0,05).

Ham lugng hormone ndi sinh trong mau cdy c6 vai trd quan trong trong sy
phat sinh hinh thai, vi ching diéu chinh cac qua trinh phan chia, phan héa té bao va
trao doi chat trong sudt qua trinh nudi cdy. Su khac biét vé ham luong hormone noi
sinh duoc xem 1a sy khac biét chinh gitta cac kiéu gen voi cac murc phan ung khac
nhau. Tuy nhién, sy tdc dong ctia cac hormone ndi sinh 1én sy phat sinh hinh thai &
cac loai khac nhau 1a khong giéng nhau [146]. Trong nghién ctru nay ham luong
ctia GAs trong SEs cdy hoa Thu hai dudng, chdi cdy Dau tiy, md seo va ré& bt dinh
cdy Diép ha chau ding ¢ diéu kién SMG 1a vuot troi hon so voi cac hormone ndi
sinh khéc cling nhu diéu kién nudi cdy G. Piéu nay chimg to, dudi diéu kién SMG,
GA; duoc san sinh nhiéu hon va kich thich kha nang phét sinh hinh thai ciia mau
cdy. Két qua nay nguoc lai v6i bao cdo ctua Ezura va Harberd (1995) khi chi ra
rang, mo seo c6 ngudn gdc tir cdy Arabidopsis thaliana dot bién lam giam kha ning
tong hop hodc cam g v6i GAs 1am cho sy téi sinh chdi dé dang hon so véi mé seo
c¢6 ngudn goc tir cac cay hoang dai [147].

Trong khi d6, ABA 1a mot hormone quan trong tham gia diéu hoa nhiéu qua
trinh sinh ly ¢ thyc vat nhu sy hinh thanh phoi, sy trudng thanh cta hat, sinh truéng
va phat trién ciia cdy, su 1o hoa, cling nhu trong cic phan mg cuia thuc vat véi cac
stress sinh hoc va phi sinh hoc [148], [149]. Trong nghién ctru nay, ham lugng cta
ABA trong SEs cay hoa Thu hai duong, chdi cay Dau tdy, mo seo va ré bat dinh cay

Diép ha chau ddng ghi nhan dudi diéu kién SMG 14 cao hon so véi diéu kién G. Két
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qué trai nguoc v6i nong do ABA cao trong mé seo ctia 2 gidng Lia mach KN5 va
K-3 ¢6 tac dung trc ché sy tai sinh chdi [150].

AUX duoc biét c6 lién quan dén viéc thiét 1ap va duy tri tinh phan cuc cua té
bao; ddng thoi, dong vai trd chinh trong viée truyén tin hidu va giao tiép giira cac té
bao [151]. M6t s6 nghién ctru chi ra ring AUX can thiét cho sy hinh thanh va phét
trién tinh phan cuc cua SE; su phong pht cua AUX tao diéu kién thuan loi cho qua
trinh tao SEs [152], [153]. Két qua nghién ctru ndy cho thdy, ham luong AUX trong
SEs cay hoa Thu hai dudng va trong mé seo, r& cAy Diép ha chau ding ghi nhan
duéi diéu kién SMG 14 cao hon so véi diéu kién G.

CKs ciing duoc biét dén nhu 13 chia khoa dé cam tng SEs va dong vai tro
hang dau trong viéc hinh thanh chdi [154]. Trong nghién ctru nay, diéu kién SMG
da lam gia tang dang ké ham luong CKs trong giai doan phat trién cua SEs cay hoa
Thu hai duong; trong khi d6 véi cay Dau tdy thi ham lugng CKs & choi dudi diéu
kién SMG va G khong co6 su khac biét dang ké. Ddi v6i cdy Diép ha chiu ding,
ham luong CKs ¢ mo seo dudi diéu kién SMG cho két qua thép hon duéi diéu kién
G. biéu nay co thé duoc 1y giai réng, su tdc dong cuia cac hormone ndi sinh lén su
phat sinh hinh thai & cac loai khac nhau 12 khong gidng nhau [146].

Tuong ty nhu ham lugng thi sy can bing hormone noi sinh ¢6 vai tro quan
trong trong vi¢c phat sinh hinh thai thuc vat va n6 duoc thé hién qua ty 1€ hormone
ndi sinh. Ty 1¢ hormone ndi sinh trong cac giai doan khac nhau cua SEs cdy hoa
Thu hai dudng di dugc danh gia, bao gdm céc giai doan cam tng (1 thang), biét
héa va tang truéong (2 - 3 thang), truong thanh (4 thang). Ty ¢ AUX/CKs,
AUX/GA;, CKs/GAs, CKs/ABA giam dan theo thdi gian nudi cdy; nguoc lai ty 16
ABA/GA:; tang 1én theo sy truong thanh cua cac SE. Trong giai doan cam trng SES
thi ty 16 AUX/GA3 (0,07 va 0,02; twong ng) va CKs/GAz (0,08 va 0,02; tuong
mg) dudi diéu kién SMG cao hon dang ké so voi G; trong khi sy trai ngugc di
dugc ghi nhan & ty 1¢ AUX/CKs (0,83 va 0,93; twong tng). Trong giai doan biét
hoa, CKs/ABA giam & ca hai nghiém thtic. O giai doan trudng thanh, ty 18
CKs/ABA ciia nghiém thic SMG thap hon dang ké so vé6i G, ty 1& nay lan luot 1a
4,42 va 5,25; 2,07 va 2,33; 0,77 va 1,29 sau 2, 3 va 4 thang nudi cay. Két qua
hormone ndi sinh duéi diéu kién SMG chi ra rang ty 1& cao cia AUX/GA3 va

CKs/GA3 ting tbc cam tmg SES hon so v6i didu kién G. Tir két qua nay, c6 kha
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ning diéu kién SMG d3 day nhanh qua trinh cam tmg SEs thong qua viéc thay d6i
su can bang ctia hormone noi sinh trong cac mau cay p-tTCL.

Trén cay Dau tay, ty 1¢ gilta cdc nhdém hormone noi sinh ciling c6 sy khac biét
gitta 2 diéu kién nudi cay 1a SMG va G. Ty 1é GA/AUX ¢ diéu kién SMG 1a gap
12 1an; trong khi dé, ty 1& nay chi thu nhan gip 5 lan ¢ diéu kién G. Ngoai ra, ty 16
GA3/CKs (ZEA, KIN va 2iP) ¢ diéu kién SMG ciing cao hon 1,5 1an so véi diéu
kién G (khoang 90 lan so v&i 60 1an; twong tmg). Trong khi do, ty 16 AUX/CKs cho
két qua nguoc lai; & diu kién G ty 16 AUX/CKs (khoang 13 14n) cao hon so véi
diéu kién SMG (7 1an). Piéu nay tuong tu voi cac nghién ciru khic cho thiy ty 16
AUX/CKs thap da thiic day sy hinh thanh chéi cta 14 cAy Dira [155] va mé seo cdy
Muép dang [106].

Trén cdy Diép ha chau diang, c6 thé thay ty 16 AUX/CKs (ZEA, KIN, 2iP, MT)
& mo seo dudi didu kién SMG dat cao nhat, day c6 thé 1a 1y do thuc day sy hinh
thanh ré bat dinh nhu da thao luan trong thi nghiém phat sinh hinh thai cta cay Diép
ha chau ding. Ngoai ra, ty 16 ABA/AUX dat cao nhét trong ré bat dinh dudi diéu
kién SMG (0,84 1an), do d6 co6 thé sy gia ting ty 16 ABA/AUX c6 loi cho su hinh
thanh va phat trién cta ré bat dinh. Bén canh do, ty 16 ABA/GA3 dat cao nhit ¢ 1é
va mé seo dudi diéu kién SMG (0,06 lﬁn), diéu nay chi ra réng ty 1€ cao hon cua cac
chat trc ché sinh truong so vai cac chat kich thich sinh truong c6 1oi cho su phat
sinh hinh thai cta ciy Diép ha chau ding, twong ty nhu nghién ciru trén cdy Che
[156].
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Bang 3.3. Anh huong cua diéu kién SMG 1én ham luong hormone ndi sinh & md seo ré bét dinh cay Diép ha chau déng sau 4 tuin
nudi cay

Nghiém thirc GAs3 AUX ABA ZEA KIN 2iP
G MO seo 28,00 £0,130° 2,12 +0,017° 0,88 +0,003° 0,19 +0,006* 0,23 +0,009* 0,032 +0,001?
Mo seo 29,62 +0,064* 3,24 +0,0522 1,81 +0,018® 0,18 +0,006* 0,17 +0,006> 0,028 + 0,001?
SMG
RéE 27,62 +£0,064° 2,06 +0,009° 1,74 £0,009* 0,17 +0,001%¢ 0,17 +£0,011° 0,27 +0,001?

**Cdc chit cai khdc nhau (a, b, ...) trong ciung mot cot thé hién sir khdc biét 6 y nghia thong ké (p < 0,05) giita cdc nghiém thirc
theo phép thu Tukey. Gia tri thé hién trong bang la gia tri trung binh = SE (sai so chudn).
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3.5. Anh huwéng ciia diéu kién SMG Ién hoat tinh enzyme khang oxy héa
trong qud trinh phat sinh mé seo ciy Dau tiy, md seo va ré bat dinh ciy Diép
ha chau ding nudi cay in vitro

Trén cay Dau tay, hoat tinh enzyme khang oxy héa (APX, CAT), hoat tinh bat
g6c tuw do DPPH va ham lwong phenolic tong cé su khéc biét & ca 2 diéu kién nudi
cay sau 2, 3, 4 tuan. Sy khéc biét nay van thé hién & tuan tha 6 véi hoat tinh APX
va DPPH, trong khi hoat tinh CAT va ham lugng phenolic tong khdng con su khéc
biét (Bang 3.4). Hoat tinh CAT gia ting tuyén tinh tir 2 - 6 tuin & ca 2 diéu kién
nudi cay va hoat tinh CAT & diéu kién SMG cao hon so véi diéu kién G sau 2, 3 va
4 tuan (Bang 3.4). Hoat tinh APX gia tang tir tuan tha 2 dén tuan tha 3 va giam dan
& tuan thir 4 va thir 6 ¢ ca 2 diéu kién nudi cy (Bang 3.4). Trong khi do, hoat tinh
DPPH gia tang tir tuan thir 4 dén tuan thir 6 ¢ ca 2 diéu kién nudi cay; trong do, ¢
diéu kien SMG hoat tinh DPPH cao hon so véi G (Bang 3.4). Ngoai ra, ham luong
phenolic ¢ su gia tang tir tuan thi 2 dén tuan thir 4 va giam ¢ tuan tha 6 ca 2 diéu
kién nudi cay; trong do, ham luong phenolic cua mau cay ¢ diéu kién G ludn cao
hon diéu kién SMG ¢ tuan 2 dén tuan tha 4 va twong duong nhau sau 6 tuan nudi
cay (Bang 3.4).

Trén cdy Diép ha chau déng, hoat tinh cua cic enzyme khang oxy hoéa SOD
ghi nhan c¢6 sy khéac biét & diéu kién SMG va G sau 2, 3 va 4 tudn nudi cdy, trong
khi d6 hoat tinh APX, CAT va ham luong phenolic tong bit diu qua tuan thir 3 méi
c6 su khac biét (Bang 3.5). Cac hoat tinh SOD, CAT, APX va ham lugng phenolic
tong & diéu kién SMG ludn cao hon G. Tuy nhién, hoat tinh APX ctia mau mé seo &
diéu kién G va SMG sau 2, 3 va 4 tuan nudi ciy la twong duong (Bang 3.5). Trong
cung diéu kién SMG, cac hoat tinh khang oxy héa niy va ham lugng phenolic tong
& 1& ludn cao hon & mé seo tai tat ca thoi gian ghi nhan.

Moi truong MG khong c6 tin hi€u cua luc hép dan tao ra mot sy thay dbi
nghiém trong ctia cac qua trinh va co ché sinh hoc duy tri sy séng cua thuc vat.
Trong luc chiu trach nhi€ém cho céac tin hiéu co hoc duogc tao ra trong cac co quan
khéc nhau cua cdy va tao ra cac tin hi€u dinh huéng cu thé. Nhiing tin hi€u nay la
dong luc chinh cho su sinh trudng va phat trién binh thuong cua thyc vat trén Trai
Dat. Ngoai ra, cac qué trinh vat 1y thiét yéu anh huong 16n dén co ché phan tmg

sinh hoéa, vi du su van chuyén cta chat khi va chat ldng trong cay chiu tac dong ctia
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trong luc. Két qua lam cac chuyén dong cia nudc va khi bi thay doi trong moi
truong MG, diéu nay c6 thé gy x4o tron vé nong do cia cac chit quan trong trong
té bao va md thyc vat [73]. Diéu nay rd rang khién thue vat trong méi trudng MG
phai d6i mit véi mot loat diéu kién bat loi, hau qua 1a chung sé& bi stress.

Thuc vt ¢c6 mot do déo dai rit 16n va c6 kha nang tdn tai, thich nghi véi nhiéu
loai moi truong bat 1gi nhu han han, min, nong lanh do ching da tao ra “ky tc” cho
thuc vat trong sudt chiéu dai tién héa. Tuy nhién, MG 13 mot moi trudng hoan toan
m&i mé nén thuc vt hoan toan khong cé “ky we” va chiing phai phat trién cac chién
lwgc méi dé thich nghi. Su phat trién cua thyc vat dudi diéu kién MG c6 thé gay ra
su tich lily ROS (Reactive Oxygen Species) va dong Ca?* di vao té bao chat [157].
Pé khic phuc tdn thuong do stress oxy hoa, thuc vat co co ché kiém soat va diéu
chinh mitc ROS mét cach thich hop, bao gom ting hoat do enzyme chdng oxy hoa
nhu APX, CAT va SOD [158]. Trong nghién ctru nay, kha nang cam ing mo s¢o
cling nhu tai sinh chdi ctia miu cdy cdy Déu tdy duéi diéu kién SMG 13 sém hon
cling nhu sinh khéi thu nhan duoc 13 cao hon. Piéu nay c6 thé 1y giai bang viéc dicu
kién SMG da gia tdng céac hoat tinh khang oxy hoa (APX, CAT, DPPH) va giam
ham luong phenolic; tir d6, dd 1am gia ting kha ning cam tng mo seo/chdi ciing
nhu sinh khéi cia mau cdy. Dbi véi cdy Diép ha chiu ding, mau 16ng than cam tng
mo seo dudi diéu kién SMG c6 khdi luong tuoi va kho cao hon dbi chimg cé thé do
diéu kién nudi cdy SMG lam gia ting hoat tinh cia SOD, CAT va ham luong
phenolic, két qua da lam cho ty 1€ cdm ing mo s¢o, sinh khdi cta mau céy duoc
tang cudng. Cac két qua nay twong ty v4i bao cao cia Soleimani va cong sy (2019)
cho thdy méi quan hé tich cuc giita chat khang oxy hoa va cac thong sd ting truong
trong té bao cdy Thubc 14 (Nicotiana tabacum L.) trong diéu kién SMG [40].
Nghién ctru gan day cua Halimeh (2022) trén cdy duoc liéu chi ra rang, dudi diéu
kién MG, hoat tinh cua enzyme khang oxy hoéa gia tang ty 1¢ thuan véi thoi gian
nudi cdy so voi diéu kién G. Su thay d6i nay giup té bao c6 co ché thich nghi va

sinh trudng t6t hon trong diéu kién stress lyc hap dan [159].



64

Bang 3.4. Anh huéng cua diéu kién SMG 1én hoat tinh enzyme khang oxy hoa ciia mé seo ciy Déu tdy sau 2, 3, 4 va 6 tuan nudi

cay

Thoi gian nudi ciy 2 tuén 3 tuén 4 tudn 6 tuén

Chi tiéu theo dai G SMG G SMG G SMG G SMG
96,82+ 107,69+ 121,13+ 13767+ 14005+ 15673+ 16342+ 167,90+

CAT (U/g) 0,929 12276 2147  0633°  2,887°  0,829°  0229% 02412

APX (UIg) 0,11 + 016+ 0,18+ 022 015+ 017+ 012+ 0,11 +

g 0,006¢ 0,007  0,003°  +0,007¢ 0,003¢  0,003®  0,007% 0,006
6,61 + 820+ 756+ 869+ 8,06 11,42+ 953+ 13,38 +
0 ) ) ) ) ) ) ) )

DPPH (% R3A) 0,208 0,062¢¢  0,026° 01749  +0,050% 07136  0,136° 0,15

Phenolic (mg GAE/100 g 12457+ 8184+ 13138+ 9605+ 17172+ 14869+ 16188+ 15538+

chat kho) 2.378¢ 2436° 08820 1443 06670 2273 1167 2.315b

*Cdc chit cdi khdc nhau (a, b, ...) trong cling mét dong thé hién s khdc biét ¢6 Y nghia thong ké (p < 0,05) gitta cdc nghiém thirc
theo phép thir Tukey. Gid tri thé hién trong bang la gid tri trung binh + SE (sai s6 chudn).
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Bdng 3.5. Anh hudng cua diéu kién SMG 1én hoat tinh enzyme khang oxy hoa & mo seo va ré bat dinh cAy Diép ha chau ding sau

2, 3 va 4 tuan nuoi cay

Thoi gian nudi ciy 2 tuin 3 tudn 4 tudn
G SMG G SMG G SMG
Chi tiéu theo doi
Méseo Méseo RéE Mo seo Mo seo Ré Mo seo Méseo Ré
22,28 51,23 75,79 31,18 60,90 90,42 44,72 71,38 121,39 +
SOD (Ug) +036'  +048" +020° +052"  +061°  +036° +0,719 083" 041°
CAT (Ulg) 174,95 181,05+ 227,70 215,81 222,80 303,70 236,46 243,29 344,79
g +1,37" 0,74 +0,70¢  +1,19 +1,5% +3,18" £ 1,77° +1,15¢ +1,21°
APX (Ulg) 0,28 0,24 0,63 0,35 0,32 0,67 0,43 0,44 0,95
g +0,012¢" +0,003" +0,023* +0,015%® +0,012¢ +0,023° +0,023%  +0,009° +0,015°
Phenolic (mg GAE 50,91 56,47 81,40 71,56 77,19 97,33 92,31 99,24 126,24
/100 g chat kho) +0,607" +0,364" +0,549¢9 +0,820° +1,025®  +0,884* +0,787° +0,549° +2,728°

*Cdc chit cdi khac nhau (a, b, ...) trong cing mot dong thé hién su khdc biét c6 Y nghia théng ké (p < 0,05) gitta cdc nghiém thirc
theo phép thu Tukey. Gia tri thé hién trong bang la gia tri trung binh = SE (sai so chudn).
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3.6. Anh hwéng ciia diéu kién SMG 1én sy tich lity hop chit thir cap trong
qua trinh phat sinh mé seo va ré bat dinh ciy Di¢p ha chiu ding nudi cay in
vitro

Céc hop chét thir cAp quyét dinh duogc tinh cta ciy Diép ha chiu ding 13 rutin,
quercetin 1 cac flavonoid véi vai tro dugc biét dén 1 kha ning khang viém, ngin
ngira t& bao ung thu va hypophyllanthin, phyllanthin 13 cac lignan c6 chtrc ning bao
vé gan [96], [97], [98], [99]. Két qua phan tich HPLC cho thdy ham luong flavonoid
(rutin va quercetin), lignan (hypophyllanthin va phyllanthin) c6 su khac biét & diéu
kién SMG va G (Bang 3.6). Hop chit rutin xuét hién trong ca md seo va ré ¢ diéu
kién SMG véi ham lugng & md seo cao hon & 1&; trong khi d6, hop chat nay khong
xuét hién trong mo s¢o O diéu kién G. Véi hop chét quercetin dugc phat hién ¢ ca
hai diéu kién nuéi cdy, ham lugng hop chat ndy cao nhét trong mo seo & diéu kién
G (9,61 pg/g chét tuoi) va thap nhat trong mo seo (3,25 pg/g chat twoi) ¢ diéu kién
SMG (Bang 3.6).

Bang 3.6. Su tich luy hop chat thir cAp & md seo va ré bat dinh cay Diép ha
chdu dang sau 4 tuan nudi cay dudi diéu kién SMG

Flavonoi’d Lignan ]
(ng/g chat twoti) (ng/g chat twoti)
Nghiém thirc
Rutin Quercetin Hypophyllanthin  Phyllanthin
G Ma 9,61 17,29 11,53
© 560 + 0,024 +0,008° + 0,005
Mo 1,79 3,25 29,06 16,01
0S¢0 10,047  +0,007° +0,0392 + 0,041
SMG
RE 1,19 9,54 9,03 ]
+0,007° + 0,0662 +0,043°

*Cdc chit cdi khdc nhau (a, b,...) trong ciing mét c¢ét thé hién sw khdc biét c¢é y
nghia thong ké (p < 0 ,05) gitta cac nghiém thirc theo phép thur Tukey;

** Khong ghi nhdn so li¢u. Gid tri thé hién trong bang la gid tri trung binh + SE
(sai s6 chudn).
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Dbi v6i hoat chit hypophyllanthin va phyllanthin, ham lugng ctia ching trong
mod seo O diéu kién SMG déu cao hon G. O diéu kién SMG, ham lugng
hypophyllanthin trong mé seo (29,06 ug/g chét tuoi) cao hon trong r& (9,03 pg/g
chat tuoi), trong khi hoat chat phyllanthin chi xuét hién & mé seo ma khong c6 & ré
(Bang 3.6).

MBoi trudng MG c6 mot sb yéu td bat loi co thé gay ra hién tuong té bao bi oxy
hoa bao gdm ton thuong ADN, oxy héa protein, mat 6n dinh mang va gy nhiém
doc gen [160], [161], [162]. Cac hop chit c6 hoat tinh sinh hoc trong cay duoc liéu
c6 thé gop phan lam giam nguy co rdi loan té bao do ton thuong oxy hoa. Qua trinh
tich lily cac hoat chat sinh hoc thay di trong cac diéu kién sinh trudong khac nhau
va ¢ thé bao vé cac té bao thuc vat chong lai cac ton thuong oxy hoa giy ra boi
ROS [163], [164]. Két qua nghién ctru ndy cho thdy ham lugng hypophyllanthin,
phyllanthin & diéu kién SMG déu cao hon G. Piéu nay tuong tu véi nghién ctru cia
Nhut va cong sy (2022) khi da ching minh & diéu kién SMG, su tich Ity ham lugng
coumarin, saponin & cdy Sam b chinh va phyllanthin ¢ cdy Diép ha chau dang da
dugc tang cuong [165]. Tuong tu, nghién ctru ctia Halimeh (2022) trén cay Cuc La
M4 cho thiy diéu kién SMG di 1am ting san xuit cac hop chét c6 hoat tinh sinh hoc
[159].

3.7. Anh huwéng cia diéu kién SMG Ién sw chuyén héa niing hrong (tinh
bot va dwdng) trong qua trinh phat sinh SEs ciy hoa Thu hai dwong nudi ciy
in vitro

Sy cam tng, biét hoa va phat trién ctia SES gan lién vé6i su thay doi trong qua
trinh tong hop va huy dong carbohydrate. Sy tich lily tinh bot dong vai tro then chdt
trong viéc phan chia té bao va hinh thanh mé phan sinh trong sudt qua trinh phat
sinh co quan/SES in vitro [23], [166]. Trong thang dau tién cla qua trinh nudi cay,
trong (mg v6i giai doan cam ung cua SE, nhimg thay doi vé tinh bot va luong
duong dudi dicu kién G va SMG da duoc ghi lai va hién thi trong Hinh 3.9. Két qua
cho thiy ham lugng tinh bot va dudng téng s ting dang ké & ca nghiém thire SMG
va G. Tuy nhién, trong khoang thoi gian tir 15 dén 25 ngay, luong dudng tong sb
giam dan va ham lugng tinh bot ting dan & ca hai nghiém thic. Viéc giam luong
duong trong khoang thoi gian tir 15 dén 25 ngay c6 thé bai vi chung duogc tiéu thu

dé kich hoat qua trinh chuyén hoa nang lugng can thiét cho SE. Thém vao d6, luong
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duong tong sb cua nghiém thitc SMG cao hon dang ké so v6i G ¢ 15 va 25 ngay
nudi cdy, nghia 13 né c6 thé cung cip nhiéu ning luong hon cho SE. Ngoai ra, ham
luong tinh bot trong cac mau p-tTCL trong diéu kién SMG cao hon dang ké so véi
G & 5, 10, 25 va 30 ngay nudi cdy; trong khi dé, luong dudng tong sb cua nghiém

thitc SMG thap hon so v6i G ¢ 20 va 30 ngay nudi ciy.
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Hinh 3.9. Anh huéng cua diéu kién SMG l1én ham luong tinh bot va dudng tong sb
trong giai doan cam tng SEs cdy hoa Thu hai duong nudi cay in vitro; *Su khac
biét dang ké gitra cac gia tri trung binh theo phép thir Tukey (p < 0,05).

Két qué cling cho théy ham lugng tinh bot téng cua nghiém thiec SMG dat
cuc dai sau 2 thang nuéi cdy (Bang 3.7) khi SEs hinh cau dang biét hoa thanh hinh
tim va hinh ngu 16i. Sau d6, ham lugng tinh bot tong ctia nghiém thirc SMG giam
tring v6i thoi diém truéng thanh cua SEs. Diéu tha vi 1a ham lugng tinh bot tong
dudi diéu kién SMG ludn cao hon dang ké so véi G sau 1, 2 thang nudi cay, twong
mg voi qua trinh phat trién cia SEs (Bang 3.7). Ham luong tinh bot giam theo thoi
gian c6 thé 1a do chiing duoc tiéu thu dé kich hoat qua trinh chuyén héa té bao can
thiét cho SEs [23], [166].

Trong khi d6, ham lugng duong tong s6 ciia nghiém thire SMG va G déu dat
cuc dai sau 3 thang nudi cdy va sau d6 giam. Tuy nhién, ham lugng duong tong sd
ctia nghiém thirc SMG cao hon dang ké so voi G & giai doan nay (153,61 mg/g DW
va 124,43 mg/g DW; tuong tng). Diéu nay chi ra rang diéu kién SMG thic diy qua

trinh chuyén hoa ning luong trong SES & cay hoa Thu hai duong; do dé c6 thé co
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mot yéu t6 c6 vai tro trong viéc diéu chinh SES trong giai doan truéng thanh lién
quan dén diéu kién SMG.

Nhu da biét, carbohydrate 1a ngudn ning lugng trao doi chat lién quan mat
thiét dén viéc cam Gng, biét hoa va phat trién SEs [167]. Nghién ctru sdu hon cho
thidy ham lugng tinh bot va duong duoc tich litly cao hon trong cac mau ciy p-tTCL
duéi diéu kién SMG cho thdy mdi twong quan cao véi su cam tng SEs sém. Theo
bao cao cua Mangat va cong su (1990), su tich lily tinh bot 1a mot trong nhitng phan
{mg trao d6i chat dau tién cua cac miu cay in vitro; trong d6 cic mau chuyén hoa
lugng sucrose chira trong méi trudng nudi ciy thanh tinh bot dé du trir trong cic mod
- noi ma hinh thanh mo6 phan sinh sau d6 [168]. Ham lugng tinh bot tich lily cao
hon trong cac miu ciy thuc vat da dugc ching minh 1a thuc day tiém nang tai sinh
cao hon ¢ cay trong nudi cdy in vitro [166], [169], [170] bsi 1& n6 1a ngudn ning
lugng trao ddi chat hd tro sinh trudng va phét trién cho cac mo [171], cling nhu
carbohydrate 13 thanh phan chinh ctia bd xuong carbon cdu tao nén té bao [167].
Trong nghién ctru hién tai, luong duong cao hon sau 3 thang nudi cay do chuyén
hoa tinh bot dugc tich liy trude dé cé thé da thuc day SEs dudi dicu kién MG. Sy
gia tang tich lily va chuyén hoa tinh bot dudi diéu kién MG ciing dd dugc phat hién
& cly Brassica rapa L. [122], Khoai lang [171], Matricaria chamomilla [163] va
cay Pau xanh [172]. Trong mdt nghién ctru gan ddy, diéu kién MG da duoc bao cao
12 nguyén nhan gy ra su hip thu nudc trong ciy con Pau xanh, do d6 di ting
cuong hoat dong clia enzyme amylase ciing nhu sinh trudng ctia cay con [173].

Dua trén cac nghién ctru trudc day, thuc vat phan g véi stress MG thong
qua su gia tang sinh khoi [24], [5], [144], [9], [118], [174]. Su gia ting nay c6 thé
do tac dong cia MG 1én tinh chat co hoc, ham lugng cellulose va lignin ctia vach té
bao - bo khung dinh hinh va quy dinh nghiém ngit sy tang sinh t& bao [11]. Gan
day, su duy tri néi1 ldng vach té bao thuc vat dudi diéu kién MG da duogc x4c nhan
[24], [142] ciing nhu xu hudng tiét kiém ning lwong dudi diéu kién MG dé phuc vu
cho su ting trudng [24]. Trong trudng hop hién tai, su gia ting sinh khéi ctia SES
cdy hoa Thu hai duong dudi diéu kién SMG c¢6 mdi twong quan cao voi ham lugng
cao duong tong s6. Ham luong tich lily tinh bot trudc giai doan sinh khéi cao trao
(3 thang) d3 duoc xac dinh 13 cao hon trong nghiém thirc MG so véi G; do d6 6 thé

luong tinh bot nay di duoc chuyén hoa thanh dudng va giai phong niang lugng can
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thiét cho sy ting sinh sau 3 thang nuéi cdy. Mic du can nhitng nghién ctru siu hon
dé 1am 13 sy gia ting nay ¢ cAp do phan tor nhung rd 13 su gia ting sinh khéi dudi
diéu kién MG c6 tiém nang trong viéc tao ra luong thuc phém du 1on dé phuc vu
cho céc phi hanh gia trong chuyén bay dai han. Hon nita, sinh 1y gia ting sinh khi
boi kich thich MG c¢6 thé duge mé rong dé ung dung nhan nhanh sinh khdi thuc vat

trén quy mo cong nghiép.
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Bdng 3.7. Anh huong cua diéu kién SMG 1én ham luong tinh bot va dudng cua SES cdy hoa Thu hai duong sau 1, 2, 3 va 4 thang

nudi cay

Th?:l san g thang 2 thang 3 thang 4 thang

nuéi cay

Ham lvong G SMG G SMG G SMG G SMG
gnl\jv';’v‘st 29,37 34,06 38,28 39,01 38,13 35,06 30,02 35,91
D\"N) £0145%  +£0,44° £009°  +003° £006°  +0,04¢ £003  +010°
Puong 103,01 88,74 84,67 68,10 124,43 153,61 105,67 150,00
(Mg/lg DW)  +0,07¢ +0,34f £0238  £021" 1065  +030° 10318 +036

*Cdc chit cdi khac nhau (a, b, ...) trong cung mot dong thé hién su khdc biét c6 nghia thong ké (p < 0,05) giita cdc nghiém thirc
theo phép thir Tukey. Gid tri thé hién trong bang la gid tri trung binh + SE (sai s6 chudn).
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3.8. Nghién ctru ghi nhin sy sinh truwéng & méi trwong trong lwe thuc cia
chdi va cdy con Thu hai dwong, cy Dau tay c6 ngudn goc nudi cdy in vitro duéi
diéu kién SMG

3.8.1. Nghién cvru ghi nhdn sw sinh truong ¢ moi truwong trong luc thuc cia
chéi va cdy con Thu hdi dwong cé nguon géc nudi cdy in vitro dwéi diéu kign
SMG

Trong thi nghiém tao chdi, két qua ghi nhan duoc cho thay cic cum chdi c6
ngudn gdc tai sinh dudi diéu kién SMG sinh truéng tot khi duoce chuyén vé diéu
kién nuoi cay co trong luc, bén canh d6 khong kém theo bat ky hinh thai bat thuong
nao di dugc quan sat. Mic khac, sau 1 thiang nudi cdy trong diéu kién trong luc
thuc, mau cdy cia cay hoa Thu hai duong c6 ngudn gbc dudi dicu kién SMG cho
chi tiéu vé sd chdi (136,67 chdi), khdi lugng tuoi (4774,67 mg), khdi lugng khod
(423,33 mg) dat cao hon so v&i diéu kién G; tuy nhién, chiéu cao chéi (1,13 cm),
dién tich 14 (0,90 cm?) va ham luong chlorophyll téng (38,37 nmol/cm?) dat gié tri
thap hon dang ké so voi diéu kién G (Bang 3.8). Piéu nay cho thay sd lugng choi
16n d3 han ché kha ning sinh trudng cta cac chdi trong ciing mot cum. Két qua
tuong tu da ghi nhan dugc trén cdy Laa dugc nghién ctru boi Zulkifli va cong su
(2018) cho thay hat gidng c6 ngudn gdc xur Iy didu kién SMG c6 sé nhanh lta/cay
tang 1én nhung chiéu cao nhanh lai khong khac biét so v&i dbi ching [175]. Trong
mot nghién ctru gan day, Cai va cong sy (2019) di bao cdo rang dién tich 14 cay
Arabidopsis ting 1én dang ké khi dugc dua vé diéu kién nudi trong cé trong luc sau
khi hat giéng duoc xir Iy trong diéu kién MG 11 ngay; trai nguoc voi két qua cia
nghién ctru ndy. Diéu ndy c6 thé giai thich boi su khac biét khong chi vé ddi tuong,
giong va tudi cia miu ma con can xét dén miu & dang don 1é hodc cum [142].

Trong thi nghiém tao cdy con hoan chinh, két qua cho thiy cay hoa Thu hai
duong c6 ngudn gde tir diéu kién SMG c6 chi tiéu vé chiéu cao cay (12,33 cm), sb
ré chinh (8,67 cm), s6 14 (6,67), ham luong chlorophyll tong (47,77 nmol/cm?) va
khdi Iuwong tuoi (2212,00 mg), khdi lugng kho (217,33 mg) cao hon déng ké khi so
sanh v6i diéu kién G (Bang 3.9). Nhu vay, SES ctia cdy hoa Thu hai duong co
ngudn gbc duoc phét sinh trong diéu kién SMG c6 kha ning sinh truéng va phat
trién tot tao thanh cdy con hoan chinh ma khong c6 bat ky sy bat thuong vé hinh

thai.
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Céac nghién ctru tng dung diéu kién MG trong cong tic chon, tao va nhan
gidng cdy trong (space - breeding) tir ldu di hdp dan cac nha khoa hoc va nghién
ctru nay ciing tiép ndi didu d6, boi diéu kién nay khong chi anh hudng dén mot sb
chi tiéu sinh trudng, ma con ting ning suit va kha ning khang bénh cua ciy trong
khi dugc trong trong diéu kién trong luc binh thuong [54], dién hinh 1a trén ddi
tuong cay Lua [175], [176].
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Bdng 3.8. Su sinh trudng va phat trién cua chdi cdy hoa Thu hai duong c6 ngudn gbe dudi didu kién SMG sau 1 thang nudi cdy &

moi truong trong lyc thuc

- A cn s Ham lwgng . .
tong (nmol/cm?) g g
G 67,00 +1,15" 2,00 +0,06 3,33+0,33 2,03+0,09 45,40+0,12 4007,67 + 3,84 327,67 £ 0,88
SMG 136,67 +1,20 1,13+0,12 2,33+0,33 0,90+0,56 38,37+0,16 477467 + 13,84 423,33 +0,88
Sig. 0 0,003 0,101 0 0 0 0
t-Test ' '
. . x . . . .

*Cac gid tri trong bang thé hién gid tri trung binh + SE (sai s6 chudn) theo kiém dinh t-Test (p < 0,05);
#Sw khac biét dang ké gitra cdc gid tri trung binh,; * Khong cé su khac biét.
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Bdng 3.9. Su sinh trudng va phat trién cia cdy con Thu hai dudng hoan chinh c6 ngudn gbc dudi diéu kién SMG sau 3 thang nudi
cay & moi truong trong luc thyc

‘A ‘A A Chiéu dai Ham lwong £ £
1t\111g1'rhclem (((f:l;;;eu €A0 €AY S§ r& chinh & chinh S6 14 chlorophyll tong Erl:):l(i:ll’(!)n g Ikﬂgn(::(‘;ng
(cm) (nmol/cm?) g g
G 9,00 + 0,58* 6,67+0,33 4,33+0,33 4,67+0,33 4543+0,09 2013,00 £ 1,15 203,33 + 1,45
SMG 12,33 + 0,33 8,67+033 533+0,33 6,67+033 47,77+0,09 2212,00 £ 0,58 217,33 + 0,88
Sig.
0,007 0,013 0,101 0,013 0 0 0,01

t-Test

# + x # + # #

*Cdc gid tri trong bang thé hién gid tri trung binh + SE (sai s6 chudn) theo kiém dinh t-Test (p < 0,05);
* Sw khac biét dang ké gitta cdc gid tri trung binh; * Khong co su khdc biét.
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3.8.2. Nghién ciru sw sinh truwéng & méi trwong trong lwc thuc ciia chdi va cdy
con Déu tdy c6 nguon géc nuéi cdy in vitro dwdi diéu kign SMG

Trong giai doan nhan nhanh chdi, cum chdi c6 ngudn gbc tir didu kién SMG
va G khong ghi nhan bat cir hién trong bat thudng nao vé hinh thai. Sau 4 tuin nudi
cdy, cum chdi ¢ diéu kién SMG ghi nhan chiéu cao chdi (2,90 cm), khdi lugng tuoi
cum chdi (464 mg) va khéi luvong khé cum chdi (35,67 mg) 1a cao hon so véi cum
chdi & diéu kién G (Bang 3.10). Ngoai ra, hoat tinh enzyme khang oxy hoa (CAT va
APX) & diéu kién SMG ghi nhén ciing cao hon so véi diéu kién G nhu CAT
(174,53 U/g va 167,85 U/g; tuong ung), APX (0,46 U/g va 0,13 U/g; tuong Gng);
trong khi d6, ham luong phenolic tong lai cho két qua nguoc lai (153,36 mg va
195,18 mg; twong ung) (Bang 3.10).

Trong giai doan ra r& in vitro, su sinh trudng cua cay cling tuong déng voi giai
doan nhan nhanh chéi (Bang 3.11). Céc chi tiéu ting truéng cua cdy nhu chiéu cao
cay (8,33 cm), chiéu rong 14 (1,70 cm), khéi luong twoi (653,33 mg) va khdi luong
kho (65,67 mg) ciia cay dudi diéu kién SMG cao hon so vdi cay nudi cdy dudi dicu
kién G (Bang 3.11).

Két qua di cho thiy rang, su sinh trudng cta chdi va ciy ¢ ngudn gdc tir mau
cay dudi diéu kién SMG va G cho su sinh trudng binh thudng. Piéu niy hira hen
tiém nang cua viéc danh gia kha ning phat sinh hinh thai in vitro ctia mau ciy duéi
diéu kién MG; sau d6, chuyén mau cdy sang moi truong toi wu nham danh gia kha

nang sinh trudng va phat trién ti€p theo cia mau cay.
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Bdng 3.10. Sy sinh trudng trong qua trinh nhan nhanh chdi cia cdy Dau tay c6 ngudn goc dudi didu kién SMG sau 4 tudn nudi cay

0 moi truong trong luc thuc

5 . . Phenolic
Nghiém A 1A Chiéu cao Khoi lugng Khoi lwgng CAT APX
, So choi A S A : (mg GAE/100 g

thirc choi (cm) twoi (mg) kho (mg) (U/g) (U/g) chat kho)
G 8,33+0,33" 0,67 £ 0,03 351,33+5,78 26,00£0,58  167,85+0,26 0,13+0,00  195,18+0,26
SMG 7,33 0,33 2,90+0,12 464,00+6,66 35,67+0,67  174,53+0,05 0,46+0,02  153,36+0,26
Sig.
t-Test 0,101 0 0 0 0 0 0

X # # # # # #

*Cdc gid tri trong bang thé hién gid tri trung binh + SE (sai s6 chudn) theo kiém dinh t-Test (p < 0,05);
#Sw khac biét dang ké gitra cdc gid tri trung binh; * Khong cé su khac biét.
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Bdng 3.11. Su sinh truéng va phat trién trong qua trinh tao r& in vitro cta chdi cdy DAu tay c6 ngudn gdc dudi didu kién SMG sau 2
tuan nudi cay ¢ moi truong trong lyc thuc

Nghiém Chiéu cao ciy S 14 Chiéu rong 14 S& ra Chiéu dairé  Khdi luwong Khéi lwong
thire (cm) (cm) (cm) twoi (mg) kho (mg)
G 6,23 +0,15" 6,00 = 0,00 1,10 £ 0,10 7,33+ 0,67 4,67 +0,33 233,33+17,64 26,00 + 2,08
SMG 8,33+ 0,33 6,67 = 0,33 1,70+ 0,10 9,33+ 0,67 4,33 +0,33 653,33 + 68,88 65,67+ 3,38
SIg. 0,004 0,184 0,013 0,101 0,59 0,004 0,001
t-Test

* X * X X ¥ +

*Cdc gid tri trong bang thé hién gid tri trung binh + SE (sai s6 chudn) theo kiém dinh t-Test (p < 0,05);
* Sw khac biét dang ké gitta cdc gid tri trung binh; > Khong coé su khdc biét.
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3.9. Nghién c@u ghi nhan sw ting sinh ciia md seo cay Diép ha chau ding
c6 ngudn gdc nudi cdy in vitro dwéi diéu kien SMG

Sau 4 tudn nudi ciy két qua cho thay c6 hai qué trinh da dién ra d6 13 ting sinh
va tai sinh (choi va r&) (Hinh 3.10C-D) dudi ca hai diéu kién SMG va G; tuy nhién,
md seo ting sinh 13 chil yéu trong khi co quan chdi va ré chi hinh thanh véi sd
lwong khong dang ké (dir liéu khong thé hién). Dudi diéu kién SMG khdi luong
tuoi ciia mod seo ting gap 16,1 1an so voi ban dau; trong khi d6, dudi diéu kién G chi
tang 9,67 lan. Ngoai ra, khdi luong tuoi cua moé seo dudi diéu kién SMG dat cao
hon dudi diéu kién G 1,67 1an. Trong khi d6, khdi lugng kho ctia mé seo dudi dicu
kién SMG ciing cao hon diéu kién G x4p xi 1,6 lan (Bang 3.12, Hinh 3.10A-B).
Piéu nay cho thiy, viéc miu cay tiép xtc voi didu kién SMG c6 kha ning gop phan
lam thay d6i qua trinh tang sinh té bao, tir 46 1am ting sinh khéi ctia mo seo.

Céac phuong phap xir Iy MG c6 thé anh huong dén sy ting sinh va kéo dai té
bao - hai qua trinh sinh hoc co ban diéu phdi sy sinh truéng va phat trién ca thuc
vat [39], [118]. Trong nudi cay in vitro qua trinh tao md seo bi tac dong bdi nhicu
yéu to bén ngoai va céc tin hiéu bén trong [177], [178]. Do do, su tiép xuc cia md
seo v6i diéu kién MG c6 kha ning gop phan lam thay doi su ting sinh té bao va trao
d6i chat cua té bao mo seo cay Diép ha chau dang khi trd vé nudi cdy & méi truong
trong lyc thyc cua mat dat.

Sinh khdi cao hon ctia mé seo khi duge xir 1y dudi diéu kién SMG c6 thé 1a
két qua ctia mot sé co ché quan trong nhu thay doi do cimg cia véach té bao [142],
khung xwong té bao [179], diéu hoa gen [143], trao dbi chat [180]. Két qua cua
chlng tdi ciing twong ty v&i nghién ciru trén ddi twong cdy Can sa cua Farzaneh
Darigh (2022) khi bao cao rang mé seo nudi cdy duéi diéu kién SMG cho thay ting
sinh khéi gép 2,5 14n so v&i md seo nudi cay dudi diéu kién G [181].

Piéu kién SMG khéng chi 1am tang sinh mé seo ma con ting cudng san xuat
cac hop chat thir cap. Két qua & Bang 3.12 cho thay, ham lugng flavonoid (rutin va
quercetin) ciing nhu ham lugng lignan (hypophyllanthin va phyllanthin) trong mé
seo dugc nudi cdy dudi diéu kién SMG déu cao hon so véi diéu kién G. Diéu nay co
thé dugc giai thich rang diéu kién SMG khoéng chi lam tang sinh khbi mo seo ma
con gy ra nhitng thay dbi vé sinh 1y va bién d6i & mirc d6 phan ti, tir 46 gop phan

cai thién viéc san xuat cac hop chat thr cap [181]. Ngoai ra, sy xuat hién véi ham
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lwong cao ciia SA va MEL trong mé seo nudi cay dudi diéu kién SMG so véi diéu
kién G (Bang 3.12) c6 thé 1a nguyén nhan 1am cho cac hop chit flavonoid va lignan
dugc ting cudng. Boi vi, SA dugc ching minh gop phan hiéu qua trong viéc kich
hoat cac phan Gng lién quan dén stress [181], gitip cay trong chdng lai cac stress phi
sinh hoc [182] va qua trinh chuyén héa thr cap [181]; trong khi 6 MEL duoc biét
dén véi vai tro diéu hoa qua trinh sinh téng hop flavonoid va cac hop chét thir cap
khac trong diéu kién thuc vat bi stress [183].

Tir két qua nghién ctru ndy, c6 thé thiy duoc nhimg goi ¥ bude dau cho viée
khai thac diéu kién SMG dé nuoi céy té bao thuc vat in vitro tao ra cac dong té bao
gia tang sinh khoi va san xuét chat chuyén hoa thr cip 1a vo cing quy gia, dap tng
yéu cau cta nganh céng nghiép duoc pham. Tuy nhién, can c6 thém cac danh gia
sau hon & mtrc do sinh hoa va phan tir dé c6 thém cac bang ching rd rét vé vai tro
cuia diéu kién SMG dbi v6i qua trinh gia ting sinh khéi va tich liiy cac hop chat thi

cép O thuc vat.

Hinh 3.10. Sy tang sinh md seo cay Diép ha chau dang ¢ nguon goc dudi diéu kién
SMG sau 4 tuan nudi cay in vitro & mdi truong trong luc thuc

A: Mb seo c6 ngudn gdc dudi diéu kién G; B: M6 seo ¢ ngudn géc dudi diéu kién
SMG:; C: Md sco tai sinh chdi va ré; D: M6 seo quan sat duéi kinh hién vi soi ni
véi thi kinh x10.
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Bdng 3.12. Sy ting sinh mé seo cAy Diép ha chau ding c6 ngudn gbc dudi didu kién SMG sau 4 tuan nudi cAy & moi trudng trong
luc thuc

Flavonoid Lignan Hormone
. ) /g chat twoi /g chat twoi /g chat twoi
Nghiém Khoi lwgng Khoi lwgng (nolg ) (nolg ) (ne/e )
thirc twoi (mg) khé (mg)
Rutin Quercetin  Hypophyllanthin Phyllanthin SA MEL
G 1933,33+20,28" 196,67+8,82 - 10,49+0,01 18,71+0,04 12,40+0,30 1,46x0,002 0,2+0,0008
SMG 3213,33£34,80 310,00+11,55 2,39+0,02 17,67+0,02 39,77+0,02 29,03+0,04 1,59+0,006 0,39+0,003
Sig.
t-Test 0 0,01 0 0 0 0 0 0
# # # # # # # #

*Cdc gid tri trong bang thé hién gid tri trung binh + SE (sai s6 chudn) theo kiém dinh t-Test (p < 0,05); ** Khéng ghi nhdn sé liéu.
* Sw khac biét dang ké gitta cdc gid tri trung binh.
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3.10. Nghién ctru ghi nhan sy thich nghi ¢ vwon wom cia cay Dau tay con
c6 ngudn gdc nudi cay in vitro dwéi diéu kién SMG

Nhitng cdy Dau tay con c6 ngudn goc tir diéu kién SMG va G dugc tiép tuc
danh gia kha ning thich nghi ciing nhu hinh thanh ciy ngé ¢ diéu kién vuon wom.
Két qua cho thiy, cdy con c6 ngudn gdc nudi cdy dudi diéu kién SMG ciing ghi
nhan kha ning thich nghi va da sb cac chi tiéu vé sy sinh truéng khong co su khac
biét so voi didu kién G sau 4 tuan nudi céy (Bang 3.13). Tuong tu, sy hinh thanh
ciy ngé ciing ghi nhian khdng c6 su khac biét ¢ 2 diéu kién nudi cdy sau 8 tuin
(Bang 3.14 va Hinh 3.11). Tuy nhién, cdy con nguén goc tir diéu kién SMG ghi
nhan thoi gian hinh thanh cdy ngdé sém hon khoang 4 ngay (27,67 va 30 ngay;
tuong ung) so v4i diéu kién G. Két qua nay mot 1an nira ching minh cay con c6
ngudn gbc dudi didu kién SMG khong chi thich nghi binh thuong, khong co su bat
thuong vé hinh thai ma con c6 thoi gian ra ngd sém hon so véi cdy con & dicu kién
G. Nhitng két qua nghién ctru trude day chu yéu dimg lai ¢ mtc nghién ctru su dap
g ctia mau ciy dudi diéu kién MG thong qua biéu hién gen, hoat tinh enzyme
khang oxy hoa hay céac chat co tinh sinh hoc ma chua danh gia sau hon vé sy sinh
truong tiép theo ctia mau cdy. Nghién ctru nay da sir dung phuong phap vi nhan
gidng véi mau cay dugc nudi cdy trén cac dia petri ¢6 kich thudc nhé giup dé quan
sat su phat sinh hinh thai in vitro ciing nhu khéi luong hé thdng nudi cay nho co thé
b tri thi nghiém véi nhiéu mau cay. Két qua ciia nghién ctru mé ra mot hudng di
moi ¢ nhiéu trién vong trong viéc img dung cac thanh tuyu cia linh vic cong nghé

vii tru cho cong tac nhan giong cay trong.
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Hinh 3.11. Sy sinh truong va phat trién ctia chdi, CAy con va hinh thanh ngé cua cdy
Dau tay c6 nguon goc nuoi cay duéi diéu kién SMG & vuon uom

A: Nhan chéi sau 4 tuan nudi cay, B: Cay con sau 4 tudn nudi cdy & vuon wom;

C: Su hinh thanh ciy ngé sau 8 tudn & vuon wom.
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Bdng 3.13. Su thich nghi ciia cdy Dau tiy c6 ngudn gdc dudi didu kién SMG & giai doan vudn wom sau 4 tuan

. . . ] Khéi Ham luwgng
Nghiém Chiéu cao cdy _x,, Chieu rong _x » Chiéu dai ré Khoi lwong ~  Cchlorophyll
f So la . So ré . lwong kho  ;
thire (cm) la (cm) (cm) twoi (mg) tong
(mg) 2
(nmol/cm*)
G 11,37 8,00 4,67 10,33 11,20 3775,67 431,00 45,33
+0,19* + 0,58 +0,09 10,88 +0,21 +102,28 +17,21 +1,45
SMG 12,63 9,00 5,17 12,67 13,67 4096,00 469,00 48,00
+0,09 + 0,58 +0,20 10,88 +0,90 54,53 + 10,58 +1,53
'[S-I'Igést 0,004 0,288 0,087 0,135 0,056 0,051 0,133 0,275
+ X X x X x X X

*Cdc gid tri trong bang thé hién gid tri trung binh + SE (sai s6 chudn) theo kiém dinh t-Test (p < 0,05);
* Sw khac biét dang ké gitta cdc gid tri trung binh.
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Bdng 3.14. Su hinh thanh ng6 cua ciy Dau tdy c6 ngudn gdc dudi didu kién SMG & giai doan vudn vom sau 8 tuan

Cay ngo
o Thoi gian Ty 1€ hinh .

Nghiém b thanh  thanhngd  Séngélcdy . . . N . Ham lugng
thirc ng6 (ngay) (%) Chiéu dai ngo Sé 14 Khoi lugng twoi  chlorophyll

(cm) (mg) tong

(nmol/cm?)
G 30,00 +0,58* 83,33 +3,33 4,00+£0,00 7,73+0,63 400+£0,00 2049,67+4298 42,67+0,80
SMG 27,67 +0,33 93,33+3,33 533+0,33 9,07+0,15 433+0,33 2336,33+66,47 43,60+ 0,68
Sig. 0,025 0,101 0,057 0,109 0,423 0,022 0,425
t-Test
* X X X X * X

*Cdc gid tri trong bang thé hién gid tri trung binh + SE (sai s6 chudn) theo kiém dinh t-Test (p < 0,05);
#Sw khac biét dang ké gitra cdc gid tri trung binh.
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3.11. Pé xuit quy trinh vi nhan giong ciy hoa Thu hai dwdng, ciy DAu tiy va san xuit hop chat thir cip trén cay
Diép ha chau ding
Dua trén nhitng két qua cuia nghién ctru ndy, quy trinh nhan gidng cay hoa Thu hai dudng, cdy Dau tdy va san xuat hop chat

thir cap trén cdy Diép ha chau ding thdng qua qua trinh phat sinh hinh thai duéi diéu kién SMG dugc dé xuat nhu sau:

o rmmmmmmmmmee \
%’& 1‘ Coo N lmm
\* !/ v b i 7 '.
R Y 4 - \‘ . 20
g L~ Leod p ¢\ 4 - 'u ..
=, - - L - & _ - g R
zf*\\\“‘ "3 = 4 ~— ’ )
Cily Thu hai dudng Khir tring tTCL mau Y4 MS +0,2 mg/L TDZ + Phdi soma
in vitro cudng la 0,2 mg/L NAA + 30 g/L
+
sucrose + 10 g/L agar Clinostat 2-D l
______________________________________________________________________________________________________ \\
\
— I
|
e o 1
& :
~

& 3 thng | thing I
— -— — — < :
I
I
‘- I
1
Céay con Ra1é in vitro Nhan nhanh :
MS + 30 g/L sucrose chdi MS +30 g/L sucrose |
+ 8 g/L agar + 8 g/L agar !
1
'

So dé 3.1. Quy trinh nhan giéng cay hoa Thu hai duong thong qua qué trinh phat sinh hinh thai dudi diéu kién SMG.
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—_— —
MS +1 mg/L TDZ + 0,1
; +
Chdi dau tay 4 mg/L IE"’; g/3L° fg/:rsu“"se
tuén tudi Clinostat 2-D

- - - - - = - = - - - - - - = = = = - - - - - - = - - - - - - - - ———

&

Chdi véi
314 4 tudn
—— -
=
Ra 18 in vitro Nhan nhanh chi MS + 0,5 mg/L BA + 0,2
MS + 0,02 mg/L NAA + 0,5 mg/L mg/L AgNPs + 30 g/L
AgNPs + 30 g/L sucrose + 8 g/L agar sucrose + 8 g/L agar

---------------------------------------- Piéu kién 1g

So @6 3.2. Quy trinh nhan gidng cay Dau tay thong qua qué trinh phét sinh hinh thai duéi diéu kién SMG.

- - = e =
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1

—— MS + 0,5 mg/L BA + 30 Mo seo
Mau long than g/L sucrose + 8 g/L agar
Cay diép ha chau Clinostat 2-D /
in vitro

:, . \ \‘
1 1
1 T 1
1 — - 1
1 1
1 1
] 1
1 1
1 1
: — — — :
s S =
| |
1 1
i Thu nhan hop chét thir cap Nudi ciy huyén phu té bao Thu nhan sinh khi Tang sinh m6 seo |
I mo seo MS + 1 mg/L 2,4-D + :
: 8 g/L agar :
1 1
\ 1

A Y . A 3 o d’
B DICuKi¢n 1g ikttt ittty

So do 3.3. Quy trinh san xuét hop chat thi cap trén cay Diép ha chau dang thong qua qué trinh phat sinh hinh thai dudi diéu kién
SMG.
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CHUONG 4. KET LUAN VA KIEN NGHI
4.1. Két luan

Két qua nghién ctru da cho théy tac dong tich cuc cua diéu kién SMG trong
qua trinh phat sinh hinh thai va sinh trudng in vitro ctia cdy hoa Thu hai duong, cay
DAau tay va cdy Diép ha chau ding.

1. Bbi vai qua trinh phét sinh hinh thai:

Trén cay hoa Thu hai duong, diéu kién SMG da thuc day su cam Gng, biét
hoa va truong thanh & SES tir mau cubng 14 nudi cay in vitro.

Trén cdy Dau tdy, diéu kién SMG di kich thich kha ning hinh thanh mé seo
cling nhu tai sinh chdi ctia mau 14 nudi cdy in vitro.

Trén cay Diép ha chau ding, diéu kién SMG da thiic day qua trinh cam tng
mo seo va hinh thanh ré bat dinh cia mau ciy 16ng than cay nudi ciy in vitro.

2. Qua trinh phat sinh hinh thai trong diéu kién stress luc hap dan di duoc
thich nghi bang cach diéu chinh ham luong va ty 1& hormone ndi sinh (AUX, GAs,
ABA va CKs) & cay hoa Thu hai dudng, cidy Dau tiy va cdy Diép ha chau déang.
Hodc bang cach tang cuong hoat tinh cac enzyme khang oxy hoa (CAT, APX) &
cdy Dau tay, cdy Diép ha chau dang. Su thich nghi nay ciing dugc thé hién bang
viéc gia tang tich lily hop chat thir cp va ting sinh té bao & ciy Diép ha chiu ding.

3. Su sinh trudng in vitro cta chdi ciing nhu su tao ciy con hoan chinh cua
cay hoa Thu hai duong & moi truong trong luc thuc tor SEs dugc hinh thanh dudi
diéu kién SMG ciing duoc ting cudng; cdy con c6 ngudn goc dudi diéu kién SMG
sinh trudng, phat trién t6t va khong co bat thudng vé hinh thai.

Trén cay DAu tay, su sinh truong tiép theo cua chdi, cdy con ¢ ngudn gbc
dudi didu kién SMG la tbt hon so vé6i diéu kién G. O giai doan vuon uwom, kha nang
thich nghi va hinh thanh ciy ngé ciia cay con c6 ngudn gbc nudi cay dudi dicu kién
SMG cho thdy khong c6 su khéac biét so v6i diéu kién G, duy chi c6 thoi gian hinh
thanh ngé cua ciy con c6 ngudn gdc dudi didu kién SMG 13 sém hon.

Trén cdy Diép ha chau dang, sy ting sinh mo seo dugc hinh thanh duéi diéu
kién SMG cho sinh khdi va sy tich liy hop chit thi cdp flavonoid (rutin va
quercetin) va lignan (phyllanthin va hypophyllanthin) cho thiy 1a tot hon diéu kién
G.
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4.2. Kién nghi

1. Tiép tuc nghién ciru ghi nhén sy sinh truong va phat trién in vitro ¢ cac giai
doan tao chdi va tao ré cua cdy Diép ha chau ding ngudn gbc nudi cdy dudi diéu
kién SMG.

2. Tiép tuc nghién ctru ghi nhan sy thich nghi cta cdy con Thu hai duong,
Diép ha chiu ding c6 ngudn gbc nudi cdy dudi diéu kién SMG & giai doan vuon
uom.

3. Nghién ciru 4nh hudng cua diéu kién SMG trén cac d6i tuong cy trong véi
cac thiét bi mo phong va toc d6 quay khac nhau; dic biét di sau tim hiéu vai trd cta
SMG d6i véi cac co ché sinh hoa va biéu hién gen.

4. Nghién ctru tmg dyung viée xir Iy mau cdy dudi diéu kién SMG trong linh
vuc Vi nhan giéng cdy trong ciling nhu nudi cdy té bao dé san xuat cac hop chat thir

cap trén quy mo cong nghiép.
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