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LOTI CAM POAN

T6i xin cam doan luan dn “Nghién ctru qua trinh phét sinh phdi soma sam
Lang Bian (Panax vietnamensis var. langbianensis)” 1 cong trinh nghién ctru cua
chinh minh, dugc thyc hién dudi sy huéng din khoa hoc ctia GS.TS. Duong Tén
Nhut va PGS.TS. Nguyén Phuong Thao. Trong ludn 4n, toi da sir dung thong tin tham
khao tir nhiéu ngudn khac nhau, va tit ca cac thong tin trich din déu duoc ghi 13
ngudn gbc. Cac két qua nghién ciru da dugce cong bo cing véi céc tic gia khac da
nhan duge su nhat tri ciia ddng tac gia trude khi dwa vao ludn 4n. Céc b lidu va két
qué duoc (rinh bay trong ludn 4n 1a hodn toan trung thuc va chua timg dwoc xuét ban
trong bét ky céng trinh nao ngoai trir cac cong trinh da duoc téc gia cong bo. Ludn 4n
nay da duge thuc hién va hoan thanh trong khoang thoi gian t6i lam nghién ciru sinh
tai Hoc vién Khoa hoc va Cong ngh¢, Vién Han Lam Khoa hoc va Cong nghé Viét
Nam.

Ha Ngi, ngay 28 thang 08 nam 2024

Téc gia ludn dn

Trwong Thi Lan Anh
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LOI CAM ON

Trong sudt qua trinh hoc tdp, nghién ctru va thuc hién ludn dn, té6i da nhén
duoc rat nhiéu su quan tdm gitp d& tan tinh tr Quy Thay Cb, gia dinh va ban beé.

Déu tién, 6i xin gdi 16i cam on trén trong nhat dén Thiy GS.TS. Duong T4n
Nhut. Thiy da tan tinh dinh huéng, hudng din va tao diéu kién thuan loi nhat dé toi
¢6 the hoan thanh chwong trinh hoc cling nhu dé tai nghién ctru ny.

T6i xin chéan thanh guri 161 cam on t6i C6 PGS.TS. Nguyén Phuong Thao ludn
tén tinh giup d& va cho nhiing gép y quy bau gitp t6i hoan thanh lun 4n.

T6i xin chan thanh gui 161 cdm on t6i TS. Hoang Thanh Tung ludn tin tinh hd
tro va dua ra nhitng gop y thiét thuc gitp t6i hoan thién luén 4n.

Téi xin goi loi cam on NCS. Nguyén Thi Nhu Mai luén hd trg t6i trong thoi
gian kho khan.

T6i xin chén thanh cdm on dén c4c anh chi va cac ban sinh vién & Phong Sinh
hoc Phan tr va Chon tao gidng cay trong da dong vién va giap d téi trong qua trinh
hoc tdp va nghién ciru.

Téi xin duoc giri 101 cam on dén Ban 14nh dao va cdn bd nhan vién ctia Hoc
vién Khoa hoc va Céng nghé, Vién Nghién ctru Khoa hoc Tay Nguyén, Trudong Dai
hoc Pa Lat, Khoa Néng lam d tao diéu kién thuén loi cho t6i trong sudt qué trinh
hoc tap va thuc hién luan an.

T6i xin gii 101 cdm on sy hd tro tir cac dé tai VAST [NCXS01.03/2224],
NAFOSTED-[106.01-2020.10] va Quy VINIF- [VINIF.2022.TS094].

Cudi cling, ludn &n nay s& khong dugc hoan thanh néu khéng c6 sy cam thong,
ddng vién cua gia dinh, nguoi than va ban be, nhitg ngudi ludn & bén canh, gitp d&
va dong vién toi trong hanh trinh nghién ctru khoa hoc.

Xin gtri 1o cdm on chén thanh nhét!

Ha Noi, ngay 28 thang 08 nam 2024

Tac gia ludn dn

| -

Trwong Thi Lan Anh
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mT Meta—topolin
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MO DAU
Tinh cip thiét ciia luin an

Chi sdm (Panax) 13 mét trong nhing chi thuc vat 1am thudc déng duoc quan
trong, nho c6 cdc loai ginsenoside voi nhiéu hoat tinh sinh hoc va gid tr1 duoc dung
cao, c6 tdc dung nhu lam gidm bdt stress va mét moi, ngan ngura 1do hda va tang
cuong sinh lyc [1]. Hién nay, Chi sdm c6 khoang 20 loai va dudi loai, phan bd &

DPéng A, ving Himalaya, Déng Nam A va Bic My [1-4].

Hién nay, viéc cham soc strc khoe bang cich sir dung cdc dang thyc pham c6
ngudn gdc thao duge rat duoc quan tim. Tuy nhién, ngudn duoc liéu quy nay ngoai
ty nhién rat it, boi lam dung khai thdc quia muc dan dén bij de doa, va rat nhiéu trong
s6 d6 mat dan khu phan bd, din dén sé& bi tuyét chung trong tuong lai khong xa. Ngoai
ra, viéc nhan gidng cac cay duoc liéu ngoai ty nhién mat rit nhiéu thoi gian va phu
thudc vao cac diéu kién ty nhién, do do6 khong 6n dinh vé& mat s lugng [5]. Vi vay,
can phai tim ra mot giai phdp vé cong tic nhan giéng nhanh chéng, tao ra sb luong

16m, va hiéu qua loai cho nhirng loai dugc li¢u quy.

Vi nhan gidng, trong d6 nudi cay phodi soma 1a phuong phap duoc sir dung
thay thé phuong thirc nhan gidng truyén théng vén con nhiéu han ché vi ching cung
cAp mot sb luong cay gidng 16n trong thoi gian ngdn ma van giir dugc nhitng dic tinh
t6t tir cAy me [6]. Phuong phap nay di thyc hién rat thanh cong trén mot sd loai thude
chi Panax, nhu: Panax ginseng [7], Panax notoginseng [8], Panax quinquefolius [8],
Panax japonicus [9], Panax vietnamensis [10]. Hi¢u qua cua qua trinh nu6i céy phoi
soma phu thudc vao nhiéu yéu té nhu khir tring mau cdy, loai mau, d6i twong thuc
vat, moi truong va diéu kién nudi mau [11]. Ngoai ra, phoi soma so cép tiép tuc duoc
gia tang sinh khéi théng qua cdc chu ky hinh thanh phoi soma thi cp lap lai, tir d6
nang cao hiéu qua ciia qua trinh vi nhin gidng [12, 13]. Bén canh nhitng wu diém,
phuong phap vi nhan giéng con c6 nhuge diém 1a ciy con dugc chuyén tir didu kién
in vitro ra ex vitro c6 ty 1 song sét rat thap do chiing c¢6 hé ré phit trién kém. Mot s6
két qua dat duoc tir nghién ciru hinh thanh céc than 1& in vitro di gitip ciy thich nghi
o giai doan vuon wom: P. vietnamensis [10], P. ginseng va P. quinquefolius [14] va

P. ginseng [15].

O Viét Nam, sam Lang Bian (Panax vietnamensis var. langbianensis) 12 mot
thir méi duge phat hién va cong bd nim 2016 [16], chi c6 phan bd ¢ ving nii
Langbiang thudc huyén Lac Duong va Hon Nga (Pam Rong), tinh Lam Pong sim

Lang Bian c6 kich thudc quan thé nho, sb lugng cd thé it va phan b rai rac, da dang



di truyén giam. Nguyén nhén 1a do viéc khai thdc triét dé ctia nguoi dan ban dia diing
lam thubc va thuong mai héa [17]. Do dd, viéc bao ton va phat trién lodi thuc vat cé
gid tri va quy hiém nay cin duoc trién khai. Tir khi duoc phdt hién cho dén nay, chua
c6 tai liéu ndo ghi nhan vé viéc thyc hién vi nhan giéng sim Lang Bian. Xudt phat tir
nhitng van d¢ trén, dé tai Nghién ciru qua trinh phat sinh phoi soma sam Lang
Bian (Panax vietnamensis var. langbianensis) duoc thyc hién thong qua viéc nghién
ctru cdc yéu td anh huong dén qud trinh phét sinh phdi soma ciing nhu sinh trudng
tiép theo, va tir 46 gop phan vi nhin gidng saim Lang Bian phuc vu cho cong tic giy

trong, bao ton va phat trién.
Muc tiéu nghién ciru

Muc ti€u nghién ctru cua dé tai 1a xac dinh duge mot sb yéu td moi truong
thich hop cho qua trinh phat sinh phdi soma so cép va thir cp ciing nhu tao duoc

than ré sam Lang Bian in vitro c6 tich l{ly saponin, vdi cic ndi dung cy thé nhu sau:

- Tao dugc nguén mau in vitro ban dau lam ngudn vat liéu cho nhitng nghién

ctru phét sinh phoi soma.
- Phat sinh va nhan nhanh phoi soma so cip tir cic mau ciy 16p mong.
- Phdt sinh va nhin nhanh phéi soma thir cdp tir ngudn phdi soma so cép.
- Tao duoc than ré sim Lang Bian in vitro c6 tich lity saponin.

Y nghia khoa hoc

Sam Lang Bian (Panax vietnamensis var. langbianensis) 1a mot thir madi duoc
phat hién va cong bd vao nam 2016 véi sé lugng nho chi khoang 100 — 200 c4 thé,
moc rai rac dudi tan rimg 14 rong thuong xanh. Nén viéc nghién ciru dé bao ton va

phat trién sam Lang Bian 12 can thiét, c6 y nghia khoa hoc.

Két qua cta luan 4n danh gia duoc anh hudéng ctia mot sé yéu té dén qua trinh
phat sinh phoi soma so cdp sim Lang Bian thong qua k¥ thuat nudi cdy 16p mong
TCL, dong thoi, cung cp thong tin vé moi truong dinh dudng dnh huéng dén quéi
trinh phat sinh va ting sinh phoi soma thir cap, tir 46 tao dugc cdy con hoan chinh c6
su hinh thanh than & in virro. Két qua cua luan 4n la dan liéu tham khao cé gia tri
trong nghién ciru vé cic loai sim Viét Nam néi chung va giang day linh vuc Sinh 1y

hoc thuc vat.
Y nghia thue tién

Cac két qua cua luan 4n c6 thé dugc str dung dé diéu chinh qua trinh phat sinh

phoi soma so cap va thir cap mot cach c6 hi€u qua, phuc vu cong tac xay dung quy



trinh nhén gidng sim Lang Bian in vitro théng qua phat sinh phdi soma, gép phan
cung cap ngudn ciy gidng di 16n phuc vu cho cong tic bao ton va phat trién ddi twong
sam dic hitu va quy hiém nay tai Lam Déng.

P6i twong va pham vi nghién ciru ciia dé tai

Doi twong nghién ciru

Cay sam Lang Bian dic hitu tai LAm Dong:

- Than r& ciy sim Lang Bian thu thdp ngoai ty nhién dé tao nguén mau ban
dau.

- Cdc mau 14 va cudng 14 cta cdy sim Lang Bian in vitro duoc st dung dé
nghién ctru sy phat sinh phoi soma so cip nudi ciy trong diéu kién in vitro.

Pham vi nghién ciru

Pé tai tap trung nghién ctru anh hudng ctia mot s6 yéu té dén qud trinh phat
sinh va ting sinh phdi soma so cdp, thir cip va tao cdy con hoan chinh véi sy hinh
thanh than ré sim Lang Bian trong diéu kién nudi ciy in vitro.

Nhirng dong gép méi cia ludn an

Pé tai da sir dung nano bac (AgNPs) khir tring mau than ré sim Lang Bian va
nhan nhanh chdi trong méi trudong bd sung BA dé tao ngudn miu ban diu cho nghién
ctru qué trinh phat sinh phoi soma sdm Lang Bian in vitro.

Pé tai danh gia dugc mot sb yéu td tac dong dén qud trinh phat sinh phoi soma
so cdp tir mau cy 16p mong 14 L-tTCL va cudng 14 P-ITCL in vitro. Pdng thoi, ddnh
gia dugc vai trd ctia mot sd yéu té méi trudng dén su phét sinh phdi soma thir cap.

Pé tai d3 tao dugc cdy con c6 ngudn gbc tir phodi soma thir cAp véi su hinh
thanh than ré in vitro c6 tich lily saponin, tir d6, c6 thé chu dong duoc ngudn ciy

gidng phuc vu cho cong tic bao ton va phat trién.
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CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Tong quan vé chi Panax va tinh hinh nghién ciu

1.1.1. So lwoc vé chi Panax

1.1.1.1. Phéan loai

Chi sam (Panax) dugc Xép vao hang duogc li¢u c6 gia tri dugc 1y va gid tri kinh

té cao. Chi sam, thudc ho Araliaceae, phan bd & mot s6 khu vuc trén thé gio1 tu Bong
A (bao gébm Han Quéc, Trung Qudc va Nhat Ban) dén Bic My (bao gdm MY,
Canada). Hién nay, chi saim c6 khoang 20 loai va dudi loai, phan bd rong rai & Dong

A, ving Himalaya, Pong Nam A va Bic My (Bang 1.1) [1-4], trong d6 c6 5 loi: P.

ginseng, P. japonicus, P. notoginseng, P. quinquefolius va P. vietnamensis thuong

dugc xem nhu cic loai dugc thao quy.

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

Phan Tén thong

STT  Tén khoa hoc ] . Khu vyc phan b
loai thuwong
1 P. assamicus Loai — An Do
An bg, Trung Quéc,
. . .. o Myanmar, Nepal, Thai
2 P. bipinnatifidus  Loai Sam vii diép

Lan, Tay Tang va Tay
Himalaya

P. bipinnatifidus
3 o Tht
var. angustifolius

An bg, Trung Quéc,
Nepal, Théai Lan, Tay

Tang va Himalaya

P. bipinnatifidus
4 Tha
var. bipinnatifidus

Trung Quéc, Himalaya,
Myanmar, Nepal va Thai

Lan

Sam Han Quoc,

Trung Qudc, Nga, Han

5 P. ginseng Loai A .
Nhan sam Quoc
Trung Quéc, Nhat Ban,
. . .. . ) Nepal, Bhutan,
6 P. japonicus Loai Sam Nhat

Himalaya, An bo,

Pakistan




7 P. notoginseng Loai Tam Thét Trung Qudc, Viét Nam
8 P. pseudoginseng Loai Gia nhan sim  Nepal, Trung Quéc
9 P. quinquefolius  Loai Sam M§ Canada, M¥, Trung Qudc
10 P. siamensis Loai - Thai Lan
11 P. sinensis Loai - Himalaya
12 P. sokpayensis Loai — Himalaya
13 P. stipuleanatus  Loai Tam Thit hoang Trung Qudc, Viét Nam
14 P. trifolius Loai Sam ba 14 My, Canada, Puc
15  P.variabilis Loai - An P9, Trung Qudc
16 P. vietnamensis Loai Sam Ngoc Linh  Viét Nam
P.  vietnamensis ) A o Viét Nam,
17 . Tht Sam Lai Chau ,
var. fuscidiscus Trung Qudc
P. vietnamensis . )
18 _ ~ Thu Sam Lang Bian  Viét Nam
var. langbianensis
19  P. wangianus Loai Sam 14 hep Trung Qudc
o _ .. . Viét Nam, Trung Qudc,
20  P. zingiberensis  Loai Sam gung
Nepal, Bhutan, Myanmar
Ghi cha: “— “ khong duoc de cap

P. ginseng phan bd ¢ ving Pong Bac A nhu Han Qudc, Trung Qudc, Nga nén
thuong dugc goi la sam phuong Dong (Oriental ginseng); P. quinquefolius dugc tim
thdy chu yéu & Bac My (Sam M¥); P. japonicus va P. notoginseng 12 loai sim cua
Nhat Ban va Trung Quéc; P. vietnamensis thuong goi 12 sim ctia Viét Nam hay sim
Ngoc Linh. Chiing c¢6 chita hop chat saponin ¢6 tac dung phong ngira nhiéu loai bénh
khac nhau nhu kich hoat hé mién dich, chéng 130 hoa, diéu chinh lugng dudng huyét,

giam stress va bao v¢ gan, than [18].
1.1.1.2. Tinh hinh nhan giéng chi Panax in vitro

Sam c6 thé duoc khai thac trong ty nhién hodc tur tréng trot. Tuy nhién, viéc
khai thac qua murc d 1am s6 luong céc loai sim trong ty nhién ngay cang giam. Pong

thot, thoi gian canh tic kéo dai dAn dén cdy sam trong d& bi nhiém bénh, dién tich dat



canh tdc bi han ché va chi phi cho cong lao dong cao di can tré ngudi trong sim dap
g nhu cau ngay cang gia ting [19]. Chinh vi nhitng 1y do nay, sim ngay cang khan
hiém va dit d6 hon. Dé khic phuc nhitng van dé trén, phuong phap nhin gibng in
vitro d3 duoc nghién ctru va Gmg dung dé tao ra ngudn ciy gidng va cic hoat chat

sinh hoc ma khéng giy ton hai ngudn sim trong tu nhién (Bang 1.2).

Bang 1.2. Lich st nudi cdy sim in vitro [4]

Thoi gian Nghién ciru vé chi sim

1967 Butenko tim ra phwong phap khir tring mau va nudi ciy P. ginseng
in vitro

1967-1968 Butenko va cong su nudi cAy md P. japonica, P. quinquefolius va

P. pseudoginseng

1968 Slepyan nudi cdy mo seo tir mau ré sim

1969 Kitra va Sunggi nghién ciru duge méi trudng pht hop nudi ciy P.
ginseng

1971 Lee di c6 bdo cdo nghién clru nudi cdy P. ginseng tai Han Qudc

lan dau tién

1988 Nghién ctru nudi cdy mo sam dugc tiép tuc thuc hién; tir nim 1988,
cong ty Nitto Denko di nudi cdy huyén phit t& bao véi quy mé 16n

va ban thyc pham chirc nang c6 chira sam & Nhat Ban

1990 Choi va cong su nudi cay phdi soma, thuan héa va trong cdy con

c6 ngudn gdc tir phdi soma trong nha kinh thanh cong

2000 dén nay Nudi cdy md seo, huyén phil té bao, phodi soma, r& bat dinh, ré to

nham thu nhan hoat chét thir cip

1.1.2. Tinh hinh nghién cvwu sam Viét Nam
1.1.2.1. S4m Ngoc Linh

Sam Ngoc Linh (P. vietnamensis Ha et Grushv.) 1 loai duoc liéu quy hiém c6
gid tri rat cao. Ching c6 tic dung nhu: hd tro hé than kinh trung wong, ting kha ning

tap trung va cdi thién tri nhd, gidi doc va bao vé chlrc nang gan, giam cholesterol mau,



kich thich mién dich, thic day qua trinh trao d6i chit, giai phong duong va md trong

mdu, c6 tinh khdng u va hd trg diéu tri ung thu [20].

Ttr khi dwgc phét hién va dinh danh cho dén nay, cdc nghién ctru vé& sim Ngoc
Linh hudéng vao vi¢c xac dinh quan hé phéat sinh loai, dugc chat [21], [22]; nudi céy
té bao [23-27] , ré to [28-30], ré bat dinh [31-33] va nhan gidng in vitro [10, 34-36].
Trong nudi cay in vitro, viéc lwa chon méi trudng va diéu kién nudi ciy thich hop
duoc tap trung nghién ctru (Bang 1.3). Ham lugng saponin cua sam Ngoc Linh tap
trung & trong than ré, chu yéu saponin triterpen khung dammaran va chi chira mot it
saponin c6 genin 1a acid oleanolic. Thanh phan saponin ctia sim Ngoc Linh tu nhién

rat giong voi nhan sdm, sam My va Tam That.

Bang 1.3. Nhitng nghién cru vé mdi quan hé phat sinh loai, hoat chat va nudi ciy

sam Ngoc Linh in vitro.

Nhiing nghién ctru gia tri dwoc liéu va nudi ciy N
STT . S Nguon
sam Ngoc Linh in vitro

Xac dinh mdi quan hé phat sinh loai va dwoge chit

1 Sam Viét Nam: Moi quan hé phét sinh loai, hoat chat va dugc 1y [21]

2 Mot s6 saponin trong sam Viét Nam [22]

Nuoi cay te bao

; Su gia tang sinh khoi huyén phil t& bao khi bo sung PGRs va dich 23]
chiét hiru co

4 Nubi cay huyén phil té bao trong bioreactor [24]

5 Nghién ctru yéu t6 moi trudng trong nudi cdy huyén phi té bao va 5]
tich llly ginsenoside

6 Thoi gian va s6 1an cay chuyén trong nudi ciy té bao va sy tich liy 6]
hoat chét

; Anh hudng cia yéu t6 khoang dén tich lity sinh khi va ginsenoside 7]
trong nudi ciy huyén phi té bao

Nubi cay ré to

9 Nuoi cdy ré to sim Ngoc Linh, mdt phuong phap day htra hen dé san 28]
xudt ginsenoside dang ocotillol

9 Nuoi cay ré to str dung phuong phap chuyén gen bang vi khuan [29]

Hiéu qua tai sinh cdy con chuyén gen tir ré to theo con dudng phat
10 sinh phoi soma va nang cao chat luong ciy con (sit dung méi truong  [30]

bo sung nano sat)




Nuéi cay ré bat dinh

. Phit sinh r& bat dinh tr mAu cdy 14: T6i vu hda moi trudng va diéu 311
kién nudi ciy

1 Ham luong dudng va mét d6 mau ciy tac dong dén su sinh trudng 32]
ré bat dinh va budc dau nudi ciy trong bioreactor

13 Cai thién su tich liiy saponin trong nudi cay ré bat dinh theo ting 33]
giai doan nudi ciy va st dung elicitor

Nhén giong vé tinh in vitro theo con dwdong tai sinh chdi va phat sinh

phoi soma

14 Hiéu qua cua AgNPs trong nhan gidng sim Ngoc Linh — mét ciy (10]
thudc quy

5 Hi¢u qua tdi sinh va nhan nhanh choéi tir mé s¢o ¢6 ngudn goc tr mau 34]
14 ex vitro

16 LED va tiém ning trong ting trudng mé seo, phét sinh phdi soma, 35]
sinh trudng cay con va tich lily saponin

17 Vi nhén giéng sim Ngoc Linh [37]

8 Su phat sinh phoi soma tir mot s6 ngudén mau in vitro (than ré, 14 va 138]
cuéng 14)

19 Cam tng tao mo seo c6 kha nang sinh phoi va phoi soma [39]
20 Su phat sinh phdi soma ttr md seo cam (g tir mau 14 TCL [40]
21 LEDs va tiém ning trong nudi cay phoi soma [41]
22 Tt bdi héa phdi soma saim Ngoc Linh bang xir 1y colchicine [36]

Sam Ngoc Linh c6 52 hgp chat saponin gom 26 saponin c6 cau tric twong
dong véi cdc loai sam khéc, ngoai ra con cé cau tric ciia 26 saponin (25 vina
ginsenoside R1-R25 (VG-R1-R25) va 20-O-Me-GRh1). Dac biét, saponin dammaran
goi chung 1a ginsenoside chiém t&i 50/52 saponin dugc phan lap, ddy 1a nhitng hoat
chat quyét dinh gid tri cia sdm. Mt khic, sim Ngoc Linh ciing ¢6 mot ham luong
saponin 16n ¢6 cau truc ocotillol, dic biét 1a majonoside-R2 (hon 5%), chiém gan 1/2
luong saponin toan phan. Va chinh sy ¢6 mit cic loai saponin nay tao ra nhiing tac
dung sinh hoc chuyén biét cho sam Ngoc Linh so v&i céc loai saim khac. Majonoside-
R2 c6 tac dung chdng stress, kich thich hoat dong than kinh va tri nhé khi sir dung &
lidu thdp, chéng tram cam, ting cudng sinh luc, chdng oxy hoa, ting cudng suc dé
khang, tdc dung phuc hdi mau, tang cuong nodi tiét t6 sinh duc, diéu hda hoat dong
cla tim, tdc dung chdng ting cholesterol mau, tac dung bao vé gan khoi cdc yéu td

gy doc. Bic biét, MR2 trong sim c6 tiém ning trong viéc phong ngira ung thu [21],
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lam giam murc d6 hoat héa cia men gan sGPT va sGOT trong md hinh ton thuong

gan cua chudt, do do c6 thé bao vé té€ bao gan ¢ chuot.

Moi trudng t6t nhit cho sy nhin nhanh mé seo 13 SH bd sung 1,0 mg/L acid
2,4-Dichlorophenoxyacetic (2,4-D) va 0,2 mg/L. Thidiazuron (TDZ); mau dugc nudi
& nhiét d6 25 + 2°C, quang chu ky 10 gid, chiéu sédng bang dén huynh quang (2500 —
3000 lux) [34]. Céc chét hitu co va chat diéu hoa sinh trudng thuc vat (PGRs) bd sung
d3 lam tang dang ké sy tich lity sinh khéi cuia sim Ngoc Linh va sinh khéi duogc tich
lity 16n nhat ¢ nghiém thirc méi truong MS bo sung 2,0 mg/L kinetin trong thoi gian
24 ngay (mau dugc duy tri trong ti, nhiét d6 25 + 2°C). Bén canh d6, diéu kién chiéu
séang lién tuc c6 thé cai thién sinh khdi ctia mau [23]. Pic biét, trong nudi céy sam
Ngoc Linh in vitro cho ham lugng majonoside R> (MR2) tich liiy 14 cao nhat khi sir
dung dén LED véi ty 18 chiéu séng 12 20% do : 80% xanh [35]. Kha ning nhan nhanh
sinh khdi va tich lily ginsenoside, dic biét 1a saponin ocotilloltype & ré to ctia sim
Ngoc Linh ciling dugc bdo cdo [28]. Ngoai ra, su sinh trudng cua ré va ham luong
mot s6 saponin (MR2, Rb1, va Rgl) cao nhét & méi truong MS cai tién [42] bd sung
7 mg/L acid indole butyric (IBA) va 0,5 mg/L 6-benzyladenine (BA), cic mau dugc
nudi cay long (tbe d6 1ac 100 vong/phit) va duy tri trong tbi v6i nhiét do 25 + 2 °C
[31].

Trong nghién ciru nudi cdy phdi soma sam Ngoc Linh pht sinh tir mo seo ¢6
ngudn gdc tir mau cdy tTCL, mau tTCL tao md seo khi nudi trong méi truong MS ¢6
bd sung 1,0 mg/L 2,4-D va 0,1 mg/L TDZ. Ty 1¢ mau phat sinh phdi soma (53,3%)
va s phoéi soma (35 phéilmﬁu) duoc tao thanh cao nhét khi nudi céy mo s¢o trong
mdi trudng MS bo sung 1,0 mg/L 2,4-D, 0,5 mg/L acid naphthalene acetic (NAA) va
0,2 mg/L TDZ [40]. Ngoai ra, cdy con c6 ngudn gdc tir phdi soma hinh thanh than ré
in vitro trong méi truong cé bd sung 1,2 mg/L AgNPs va c6 ty 18 sdng sét cao khi

chuyén ra tréng trong vuon wom [10].
1.1.2.2. Sam Lai Chau

Sam Lai Chau (P. Vietnamensis var. fuscidiscus K. Komatsu, S. Zhu & S.Q.
Cai) duoc biét dén 12 mot thtr ciia sim Ngoc Linh, ching con dugc goi la Tam that
hoang Muong Te, Tam Thét den... Sim Lai Chau phan b6 chu yéu ¢ do cao 1.400 —
2.200 m thudc mét s6 khu vye nhu Sin H6, Muong Te (Lai Chau). Sim Lai Chau ¢
tac dung ting cudng sirc khoe, ting kha ning thich tng, kich thich mién dich, khang
u va chong oxy héa [43].
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Hién nay, céc cong bd vé sim Lai Chau tap trung chtl yéu nghién ctru dic diém
sinh vat hoc, sinh thdi hoc, k¥ thuét nhan giéng, chim soc ciy sim Lai Chau trong
diéu kién vuon vom va ty nhién, huéng dén bao ton va phat trién loai sim quy hiém
nay. Anh va cOng sy (2018) xu 1y hat sam Lai Chau véi GA3z ¢ nff)ng do 700 mg/L
trong thoi 24 gio cho ty 1& nay mam dat 70% sau 75-90 ngay xir 1y [44]. Nam 2024,
Khoi va cong su di xay dung ban do tiém ning phat trién sim Lai Chau dya trén danh
gid cac yéu td nhu nhiét do, do cao, d6 ddc, 30 Am anh huong dén su phat trién cay
sam Lai Chau [45].

Bén canh d6, mot s6 nghién ctru nudi ciy mod in vitro trén dbi tugng sam Lai
Chau cting dugc thyc hién. Td va cong su (2016) nghién ctru &nh hudng cuia chit diéu
hoa sinh trudng thuc vat, ngudn miu cdy, vi tri mau ciy dén kha ning cam tng tao
md seo tir mo cu cdy sim Lai Chéu sir dung phuong phap nudi cdy 16p moéng té bao.
Két qua nghién ctru cho thiy, mé cdy tir phan dinh sinh truéng cho ty 1& cam Gng tao
md seo cao nhat khi duoc nudi trong méi trudng MS ¢6 bo sung 0,5mg/L 2,4-D hoic
MS b6 sung 0,3mg/L 2,4-D va 0,3mg/L NAA [46]. Tiép d6, Linh va Tu (2017) thanh
cong phat sinh phdi tir md seo nudi cay trong méi trudng SH bd sung 0,5 mg/L NAA
va 0,5 mg/L Dropp. Pdng thoi, cdy con c6 ngudn gdc tir phdi duoc tdi sinh va chuyén

thanh cong sang moi truong dat trong diéu kién nha kinh [47].
1.1.2.3. Sam Vi Diép

Sam Vi Diép (Panax bipinnatifidus Seem.) 1a mot trong nhiing loai dugc li¢u
quy hiém chira céc hoat chét c6 gia tri nhu B-sitosterol, acid oleanolic, daucosterol,
stipuleanosid R2 [48, 49]. Mot sb cong dung chinh ctia sam Vi Di¢p dugc ghi nhén
nhu cAm méu, giam stress, cai thién tri nhé, giam duong huyét, ting cudng qua trinh
trao doi chét va ngin ngira su phat trién cta té bao ung thu. Sam Vil Diép 1a loai ciy
than thao, sdng ldu nam, thudng phan bd & diéu kién khi hdu am wdt, dudi tan ring
xanh, & d6 cao trung binh tir 1600 dén 2300 m so v&i myuc nudc bién. Tai Viét Nam,

sam Vii Diép chu yéu dugc tim thy & cac ving Lai Chau, Sa Pa va Lao Cai [50].

Do su khai thac qua muc trong ty nhién, ciing v6i kha ning nhan giong bang
hat kém va thoi gian nudi trong kéo dai (tir 5 dén 7 nam). Do d6, s6 luong sim Vil
Diép ngoai ty nhién rat it, khong du cung cap cho nhu cau bao ton va phat trién, ciling
nhu cung cip nguyén lidu cho nganh dugc liéu. Trong thoi gian gan ddy, c6 mot s6 it
nghién ctru vé nudi cay phdi in vitro ciy sam Vii Diép dugc thyc hién. Linh va Tu
(2017) nghién ctru anh hudng cia cac chat diéu hoa sinh trudng thyc vat dén kha
nang hinh thanh va tang sinh mo seo, cling nhu kha nang phét sinh phoi cta cdy sam
Vii Diép. Mai truong thich hop cho cam tng tao mé seo 1a MS b sung 1 mg/L 2,4-



11

D riéng 1& hodc két hop voi 1 mg/L NAA. Pong thoi, tan sé phét sinh va sé luong
phoi soma cao nhit duogc ghi nhan & méi truong MS b sung 1 mg/L 2,4-D, 1 mg/l
NAA va 0,5 mg/l TDZ. Khi duoc chuyén sang méi truong SH ¢6 bd sung 1,0 mg/L
GAs, ti 16 nay mam cua phoi dat 80,3%. Phoi nay mam thanh cay con trén méi trudng
SH ¢6 b6 sung 1,0 mg/L BA va 0,5 mg/L NAA [50].

1.1.2.4. Tam That hoang

Tam Thit Hoang (Panax stipuleanatus H.T.Tsai et K.M.Feng) 12 mdt trong
nhing loai cay thudc quy thudc chi Panax. Céc saponin thuoc nhém olean chiét suat
tir ré& va thin ré c6 cong dung bdi bo strc khoe, kim ham hoat dong mot sé dong té bao
ung thu. Vi vdy, ddy cling mot trong nhitng ddi twong duoc liéu quy bi sin ling va

khai thic btra bai, dan dén so6 lugng cé thé ngoai ty nhién rat it.

Hién nay, Tam That Hoang dang duoc trong ¢ cic tinh Ty Bic, Viét Nam.
Tuy nhién, phai mat khoang 5 — 7 nim méi c6 thé thu hoach. Mot s6 nghién ctru nudi
cAy phoi soma thong qua nudi cdy mo seo Tam That Hoang dugc cong bd. Huong va
cong su (2018) nudi ciy khic cit than ré trong méi trudng c6 bd sung 2,4-D & nong
d6 cao (2 mg/L) trong thoi gian 8 tudn dau va sau d6 cdy chuyén sang moi truong cé
nong d6 2,4-D thap hon (1 mg/L) trong thdi gian 16 tuan tiép theo. Tiép theo, md seo
dugc cdy chuyén sang moi trudng c¢6 bd sung 0,5 mg/l NAA dé thu nhan céc té bao
6 kha ning sinh phéi. Sau d6, phdi phat trién qua cac giai doan khic nhau trong moi
truong c6 b sung 0,5 mg/L BA va 1 mg/L GA3 [51]. Ngoai ra, nudi cdy ré bét dinh
v6&i muc dich thu nhép saponin cling dugc thuc hién. M6 seo hinh thanh trén bé mat
than ré duoc nudi ciy trong méi trudng cé bd sung 0,5 mg/L 2,4-D, 30 g/L dudng
sucrose, 6 g/L agar va nudi trong diéu kién tdi. Sau do, ré c6 tich lily acid oleanolic

duoc hinh thanh tir mo seo nudi ciy trong méi trudng ¢ bd sung 0,5 mg/L NAA [52].
1.1.3. Sam Lang Bian
1.1.3.1. Phan loai

Gi61 (regnum) Plantae

Nganh (division) Magnoliophyta
Lép (class) Magnoliopsida
Bo (ordo) Apiales

Ho (familia) Araliaceae

Chi (genus) Panax
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Loai (species) Panax vietnamensis

Thtr (variety) Panax vietnamensis var. langbianensis

Sam Lang Bian phéan bd & ving ndi Langbiang va Hon Nga ¢ d6 cao 1.879 -
1.900 m so véi muc nude bién, dudi tdn ring 14 rong thuong xanh 1t bi tdc dong, chu
yéu suon doc thoat nude, swong mu nhiéu. Hién nay, saim Lang Bian moc rai rac theo

tirng nhém nho, sb lrgng khoang 100 — 200 c4 thé [53].
1.1.3.2. Bdc diém thuc vit hoc

Sam Lang Bian thugc chi Panax, ho Araliaceae, ngoai ra, do than ré c6 dang
dot, nén sam Lang Bian rat gan voi P. vietnamensis va P. vietnamensis var.

fuscidiscus.

Két hop nghién ctru vé quan hé phat sinh chiing loai dua trén cdc trinh ty DNA
bao ton véi cdc dit liéu vé so sanh hinh thai, cho phép khang dinh sim Lang Bian 12
mot thr madi cua loai P. vietnamensis, va dugc dat tén la Panax vietnamensis var.
langbianensis, tén tiéng Viét dé xuat 1a sim Lang Bian.

Mo td cay:

Cay than thao, lau nam, cao 50 — 90 cm. Than khi sinh théng, manh, nhan voi
phan 16i xop, mang céac 14 kép chan vit v6i 3, 4 hodc hiém khi 5 14 kép moc vong &
dinh than khi sinh, cudng 14 kép dai 8 — 13 c¢m, nhén, khong c6 14 kém hay nhiing
phan phu giéng 14 kém (Hinh 1.1 A).

La kép thuong gdm 5 14 chét (hiém khi dén 7), gdm ba 1a chét 1on lién nhau c6
hinh oval hay elip, kich thuéc 10 — 12 x 4 — 5 cm; hai 14 chét con lai nho hon cling
¢ dang oval-elip voi kich thudc 4 — 5 x 2 — 3 cm; 14 chét mang 5 — 8 gn thir cap,
phién dang mang, c6 16ng & cac gan ca hai mit 14; gbc 14 dang ném hay hep dan, mép
14 chét thudng co ring cua, hiém khi mang riang cua d6i; dau 14 chét c6 dang miii

nhon ngin, dai 8 mm, cudng 14 chét dai 8 — 11 mm (Hinh 1.1 B).

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

Than ré dang d6t, thudng bo ngang, dudong kinh 1 — 2,5 cm, cac ddt xép gan
nhau v&i khoang cach giita cac dét tir 2 — 5 cm, mat bén ngoai c6 mau nau vang. R&
¢l gin vao phan dudi cua than 1, dang phong 16n, c6 hinh chop hay gan nhu dang
hinh noén, kich thuéc 3 —5 x 2 —4 cm (Hinh 1.1 D, E).

Hinh 1.1. Dic diém hinh thdi cia sim Lang Bian

Than mang 14 chét; B. L4 chét; C. T4n hoa; D, E. Than ré
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Lé& Ngoc Triéu (2017) budc dau phén tich so b thanh phan saponin ¢ sim Lang
Bian, két qua cho thdy sim Lang Bian phan b tai LAm Ddng c6 cac hoat chit G-Rb1,
G-Re, N-R1, G-Rd, G-Rg1 va M-R2 [54]. Tuy nhién, tic gia van chua xac dinh duoc

ham lugng cu thé cac hoat chat nay.
1.1.3.3. Tinh hinh khai thdc

Do c6 gié tr1 duoc li€u quy nén sam Lang Bian dang bi nguo61 dan san lung tai
viing rimg cdc huyén Pam Rong va Vuon Qudc gia Bidoup Nui Ba (Huyén Lac
Duong, Tinh Lam Pong), dan dén xam hai tai nguyén ring va da dang sinh hoc, sd
luong c4 thé ngoai tu nhién giam xudng. Do d6 ma cdc chinh sach lién quan dén chic
ning quan 1y nha nude vé da dang sinh hoc va cic giai phdp bao ton ciy sim Lang
Bian dang dugc quan tam.

Bang 1.4. Dy kién dién tich phat trién sim Viét Nam dén nam 2030 [55]

Dy kién dién tich (ha)

— Loai sam
Trén dat T
5 ta i t4 hat trién
TT  Dia phuwong 7 Du¢i tan Dwdi tan nong Y am
Tong rirng phong rirng sian > hoactrong
ho xuit nghIED  ip nghiém
: khac
1  Quang Nam 8400 7740 660 Ngoc Linh
2 Kon Tum 8180 4156 4024 Ngoc Linh
3 Lai Chau 3000 2700 287 13 Lai Chau
_ . Lai Chau
4  Dién Bién 500 500
Ngoc Linh
. Lang Bian
5 Lam Dbong 50 40 10
Ngoc Linh
6 GiaLai 800 800 Ngoc Linh
7 Lao Cai 8 6 2 Lai Chau
8 Thira Thién Hué 32 32 Ngoc Linh
Puxailaileng
9 Ngh¢ An 30 15 15

Ngoc Linh

Téng 21.000  15.189 5.788 23
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Theo quyét dinh s6 611 vé viéc phé duyét Chuong trinh phét trién sim Viét
Nam dén nim 2030, dinh huéng dén nim 2045 cua Tha tuéng Chinh phu [55], tinh
Lam Doéng du kién dén nim 2030 s& phat trién 50 ha trong sim, trong d6 40 ha duéi
tan ring phong ho va 10 ha trén dat néng nghiép khac (Bang 1.4). Trong do, sim
Lang Bian 1a mot trong nhitng ddi twong bao ton, giy trong, phat trién quy mé thir

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

Lam Ddng 12 mét trong cac dia phuwong c6 tiém ning, thé manh vé diéu kién
tu nhién thich hop cho viéc nudi trong, phat trién sam. Do d6, tinh Lam Dong ¢
nhiém vu bao ton, gy trong, phét trién quy mé thir nghiém & khu vuc c6 diéu kién ty
nhién phu hop ddi v4i loai sim Lang Bian. Trong do, nhi€ém vu cu thé xay dung hé
thdng co so dit liéu vé bao ton, xdy dung ving bao t6n nguyén vi va vudn suu tap
ngudn gen tai mot sé ving sinh thai dién hinh c6 phan b ty nhién, dé xuat ving trong
thich hop, phat trién ngudn gen. Pong thoi, cac nganh chirc nang va chinh quyén dia
phuong can thong tin rong rii dé ngudi dan duogc biét vé gia tri dinh dudng ciing nhu
thuong mai cta sdim Lang Bian dé c6 giai phap bao ton da dang sinh hoc loai sim

Lang Bian va c6 thé khai thac hop 1y.
1.1.3.4. Tinh hinh nhén giong

Tinh tir khi sdim Lang Bian duoc phat hién va cong bd dén nay, chi c6 ba cong
b lién quan dén dinh danh sam Lang Bian [16, 17, 54], c4dc nghién ctru lién quan dén
nhan giéng sam Lang Bian dugc chua dugc thyc hién. Do do, s€ khé khan cho qua
trinh nhan giéng cling nhu mo rong dién tich trong sim Lang Bian nham dap ung
muc tiéu bao t6n va phat trién d6i twong thuc vat nay. Chinh vi Iy do d6, nhan giong
sam Lang Bian bang phuong phap in vitro can duoc trién khai nghién ctru, nhdm budc

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

Phoi thyc vat bén canh phat sinh theo con dudng sinh san hitru tinh con co6 thé
tao ra mot cach tu nhién hay nhan tao theo hudng phat sinh phdi soma. Sy phat sinh
phoi soma duoc dinh nghia 1a mot qua trinh ma trong d6 céu trac ludng cuc gidng
phoi hitu tinh phat trién tir mot té bao sinh dudng khong c6 lién két mach dan vai té
bao géc ban dau [56].

Phoi soma c6 ngudn goc tlr cdc té bao soma, céc té bao nay ¢ vai trd phét sinh
phoi tuong tw nhu hop tir. Sau giai doan hinh thanh cic té bao c6 kha niang phat sinh

phoi va sy biét héa té bao, phoi soma duogc hinh thanh. Phoi soma bao gdm chéi dinh



16

va mam chép re, tir do c6 thé ndy mam truc ti€p thanh cay con hoan chinh, khong can

thiét trai qua giai doan tao choi va re.

Su phét sinh phdi soma c6 thé dién ra theo hai huéng truc tiép va gidn tiép.
Trong d6, phat sinh phdi soma truc tiép xay ra khong qua giai doan tao md seo, ngugc
lai, phat sinh phdi soma gidn tiép bat budc phai trai qua giai doan tao mo seo trudc
khi phéi soma hinh thanh va phét trién. Sy khéc biét giita qud trinh phat sinh phoi
soma truc tiép va gidn tiép van chua dugc hiéu 13, tuy nhién, theo nhiéu gia thuyét
thi sy phat sinh tryc tiép thudng tir cdc té bao c6 ngudn gdc tir phdi hop tir, nguoc lai,
su phdt sinh phoi soma gidn tiép lai xdy ra & céc té bao biét hoa va dau tién sé tao
thanh cidc mo seo chua biét héa. Trong cdc mod seo dugc tao thanh bao g6m cd nhitng
té bao c6 kha ning phat sinh phdi soma va ca nhitng té bao khong c6 kha ning phat
sinh phdi soma va thuong dugc phan biét dya vao hinh thai va mau sdc cua ching.
Té bao c6 kha nang phat sinh pho6i soma co thé duoc phan biét vé mit méd hoc véi céc
té bao khéc béng mot s6 dic diém nhu kich thudce nhd, té bao chét dic hon, nhan 16n
nim & vi trf trung tam, ty 1& gifra nhan va té bao chit cao, gan nhén c6 vi dng va soi
nhoé actin ndi rd [57]. Nhan 16n trong té bao quyét dinh su sép xép cua cac vi 6ng
cling nhu tao ra cdc rRNA, dnh huong dén hudng va vi tri cia mit phang phan chia
té bao.

Ngoai ra, trong cic té bao nay con hién dién nhiéu hat tinh bot nho, rat nhiéu
ti thé, bd mdy Golgi va mang ludi ndi chat. Tinh bot ¢6 vai trd quan trong cung cip
ning luong cho sy ting trudng té bao trong sudt cac giai doan hinh thanh céc ving
sinh phoi [58]. Déng thoi, su hién dién cta nhiéu ti thé trong giai doan nay c6 vai tro
cung cip nang luong ATP (Adenosine triphosphate) va cic tién chat can thiét cho qué
trinh téng hop cic protein dic biét co lién quan dén su phan chia dau tién khong can
xrng cua té bao. Su hoat dong manh mé cua bd may Golgi va mang ludi ndi chét
gitip cho sy thanh 1ap phragmoplast — cau triic chtra cdc vi 6ng & giita té bao dang
phan chia dé hinh thanh vich ngang gitip cho sy phan chia té bao thanh hai té bao

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

Su téi sinh thuc vat thong qua con dudng phat sinh phdi soma bao gdm céc
giai doan (1) Sy cam Ung qua trinh phat sinh phdi soma, giai doan nay can c6 su tic
dong cua chat diéu hoa sinh truong thyc vat (PGRs), chu yéu la auxin; (2) Su tang
sinh phoi soma trong moi trudng nudi cdy ran hodc 1ong cé bo sung PGRs twong tur
giai doan 1; (3) Phoi soma & giai doan trude khi truong thanh trong moéi truong khong
bd sung PGRs, trc ché sy tang sinh va phat sinh phoi soma tht cip; (4) Giai doan phéi
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soma trrdng thanh, phoi soma dugc nudi ciy trong moi truong bd sung acid abscisic
(ABA); va (5) Su sinh trudng va phét trién cta ciy con c6 ngudn gdc tir phdi soma

trong mdi truong khong bd sung PGRs [56].

Té bao bat dau phan chia 1in dau tién theo chiéu ngang tao thanh hai t& bao
khong déu nhau, bao gdm mot té bao ngon (kich thude nho, ngudn gde ciia phodi soma)
va mot té bao gdc (kich thudc 16n hon, ngudn gdc cia day treo). Cac 1an phan chia
tiép theo c6 thé theo chiéu ngang hoic chiéu doc tity theo tirng ddi turong thyuc vt tao
thanh mot chudi gdm ba hodc bbn tang, té bao & mdi ting tao mdt ving xac dinh trong
phoi soma. Sau cic 1an phén chia, cdc tién bi (protoderm), so khoi va phéi soma &
giai doan hinh cau xuét hién (Hinh 1.2). Giai doan phéi hinh cau 14 khoi dau cia sy
phan héa ciu tric trong qud trinh phét sinh phdi soma, tién bi déng vai trd nhu 16p
ngoai ciia phdi gitip phoi tao hinh dang thong qua tac dong vat Iy véi cdc té bao bén

trong, déng thoi diéu hoa sy phan chia va biét héa té bao trong phoi [59].

Tiép sau d6, cac ving mo phén sinh chdi va ré dugc hinh thanh va thuong bat
dau vao cudi giai doan phoi hinh cdu va cau tric ndy dugc nhan thay r6 rang o giai
doan phdi c6 14 mam. Céc té bao bén trong phoi kéo dai la dAu hiéu cua sy biét héa
tién twong ting. Sy phan héa ciu triic bt dau ¢ giai doan phdi hinh cau. O giai doan
phoi hinh ciu mudn, & vi tri céch 16p té bao biéu bi khoang vai 16p té bao c6 sy hinh
thanh mo phan sinh ngon chdi tir cdc té bao nhén to, té bao chit dam dic. Sy hinh
thanh mé phan sinh ngon ré xay ra sau sy hinh thanh md phén sinh ngon chéi. Ban
dau, hai md phan sinh ngon chdi va mé phan sinh ngon ré nim gan nhau. Sau d6, do
su kéo dai va phan héa céc té bao 1am cho ching cich xa nhau. Cac bién ddi vé mit
hinh thdi tiép theo din dén sy hinh thanh phdi soma hinh tim, hinh thuy 16i va sy xuat
hién ctia 14 mam va ré mam. Cac 14 mam c6 ngudn gdc tir cdc té bao ving ngoai bién
ctia phoi tao nén phdi hinh tim. L mam c6 vai trd quan trong trong sy diéu hoa dong

auxin va thac day qud trinh ndy mam.

Trong sudt giai doan truéng thanh, phoi soma trai qua céc bién d6i hinh thai
va sinh héa, cic phdi soma & giai doan nay tiang cuong tich liily san pham duy trir,
chuan bi cho giai doan phit trién tao thanh ciy hoan chinh va théng thuong céc phdi
soma phat trién thanh cdc cdy nho khi duoc ciy trén moi truong khong cé chat diéu

hoa sinh trudng [34].
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O giai doan cam tng phit sinh phoi soma, céc té bao duoc tac dong dé két thic
su biéu hién gen hién tai va thay bang chuong trinh biéu hién gen phat sinh phoi
soma. Giai doan nay can sy hién dién ctia auxin véi vai tro trung tam trong diéu hoa
truyén tin hiéu dan dén viéc cam g sy phan chia té bao, ting truong khoi mo seo
khong t6 chire hodc ting truéng ¢ cuc dan dén phat sinh phdi soma. Sy van chuyén
va phan bb khong dong déu cia auxin can thiét dé cam tng qua trinh phét sinh phoi
cling nhu gdp phan xac dinh vi tr ctia cdc cdu triic phdi nhu mé phan sinh dinh chéi,
md phan sinh r&, 14 mam, mach dan... Trong giai doan dau cta qud trinh phat sinh
phoi, auxin di chuyén hudng ngon nhd céc protein van chuyén. Sy van auxin theo
chiéu hudng nay duoc tiép tuc & cdc giai doan 8 va 16 té bao. Trong phdi hinh cau ¢
giai doan 32 té bao, sy van chuyén auxin thay d6i huéng (mii tén) va auxin tich tu
nhiéu trong té bao yén (t& bao diy treo & vi tri gdn phdi nhat). Té bao niy tao ra mot
phan ctia mé phan sinh ré. O giai doan chuyén tiép giira giai doan hinh ciu va giai
doan hinh tim, auxin c6 xu huéng van chuyén dén viing trung tim cta céc té bao hinh
thanh 14 mam. Phéi ¢ giai doan hinh tim ¢ su xuat hién ciia 14 mam, mo phan sinh
dinh chdi va so khéi bé mach (Hinh 1.3).
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be: Té bao goc %% Cham bi chi ving c6 nong d6 auxin cao

Hinh 1.3. Sy van chuyén auxin trong qué trinh phdt sinh phoi Arabidopsis [61].
1.2.3. Sw phdt sinh phéi soma thir cip

Phéi soma duoc tao ra truc tiép hodc gidn tiép trén cdc mau cdy duoc goi la
phét sinh phoi soma so cip, trong khi sy hinh thanh phéi soma trén phdi soma so cip
dugc goi 1a phat sinh phdi soma thtr cap. Phoi soma so cip khong chuyén dbi thanh
cdy con hoan chinh ma thay vao dé tao ra nhiéu phdi soma thir cdp. Trong giai doan
nay, auxin can thiét cho su tang sinh cac cum tién phoi nhung lai c6 tdc dung uc ché
ching phét trién thanh phdi soma. Cdc phoi soma van tiép tuc ting sinh, tao thanh
cum tién phoi, thudng thi méi trudng twong tw nhu méi trudng phét sinh phdi soma
duogc sir dung dé duy tri va tang sinh. Phdi soma & nhiing giai doan phat trién khéc
nhau anh hudng dén kha ning phat sinh phoi soma thir cap tir ngudn phdi soma so
Cép ban dau. O thyc vat hat tran, chi nhitng té bao & trang thai tién phoi hay trudc giai
doan hinh ciu méi c6 kha ning phat sinh phdi soma thir cip. Nguoc lai, hau hét thuc
vat hat kin, cdc mau cay ¢ giai doan sinh trudong khac nhau déu c6 kha nang phat sinh
phoi soma thir cdp. Kim va cong su (2012) trong nghién ctru nudi cdy phdi soma P.
ginseng, véi muc tidu nhan nhanh sinh khdi cho rang phdi soma so cap phit sinh tir

cdc miu cat 14 mam cta phdi hop tir 12 ngudn vat liéu phit hop dé kich thich hinh
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thanh phdi soma tht cip. Ty 18 phoi soma so cap hinh thanh trong méi trudng khong
c6 va c6 bd sung PGRs chi dat lan luot 1a 32,5% va 45%. Tuy nhién, sy hinh thanh
phoi soma thir cdp tir ngudn mau phoi soma so cap dat dugc ty 16 cao hon (88%) khi
ciy trén moi trudng c6 2,4-D va Kinetin. Phoi soma thir cAp hau hét xuit hién & mot

s6 ving nhu 13 tru dudi 14 mam va phan cuc ré [12].
1.2.4. Mt s6 yéu té anh hwong dén sw phdt sinh phéi soma

Su phét sinh phoi soma & cac loai saim d3 dwgc nghién ctru, trong d6, cac ngudn
mau cdy, moi truong dinh dudng, PGRs va cédc bién phdp xtr Iy dé nang cao chat
lugng phéi soma (xtr ly kim loai nang, UV, str dung chit khang sinh, gly stress tham
thau, 1am kho, xir 1y néng va lanh cling nhu cic bién phap xur 1y vat 1y va héa hoc
duogc tap trung nghién ciru. Butenko va cong su (1968) di co nhing két qua nghién
clru dau tién trong viéc cam tng phat sinh phdi soma va co quan cua P. ginseng dé

tao cay hoan chinh [62]
1.2.4.1. Logi mau cdy

HAau hét cdc mo thuc vat, nhu: than, 14, cuéng 14, 1&, choi hoa, phoi non... cua
ciy ex vitro va in vitro déu c6 kha ning phat sinh phoi soma. Tuy nhién, hiéu qua
cam tng tao phdi soma tlty vao timg thue vat, ting loai mo va cac giai doan phdt trién
khdc nhau do sy khéc biét vé ham luong céac chét ndi sinh.

Kha ning phat sinh phdi soma tao ra cdy mdi tir cdc té bao sinh dudng phu
thudc rat nhiéu vao thudc tinh toan ning cua té bao. Sy phat sinh phdi soma dugc
cam ung tir cdc miu cy khdc nhau nhu r& ty nhién [7]; & bat dinh [7]; 14 [58]; tui

phan [63], va phéi hitu tinh hay cdy con ndy mam tir hat [14] (Bang 1.5).

Trong nudi ciy in vitro, trang thdi sinh 1y ciia mau gdy ra sy dap ung hinh thai
khéac biét. Cac md c6 chtra ham lugng hormone ndi sinh va duong khac nhau, ham
luong nay thay d6i ¢ 14, cudng 14 va r& va c¢6 su khéc biét giita phan dinh va phan gbc
clia 14 mam va try trén 14 mam. Ham luong hormone ciing thay dbi trong qua trinh
hinh thanh cac co quan. Sy twong tic va cin bang giita ham luong hormone c6 thé
dugc diéu chinh béi céc yéu t6 tic dong khic nhau trong qud trinh phit trién cuia thuc
vat. Do d6, cac mo, co quan thyuc vat dugc st dung lam ngu@)n mau ban dau s& tic
dong truc tiép dén kha ning tai sinh. Cac nghién ctru vé ham lugng hormone trong
mau ré, cudng 14 va 14 ciia cdy Populus spp. cho thdy, c6 su tich lily cua zeatin, acid
indole-3-acetic va acid abscisic, nhitng chat niy, c6 thé dong vai tro trung gian trong

qua trinh hinh thanh co quan [64]. Dong thoi, cic té bao gan bé mit vét cat dé dang
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chiu tac dong cua stress tir moi truong va chinh sy stress nay gay ra sy phan biét héa

va phét sinh phdi soma.

Bang 1.5. Nu6i cay phoi soma sam tir cic ngudon mau cay khac nhau

Loai Ngudn miu M&éi truong nudi ciy Ngudn
RE sam tu MS + 2,4-D + kinetin + 7]
nhién sucrose
Ré& bt dinh MS + 2,4-D + kinetin [7]
Tti phan MS +2,4-D [63]
P. ginseng C.A.
. [65]
Mayer Phoi hop tir MS
[66]

. MS/SH + 2,4-D + BA +
L4 mam . [67]
lactalbumin hydrolysate

L4 MS + NAA +2,4-D [68]
P. quinquefolius L& mam MS +2,4-D va NAA [69]
R& chuyén gen MS + 2,4-D va NAA [70]
P. pseudoginseng Than ré MS + 2,4-D + BAP [71]
, MS + 2,4-D
P. japonicus Phoi hop tur . . [9]
Xu ly bang mannitol
P. notoginseng Ré bét dinh MS +2,4-D [13]

L. MS/BS + 2,4-D + kinetin +
La in vivo [39]

P. vietnamensis L
casein va IBA

Mau 14 tTCL-L

L MS + NAA [72]
in vitro

P. ginseng x Cudng 14 C‘a y
con nay mam tuv MS + 2,4-D [14]

P. quinquefolius hat lai

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

cell layer
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Prakash va Gurumurthi (2009) bao cdo do tudi khdc nhau (10, 15, 25, 30 ngay
tudi) tac dong 1én sy cam trng md seo ciing nhu phat sinh phéi soma tryc tiép tir phoi
hop tir va 14 mam cua nhitng ciy con Eucalyptus camaldulensis in vitro. Két qua ghi
nhan duoc cho théy, mo s¢o dugc hinh thanh vaéi ty 1€ cao nhét tr mau céy 14 mam
ctia ciy con 10 ngay tudi. Tuy nhién, md seo tir phdi hop tir cam Gng phét sinh phoi
soma t6t nhat. Dong thoi, phét sinh phdi soma truc tiép tir tru dudi 14 mam khong trai
qua giai doan hinh thanh mé seo [73]. Nhitng mau 14 in vitro khéng nhitng 13 ngudn
vat liéu sdn c6 ma con c6 hiéu qua trong qud trinh phat sinh phdi. Cic té bao thit 14
c6 tiém nang phan biét hoa va di theo nhiéu con dudng phat sinh hinh thai khac nhau
khi duoc nudi cdy trong méi truong phit hop. Hon thé nita, su téi sinh ciy tir mau ciy

14 cho su bién di di truyén thép [74].

Phoi soma duoc ghi nhan phat sinh tryc tiép tir mau 14 TCL hiéu qua hon so
v6i cubng 14 va than ré TCL khi dugc nudi trong méi trudng MS bé sung 2,0 mg/L
NAA ¢ sam Ngoc Linh [72]. Két qua tuong tu ciing dugc céng bd trong nghién ciru
su phét sinh phoi soma tir miu ciy 14 va ré trén ddi tuong Scaevola sericea. Theo
Liang va cong sy (2020), mau cdy 14 cho sy hinh thanh phoi soma cao hon so véi
mau ré, s6 luong phodi soma thu dugc 1a 17,3 phdi/mau sau 30 ngay nudi cdy, trong

khi mau céy tlr ré chi tao duoc 7,6 ph6i/m§u [75].

Nhin chung, tuy theo loai mau nu6i cay, do tudi va tinh trang sinh ly cua mau,
c6 su khdc bi¢t vé phan irng cia cdc mo thyuc vat vé viéc phét sinh phdi soma. Vi vay,
viéc xac dinh nguén mau la rat quan trong nham muc ti€u nang cao hiéu qua cdm trng

va phét sinh phoi soma.
1.2.4.2. Dinh duong khodng

Trong nudi cay phdi soma, tan suat hinh thanh phoi va kha ning truéng thanh
ctia phéi ciing phu thudc vao ham lwong khoang. Do d6, nhiéu nghién ctru da tién
hanh diéu chinh ham lugng céc chat khodng phii hop cho sy cam tng hinh thanh va

phat trién phoi soma.

Hién nay, trong nudi ciy in vitro c6 rat nhiéu loai moi trudng khac nhau dugc
sir dung. Thanh phan ciing nhu ty 1 cic chat khodng trong céc loai moi trudng nudi
céy c6 su khéc biét. Chéng han, ham lugng nito dang amonium (NH4*) trong moi
truong MS (370 mg/L) cao hon khoang 10 1an so v6i méi trudng SH (37 mg/L).

Méi trudng MS thudng duge sit dung phd bién nhat trong nudi cdy, vi phan
16n cdc cdy trong déu dap ung tét véi mdi trudng nay. Pay 1a moi trudng c6 ham

lugng mudi cao (ham lwgng N va mot so vi luong dac biét 1a B va Mn) so v6i nhiéu
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cong thirc moi trudng khéc. Kim va cong sy (2012) nudi cdy phdi soma cia P. ginseng
bdo cdo rang, chi c¢6 khoang 20 phoi/mau dugc hinh thanh trong méi truong c6 ham
lwong amonium va nitrat giam di mot nira; nguoc lai, ty 1¢ mau hinh thanh phdi soma
thir cap ting 1én dén 80%, s luong phodi soma tao thanh 1a 50 phdi/mau trong méi
truong MS. Nhu vay, ham lvong ammonium cao s€ kich thich su phat sinh phoi soma

P. ginseng [12].

Tuy nhién, moi trudng MS khong phai phit hop cho su sinh trudong ciia mau
ciy ddi véi tat ca cac dbi tuong thuc vat, khi ham luong dinh dudng khodng quéd cao
c6 thé gy trc ché sy phan chia cta té bao, md thuc vat nudi cdy. Nguyén nhan cé thé
1a do céc ion ¢ ndéng d6 cao c6 thé gay doc cho céc té bao, mé, co quan. Pdi véi P.
ginseng va P. quinquefolius, moi1 truong SH lai phtt hgp hon cho sy tang trudng cua
phoi soma [76]. Két qua twong tu cling duoc ghi nhan ddi voi P. ginseng, Lee va cong
su (2021) bdo cdo cdc ciy con c6 ngudn gdc tir phodi hop tir ¢6 thé hinh thanh ré cu
va phit trién tot sau vai thdng nudi cdy trong méi trudng 1/3 SH bd sung 2% sucrose.

Hau hét cdc cay con déu c6 kha nang song sot sau khi chuyén ra vuon vwom [15].

Ngoai viéc lya chon méi trudng khodng pht hop, thi viéc diéu chinh ham
luong cic chat khoang trong méi truong nudi cay ciing dong vai trd quan trong trong
viéc ting cuong hiéu qua qué trinh nudi cdy. Liu va Zhong (1998) nghién ctru tc
dong ctia ham luong phosphate dén su ting truong cua té bao P. ginseng va P.
quinquefolium cho rang, ham luong phosphate thap (dudi 1,04 mM) kim ham sy ting
trudng cua té bio, trong truong hop nguoc lai, khi gia ting ham luong phosphate
(1,04 — 4,17 mM) dan dén kich thich té bao ting trudng [77].

Tir cdc két qua nghién ctru nudi ciy phdi soma P. ginseng thu nhan duoc, Kim
va cong su (2012) di d& xuat quy trinh nhin nhanh ciy gidng theo con dudng phat
sinh phéi soma so cip va thir cip, nhitng phdi soma phat trién thanh nhirng ciy con
hoan thién dy du choi va ré. Pong thoi, ty 1¢ phat sinh phdi soma cao nhat duoc bdo
cdo trong moi truong c6 ty 1€ NH4™: NO;s™ 1a 21:39. Trong cic loai moi truong duoc
thir nghiém, MS, B5 va SH, mau 14 mam cho ty 1¢ phat sinh phoi soma cao nhat trong
moi trudng MS. Phoi soma thir cap duoc phit sinh tryc tiép tir phoi soma so cap trong
moi trudng MS khéng bo sung PGRs va van hinh thanh cy con binh thuong. Cac
ciy con nay c6 ré phit trién tot trong moi trudng 1/3 MS cai tién bo sung 2% dén 3%
duong. Tiép theo, cdy con sinh trudng tét khi duge chuyén qua méi truong SH bo
sung 0,5% than hoat tinh [12].

Nhu véy, dan tir cic két qua nghién ctru trén cho thay, méi truong khodng cé

vai trd quyét dinh trong viéc kich thich cam tng va phét trién phoi soma. Tiy theo
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loai thuc vat can Iya chon va diéu chinh méi truong khodng phit hop nhim gia ting

hiéu suit nudi cdy phoi soma.
1.2.4.3. Chat diéu hoa sinh truong thuc vat

Tay theo tirng thuc vat cu thé, ngoai ham luong khodng, chat diéu hoa sinh
truong (st dung doc 14p hodc két hop) ciing anh hudng dang ké dén sy phat sinh hinh
thdi ctia mau. Pay 1a mot trong nhirng yéu td ¢ vai trd quyét dinh dén ty 1¢ va dang
phét sinh hinh thai cia mo. Trong s d6, auxin dugc biét dén véi vai trd 12 mot chat
cam Ung gy ra stress oxy héa va nhitng phan tng stress lién quan dén qua trinh phat
sinh phoi soma. Nhiéu nghién ciru da chi ra vai trd ciia auxin trong viéc khai dong
chuong trinh phat sinh phoi soma, qué trinh methyl héa DNA dugc dién ra, trong khi

do, chuong trinh biéu hién gen cua té bao bj két thic hodc 1am thay doi.

Vai tro tac dong clia auxin thé hién & ca hai giai doan, cam tng phét sinh phoi
soma va hinh thanh phoi soma. Trudc tién, auxin c¢6 tdc dung duy tri tinh ludng cuc
ctia té bao va 1am cho té bao c6 thé tach khéi su tac dong cua céac té bao bén ngoai
nhd viéc cit dut cdc cau sinh cht — cau ndi giira cic té bao voi nhau hodc 1am cho
qua trinh twong tac gitta cdc té bao bi gian doan. Két qua 12 két thuc chuong trinh biéu
hién gen sin c6 va chuong trinh hinh thanh phoi soma duoc thiét 1ap. Song song véi
qua trinh d6, do céc té bao nay khong con bi anh hudng béi céc té bao 1an can nén

chiing c6 thé tach roi khoi khdi md seo [78].

Bén canh d6, auxin con anh huong dén kha ning hinh thanh phdi soma thong
qua viéc tac dong dén chuong trinh cta genome, dan dén sy phan biét héa va phin
chia té bao. Ngoai ra, auxin ciing c6 tic dong 1én thu thé mang, hoat héa hoat dong
ctia bom proton nam trén mang té bao, lam ting acid vach té bao. Tir d6, tao diéu kién
cho enzyme hoat dong, din dén véch té bao trd nén long 1éo, ting kha ning hap thu

nudc va gia tang kich thude [79].

Céc nghién ciru vé anh huong cia PGRs dén kha ning hinh thanh phoi soma
trén céc loai sim khac nhau da dugc cong bd. Céc loai auxin nhu 2,4-D, NAA c¢6 tdc
dung gia tang su phat sinh phdi soma cua cdc loai P. japonicus, P. viethamensis var.
fuscidicus [9, 47]. Tuy nhién, nhu cu vé loai va ndng d¢ auxin thay doi tily theo tirng
déi tuong va loai mau céy khac nhau. Di véi P. vietnamensis, mau than ré tTCL-R
hinh thanh phoi soma véi hiéu qua cao trong méi truong c6 bo sung 2 mg/L 2,4-D.
Tuy nhién, d6i véi mau 14 tTCL-L, ty 1¢ mau hinh thanh m6 seo ciing nhu s6 lugng

phoi soma nhiéu hon trong méi trudng bd sung 2 mg/L NAA [72].
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Ngoai ra, khi nghién ctru nudi cdy phdi soma va tao ciy con sim lai P. ginseng
va P. quinquefolius, Kim va cong su (2019) cho rang, cudng 14 1a loai mau cdy phi
hop dé tao mo se¢o. Gifra cic loai auxin thi 2 mg/L 2,4-D cam trng tao mo s¢o va phat
sinh phéi soma tot nhat. Trong méi trudng SH b sung 5 mg/L GAs, phdi soma nay
mAam nhanh chéng; va khi cdy chuyén sang méi trudng ¥ SH tao thanh ciy con hoan
chinh véi ca chdi va ré [14]. Tt cdc két qua nghién ctru cho thiy, tiy thudc loai va
ndng d6 auxin sir dung cé tac dong khac biét dén tan sut phat sinh phoi soma va sb

lwong phoi soma phét sinh trén mau cay.

Tuy nhién, auxin tn tai & ndng d6 cao lai ngan can sy trudng thanh phdi soma.
Auxin tac dong 1én su phén chia té bao, nén sé luong té bao ting nhanh va lién két
chit ché véi nhau trong khdi md seo. Do d6, vach thir cip day 1én va sy tang trudng
ctia té bao bi trc ché. Két qua lam cho khdi md seo chit thém va cdc té bao khé tich
cum. Pong thoi, nhiéu mRNA va protein khac ciing duoc kich thich tong hop dan
dén can tré viéc hoan thién chuong trinh phat trién phoi soma. Trong nghién ctru phat
sinh phoi soma trén ddi twgng Tam That hoang (P. stipuleanatus), trudc tién moi
truong bd sung 2,4-D & ndng d6 cao duoc sir dung dé kich thich sy phén chia té bao.
Sau d6, chuyén cdc miu da phan chia sang mdi trudng c6 nong do 2,4-D thap hon
hodc NAA dé gidm su phan chia va tang su kéo dai té bao. Két qua tao dugc mat
luong mé seo 16n, dang xdp va d& tich roi bao gém nhiéu té bao ding kinh. Cic
nghién ctru ciing chi ra rang, céc té bao c6 xu hudng phan chia khong theo quy luat
khi dugce nudi trong moi trudng bd sung 2,4-D; trong mdi trudng cé NAA thi cic té
bao lai c6 xu hudng phan chia cin xing, tao thanh cum gdm cdc té bao nhan to, té

bao chat dam dic, giéng nhu mdgt hop tir [51].

Cytokinin 1a mot phytohormone thiét yéu dong vai trd quan trong trong sy sinh
truong va phat trién cta thyc vat, tham gia vao qud trinh phan chia, biét hoa va phat
sinh hinh thai té bao. Cytokinin gitp cho té bao gia tang kich thudc théng qua viéc
lam giam pH thanh té bao. Trong qua trinh phan chia té bio, cytokinin anh huéng
dén hai giai doan phan chia nhan va phan chia té bao chat. Chinh nhd su c6 mit ciia
cytokinin dan dén sy phan chia vach té bao, trong khi auxin chi kich thich nhan do6i
nhiém sic thé nhung khong c6 su phan vach té bao. Mot s6 nghién ciru trén déi tugng
Arabidopsis thaliana da chung minh dugc vai tro cua cytokinin trong hoat dong cta
md phan sinh chdi.

Meta — topolin (mT) 1a dan xuat cua BA tu nhién dugc phat hién gén day. mT
da dugc chimg minh 1a c6 hiéu qua va dugc st dung trong nghién ctru qua trinh nay

mam, tang sinh choi cua cac doi tugng thyc vat khac nhau, chang han nhu Citrus
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sinensis X Poncirus trifoliata [80] va Prunus spp. [81]. Ngoai ra, mT dugc chiing
minh 13 di chuyén nhanh hon trong cac mé thuc vt so voi BA, chiing khong tich lity
tap trung tai mot mot vi tri nhét dinh trong mo thuc vat va co6 vai tro [am giam sy hinh
thanh mé seo cling nhu tinh trang thuy tinh thé ciia mau cy [82]. Twong ty nhw auxin,
cytokinin ciing c6 vai trd quan trong trong qué trinh phat sinh ph6i soma. Trong
nghién ctru phat sinh phéi soma & thu hai duong (Begonia), Khai va cong su (2021)
cho thy ham lugng CK va ty 16 CK/ABA cao c6 thé 1am ting sb luong phoi soma
tao thanh [83].

Gibberellin (GA) 1a mdt loai phytohormone chinh diéu chinh sy sinh trudng
va phéat trién cua thuc vat tr khi hat nay mam dén khi cay ra hoa, két qua, dau hat.
Trong md thyc vat, GA ton tai & hai dang ty do la dang c6 hoat tinh sinh 1y va dang
lién két — dang dy trtr va van chuyén (GA lién két voi dudng don nho céc lién két
d6ng héa tri tao thanh GA glucoside). GA giy nén sy gia ting kich thudc té bao trude
khi cam tng su phdn chia té bao. Tc do gia tang kich thudc té bao ¢ thé chiu anh
huong ctia 6 gidn vach va hap thu nude vao té bao theo co ché tham thau. Nhu vay
ca GA va auxin cung tac dong dén su gia ting kich thuéc té bao théng qua su bién
d6i céc tinh chét cia véch té bao. Tuy nhién, tic dong ciia GA dén sy gia tang kich
thudce té bao c6 thé phu thudc vao su acid héa vach té bao d3 duogc auxin cam ung.
DPong thoi, GA tac dong dén sy sinh trudng cua té bao khic biét v6i auxin. Zan (2019)
bdo cdo rang enzyme xyloglucan endotransglycosylase (XET) lién quan véi su din
vach duoc GA khdi dong. Chic niang caa XET c6 thé gidp cho su xdm nhip cia
expansin trong véch té bao d& dang hon (expansin 12 cdc protein giy nén sy kéo dén
vach trong cac diéu kién acid bang céch lam suy yéu céc lién két hydro gitta céc
polysaccharide vach), ca expanin va XET can cho su gidn té bao dugc GA kich thich
[84]. Khédc véi auxin 1am gidn véch té bao thdng qua viée 1am acid héa véch té bao,
gibberellin gitip cho sy gidn vach thong qua viéc kich thich hap thu Ca?* vao té bao
dan dén giam nong do Ca®* trong vach té bao. Pong thoi, GAs co tac dong tich cuc
trong viéc pha v& trang thai ngu va kich thich phdi soma nay mam [85]. Trong céc
dong c6 kha ndng phat sinh phoi cua M. sativa va M. truncatula, GA ndi sinh dong

vai tro kich thich sy phét sinh phoi soma [86].

ABA 13 mot chit (rc ché sinh truong va phat trién cua thuc vat, diéu chinh sy
trudng thanh ciia phoi va trang thai ngu cta hat, dong thoi e ché sy nay mam, phan
chia va kéo dai té bao. Ngoai ra, ABA ciing c6 tac dung tich cuc dén sy phat sinh
phoi soma. Kepczynska va Orfowska (2021) bao cao, ABA ¢6 lién quan dén kha ning

phat sinh phoi soma tir cac mau cdy 14 Medicago truncatula [87]. Liang va cong su
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(2022) phat hién ra rang ham luvong ABA cao c6 loi cho su phat sinh phéi soma &
thong Han Quéc [88].

1.2.4.4. Sy bién dong ham lwong hormone néi sinh trong qud trinh phdt sinh phoi

soma

Hormone ndi sinh déng vai tro then chét trong qua trinh phat sinh va phat trién
phoi soma. Do d6, mdi quan hé giira su thay d6i ham luong hormone ndi sinh va qué
trinh phét sinh phdi soma ciing da duoc bao cdo trong nhidu nghién ctru. Liu va cong
su (2019) di chi ra rang auxin (IAA) rat can thiét cho viéc phat sinh va phat trién phoi
soma, dong thoi viéc gia ting ham luong IAA tao diéu kién thuan loi cho qua trinh
phat sinh phoi soma. Trong nghién ciru nudi cdy phodi soma Medicago sativa,
Pasternak va cong su (2002) cho thiy rang ham luong IAA ndi sinh ting 1én cao nhat
trong giai doan tir 4-5 ngay dau tién cua qua trinh phat sinh phdi soma truc tiép tir
céc té bao tran tach tir cac mau 14. Trong do, sy gia ting ham luong IAA cé tuong
quan vé6i su phan chia va biét hoa té bao, tir d6 thuc day su phat sinh phoi [89]. Bén
canh d6, ham lugng [AA thay ddi & cac giai doan khac nhau (mau ban dau, mau &
giai doan cam tmg va cdc giai doan phat trién phoi soma) trong sudt qua trinh phat
sinh phéi soma gian tiép tir mau cudng 14 M. sativa cv. Rangelander ciing duoc ghi
nhan [90]. Trong d6, ham luong IAA rét thap duoc quan sat thdy & giai doan mo seo
va huyén phu té bao, sau do, ting 1én va 6n dinh ¢ giai doan phéi hinh cau dén dau
giai doan phoi c¢6 14 mam. Ham luong nay giam ¢ giai doan phoi ¢ c¢6 14 mam va
phoi truong thanh. Ngoai ra, Kepezynska va Ortowska (2021) ciing chi ra ring mau
14 ban dAu cta hai kiéu gen M. truncatula Jemalong: M9-10a (phat sinh phdi) va M9
(khong phat sinh phoi) c6 ham lugng IAA twong dong. Tuy nhién, sau 21 ngay nudi
ciy, ham luong IAA trong mé seo cia M9-10a ting 1én gip 6 1an so vai M9. Su khac
biét quan sat duoc ¢ lién quan dén qua trinh di hoa IAA trong 21 ngay cua giai doan
cam Ung. Ham luong 2-oxinoindole-3-acetic acid (oxIAA) cao nhét duoc tim théy o
mo seo khong c6 kha ndng phat sinh phoi. Qua trinh di héa IAA duogc coi l1a con
duong chinh din dén bat hoat IAA [87].

Trong nudi cdy phdi Ormosia henryi Prain, ham luong Auxin, CKs, GA va
ABA khéic nhau déng ké & cac giai doan phat sinh phdi soma. O giai doan dau cua
qua trinh phat sinh phdi soma, ngoai trir ham lugng auxin cao, cdc hormone con lai
c6 ham lugng thép. Tuy nhién, xu huéng ngugc lai dugc ghi nhan ¢ giai doan phoi
c6 14 mam. Nhirng phét hién nay chi ra rang ham luong auxin twong ddi cao va ham
lugng CKs, GA va ABA thap c6 loi cho sy cam ung tao md seo c6 kha nang phat

sinh phoi. Him lugng auxin cao 12 tién dé cho sy phét sinh phoi soma va thiét 1ap tinh
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hitu cuc. Trong khi do, ham Iuong CKs cao quy dinh sy biét héa ctiia phdi soma, GA
va ABA v6i ham luong cao di thic day sy truéng thanh va nay mam cua phdi soma
& giai doan sau [91]. Tuy nhién, trong nudi ciy Cucumis melo, ham lugng ABA trong
mo seo ¢6 kha nang phat sinh phoi cua Cucumis melo cao hon so véi mo seo khong
c6 kha nang phat sinh phoi. Tir d6 cho thiy rang ABA c6 lién quan dén viéc khoi dau

sy phat sinh phoi soma.

Nhu vdy, ham lwong hormone ndi sinh thay dbi tuy theo ting giai doan cua
qua trinh phat sinh phéi soma cling nhu ddi tuong thyc vat. Do do, viéc xac dinh néng
d6 ciing nhu ty 1& cdc hormone ndi sinh ¢6 thé cung cip thong tin dé tir d6 danh gia
vai trd ctia tirng hormone néi sinh trong viéc diéu hoa qud trinh phéat sinh phoi soma

O thuc vat.
1.2.4.4. Mét s6 acid amin va polyamine
Acid amin

Acid amin ¢6 anh huéng rat 16n trong viéc kich thich hinh thanh phoi soma &
nhiéu loai thyc vat, thong qua viéc cung cip ning lugng cho té bao va mé thyc vat.
Nguon hitu co (dang khtr) sau khi duoc hip thu vao trong té bao s& duge chuyén héa

rat nhanh, tir d6, kich thich sy ting trudng cua té bao.

Mot s6 acid amin (proline, glutamine) cling duoc bo sung vao méi trudng nudi
ciy dé nghién ctru tic dong cua ching trong su hinh thanh phdi soma. Proline gitip
lam gia ting ham luong protein trong céc té bao c6 kha nang phat sinh phdi soma. Sur
hién dién cta proline trong méi trudng 1am giam thé nudc ctia moi trudng nudi ciy,
gia ting ham luong céc chét tich liy trong té bao, do d6 thuc ddy qu4 trinh phét sinh
phoi soma.

C6 nhiéu nghién ctru d chi ra khi b6 sung glutamine hodc proline anh hudng
dén viéc gia ting cam Ung tao phdi soma trén nhiéu loai thuc vat. DS Pang Giap va
cong sy (2013) cho rﬁng mot s6 acid amin va spermidine anh huong 1€n sy phat sinh
phoi soma cay coc rao (Jatropha curcas), trong d6 proline (750 mg/L) va glutamine

(150 mg/L) gitp nang cao hiéu qua hinh thanh pho6i soma tor mo seo [92].

Proline & ndng d6 ti wu gitp cai thién kha nang phat sinh phoi soma ciia mau
cdy & mot s6 thyc vat, nhu: sim Ngoc Linh [93], dau tay [94]. Dbi véi sim Ngoc
Linh, proline & nong do 300 mg/L cho tan s6 phat sinh phoi soma va sé lugng phdi
soma (86,7% va 167 phdi/mau) tt nhat. Di véi dau tay, sy phat sinh phdi soma tot
nhat khi md seo c6 ngudn gboc tir 14 va dét than dugc nudi trong mdi truong MS c6
b6 sung 1,0 mg/L 2,4-D, 0,5 mg/L BAP va 500 mg/L proline.
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Glutamine ciing c6 vai tro tich cuc d6i véi viéc cam tng phat sinh phoi soma,
diéu nay da duoc ching minh ¢ nhiéu ddi tuong thuc vat. Glutamine 1a mét trong
nhirng loai acid amin sin c¢6 va 12 ngudn cung cip ning lwong hiéu qua cho hoat dong
phan chia té bao. Do do, glutamine thic ddy sy sinh truong d6i véi céc té bao can
ning luong va tong hop mot luong 16n acid nucleic va protein. Ageel va Elmeer
(2011) cho rang, Phoenix dactylifera L. nudi ciy trong méi trudng bd sung nito hitu
co, dac biét la glutamine & néng do cao, da cai thién sy hinh thanh va tang truéng mo
seo cling nhu cdm trng phat sinh pho6i soma [95]. Theo EI-Shiaty va cong su (2004),
glutamine & n6ng do 900 mg/L la t6i wu cho sy hinh thanh phdi soma & cay co [96].
Tuy nhién, d6i v6i ddu Thdé Nhi Ky, thi nong d6 glutamine chi giam xudng con 40
mg/L [97]. Pdi vdi ciy coc rao, ndng d6 glutamine 150 mg/L gitp gia ting su phat
sinh phdi soma tir mo seo [92]. El-Dawayati va cong su (2018) cho rang viéc bd sung
300 mg/L glutamine giup ting cudng dang ké su hinh thanh phdi soma ciy cha Ia
Sewi (Phoenix dactylifera) [98]. Tuong tu, ty I¢ mau hinh thanh md seo cua lda
Navara (Oryza sativa ssp.) thu dugc cao nhét (40%) trong moi truong cé bd sung

glutamine & noéng do 500 mg/L [99].
Polyamine

Polyamine hién dién trong tAt ca cdc té bao thuc vat. Putrescine (Put),
spermidine (Spd) va spermine (Spm) 12 cdc loai polyamine phd bién nhat trong thuc
vat bac cao. Polyamine dugc tong hop tir cdc amino acid thong qua cdc phan tng
decacboxyl hoa. Cac amino acid co ban nhu arginine va ornithine 14 nguyén liéu dé
tong hop bd khung carbon gidp hinh thanh putrescine, dudi sy xic tic ciia enzyme
ODC (ornithine decarboxylase) va ADC (arginine decarboxylase). Nguoc lai,
methionine két hop véi nhom polyamine dé tong hop spermidine va tir spermidine
tao thanh spermine. Hoat dong cua ADC va ODC tuy thuQc vao tinh trang sinh 1y va
diéu kién sinh truéng va phat trién cua thuc vat. ADC c6 vai tro nhu 1a enzyme gitp
cho sy kéo dan té bao, tham gia vao qua trinh trao d6i chat thir cap va dap ung véi
nhiing diéu kién khong thuan 1oi ciia méi truong, trong khi ¢6 ODC can cho qud trinh
phan chia té bao. Polyamine c6 thé ton tai & dang ty do hay lién két v6i coumaroyl,

ferulic, acid hydrocinnamic... (Hinh 1.4)

Put, Spd va Spm c6 lién quan dén cdc qud trinh xay ra bén trong té bao nhu
céc qué trinh phén chia té bao, tang sinh té bao, trao doi chat thi cap, 6n dinh ciia
mang té bao, hinh thanh ré, sy gia héa, sy chét cua té bao, ciu tric nhiém sic thé,
tong hop ribosome, tong hop protein va twong tac protein — DNA. Polyamine mang
dién tich duong, tao dugc moét lyc hut tinh dién véi DNA, RNA, protein va
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phospholipid. Do dd, Polyamine dong mot vai trd quan trong trong viéc dam bao tinh
linh hoat ctia mang, truyén tin hiéu, kich thich qu4 trinh tong hop RNA, tdi ciu tric

soi nhiém sac... Ngoai ra, ching cling tham gia vao qua trinh bi€u hién gen va tong

hgp protein.
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Hinh 1.4. So d6 tong hgp polyamine & thuc vat [100]

Chtic ning co ban clia polyamine trong qua trinh sinh truéng va phat trién ciia
thuc vat, dap (mg lai véi cac diéu kién stress c¢6 thé 1a do sy tuong tac cua céc
polyamine véi cdc phan tir tin hi¢u nhu oxid nitric, y-aminobutyric acid, proline va
phytohormone. Polyamine c6 vai trd hd trg qué trinh quang hop va gia ting sy ting
truong thuc vat thong qua vi¢c gia tang hoat dong cua rubisco. Ngoai ra, polyamine
lam gia tang phan (mg quang phosphoryl héa dan dén ting cuong tong hop ATP.
Polyamine lién quan dén tan s phan bao, kich thich nhiéu phan g lién quan dén
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sinh tong hgp DNA, ARN va protein. Do ban chat da cation, polyamine c¢6 4i luc cao
d6i voi cdc anion, chang han nhu DNA, ARN, phospholipid va cac protein ciing nhu

cac nhom anion trong mang va vach té bao.

Bén canh d6, polyamine dugc xem 12 mot nhém chat diéu hoa sinh truéng méi
lién quan dén sy gia ting sinh khdi va qud trinh biét héa té bao, bao gébm ca qud trinh
phit sinh phoi soma (Bang 1.6). B6 sung polyamine ngoai sinh & cdc néng d6 khac
nhau c6 hi¢u qua tich cyc trong viéc cai thi€én sy phat sinh hinh thai vi polyamine
ngoai sinh khong nhitng kich thich su phan chia té bao ma con gia ting kha ning tai

sinh cta té bao thuc vat [101].

Polyamine cling c6 vai tro tich cuc trong viéc kich thich sy cdm rng hinh thanh
phoi soma va di duoc chirng minh qua rat nhiéu nghién ctru trén cac ddi twong khic
nhau (Bang 1.6). C4c nghién ctlru chi ra, c6 sy lién quan chat ché gifra sy phat sinh
phoi soma va viéc gia ting ham luong polyamine trong té bao & nudi cay phodi soma,

trc ché qud trinh sinh tong hop polyamine din dén hién tuwong tc ché su phdt sinh

phoi soma.
Bang 1.6. Vai trd cta polyamine trong nudi cdy in vitro
Muc
dich Poi twong thue . Loai,nong  Pap tng cia N
i . Polyamine L. x Nguon
nghién vat do toi wu mau
cuiru
_ . 20mg/L Mo seo c6 kha
Cocos nucifera  Put va Spm . . N [102]
Cam Spm nang sinh phoi
ng tao , . Khong tac dong
A Hancorina Spd va p . -
mo s€o ‘ - dén su tang sinh  [103]
speciosa Spm R
mo s¢o
Bacopa Put, Spd vd 150 mg/L.  Chdi sinh truéng 104]
Nhan monnieri Spm Spd tot
nhanh . S6 luong va
hoi . Put, Spd va 100 mg/L a - A,
Cho1 Citrullus lanatus chiéu dai choi [105]
Spm Spd .
gla tang
Cunninghamia 22 — 44 3 ié ;
Spd Tang hi¢u qua 1106]

lanceolate mg/L phat sinh phoi
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Phat soma do anh

sinh huéng dén ham

phoi luong

soma phytohormone
noi1 sinh

Tang su hinh
Jatropha curcas  Spd 0,3 mg/L.  thanh ph6i soma  [92]

tir mo s¢o

Ty 1€ phat sinh

_ _ phoi soma
P. vietnamensis  Spd 15 mg/L [93]
93,3%; 353
phdi/mau

. Phat sinh phoi
' Put, Spd va 150 mg/L p
P. ginseng soma cao gap 4 [107]
Spm Spd 3
an

96,3% mau cob
Put, Spd va 200 mg/L o )
accnarum s a nang phat
Sacch pp kh h 108
Spm Spd . N
sinh phoi soma

Tang hiéu qua

phat sinh phoi

Oryza sativa Spd 150 mg/L  soma & 3 gidng [109]
ASDI16, ADT43
va IR64
Put, Spdva 100 mg/L S6 luong va
C. lanatus s = [105]
Spm Put chi€u dai ré tang

Tao ré
Glycine max Put, Spdva 5,5mg/LL  Hiéu qua hinh

S xa . [110]
Spm Put thanh ré tot nhat

Su cam g hinh thanh va phét trién phdi duoc danh du bang nhiing thay doi
vé ham luong polyamine. Trong giai doan dau, & céc té bao tién phoi, ham luong put
cao hon so v6i spd va spm nhung spd lai chiém wu thé trong qud trinh phét trién phoi.
Ty 1€ nay dugc coi 1a mdt d4u hiéu sinh héa cua giai doan phat trién va nd cling trong
g v6i sy phan chia va kéo dai té bao. Put c6 vai tro thiic day chu ky té bao va phan

chia nguyén phan. Hon nira, Put c¢6 thé diéu chinh sy biéu hién cta peroxidase va cac
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protein lién quan, thuc day sy tong hop Spd va giam stress oxy hoa duogc tao ra do

oxy hoat hoa (ROS) trong giai doan d4u hinh thanh phéi.

Kevers va cong su (2000) khi nghi€n ctru phat sinh ph6i soma tor mo6 seo c6
ngudn gde tir mau cdy ré P. ginseng két hop polyamine hay bd sung mét sd tién chat
nhu arginine va ornithine trong moi trudng cdm ung hay tang sinh phdi soma cé tac
dung 1am gia ting s lwong phodi soma tao thanh 1én gip 4 lan. Viéc e ché ca qué
trinh sinh téng hop hay phan giai polyamine dan dén viéc 1am giam sb lwong phéi
soma tao thanh [107]. Qua d6, cho thay vai trd quan trong ctia polyamine trong qua
trinh phat sinh phoi soma.

Két qua twong tu ciing dugc Monteiro va cong su (2002) cong b trong nghién
ctru sy phét sinh phoi soma ctia P. ginseng tir ngudn mau 1a nhirng té bao c6 kha ning
phit sinh phoi soma nudi cdy trong moi trudng 16ng 1/2 MS ¢6 bd sung auxin tong
hop BSAA. Viéc bd sung spermidine vao trong mdi trudng nudi cdy c6 hiéu qua trong
viéc gia tang s6 luong phoi soma phét sinh. Trong truong hop nay, ham lugng
polyamine tong sb ctia phdi soma cao hon so voi dbi chirng khdng bo sung spermidine
[111].

Paschalidis va Angelakis (2005) chi ra mdi quan hé tich cuc gitta su tong hop
polyamine va phan chia té bao trong 14 non cay thudc 14. Pong thoi, ham luong
polyamine thay do6i trong sudt giai doan phat sinh phoi soma. Trong giai doan dau
cua qud trinh phét sinh ph6i soma, ham luong polyamine tang 1én nhanh chong, thic
day su phan chia té bao. Tuy nhién, ham luong polyamine giam dan & giai doan sau
clia qud trinh phét sinh ph6i soma. Ngoai ra, ham lugng polyamine ndi sinh & cic té
bao c6 kha niang phat sinh phoi soma cao hon so véi nhiing té bao khdng c6 kha ning
phét sinh phoi soma [112].

Ty 1é mau phét sinh phdi soma dugc cai thién khi bd sung spermidine vao méi
truong nudi cay Saccharum spp. & ndong do 15 mg/L [108]; O. sativa L. & nong do
150 mg/L [109]; sam Ngoc Linh & néng dd 15 mg/L [93]; Cunninghamia lanceolate
& nong d6 1,5 — 3,0 mg/L [106]. Hon nira, polyamine ciing gitp duy tri sy sinh truéng
va phat trién cua Pinus sylvestris L., dac bi¢t 1a trong diéu kién bat loi hodc stress
[100].

Nhu vay, acid amin va polyamine c6 tic dung tich cuc dén céc qué trinh phat
sinh hinh théi ¢ thyc vat n6i chung va qua trinh phat sinh phoi soma néi riéng. Trong
d6, mdi ddi twong thuc vat lai dap img véi loai va nong do acid amin va polyamine

khac nhau can thiét thuc ddy qua trinh phat sinh phoi soma. Do d6, viéc nghién ciru
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tim ra loai va néng d6 polyamine dé gia ting hiéu qua cua qud trinh phat sinh phoi

soma cho tung ddi tuong thuc vat cu thé 12 can thiét.
1.2.4.5. Nuoc diwa

Vai trd ctia nudc dira trong viée kich thich phét sinh phdi soma da duoc khing
dinh trong nhiéu nghién ctru trén cac ddi twong thuc vat khic nhau. Nhirng chit c6
hiéu qua tang cuong kha niang phat sinh phdi soma va sinh trudng ciia mau trong
nuéc dira di dugc ghi nhan bao gdm PGRs (auxin, cytokinin, gibberellin, acid
abscisic, khodng chat (magnesium, phosphate), vitamin, dudng chiém khoang 2,5%
(w/v), lipid, amino acid, acid hitu co va enzyme. Nitrogen trong nudc dua dugce s
dung dé tong hop amino acid va phytohormone can thiét cho sy sinh truéng cua thuc
vat. Thém vao d06, nudc dira con cé vai trd thay thé nhimg hop chét hitu co can thiét
cho su sinh truong ctia mau cdy nhung lai c6 gia thanh cao nhu 14 zeatin. Sy két hop
giita nudc dira va BAP hoan toan c6 thé thay thé zeatin va mot sé hop chat hitu co

trong qué trinh nudi cay phdi soma oliu “Galega vulgar” [113].

Dbi v6i P. vietnamensis, nudc dira duge st dung nham gia ting hiéu qua phat
sinh phoi soma thir cAp tir mau cdy 14 mam. Céc 14 mam duoc nudi trong moi truong
bd sung 10% nudc dira két hop voi 0,2 mg/L IBA cam tng tao mo seo va phét sinh
phoi soma. Sau khoang 15 ngay nudi cdy, 14 mam gia ting kich thudc, sau do, hinh
thanh nhiéu cym md nho va nhiéu phoi soma don trén bé mit mau. Bén canh do, &
gbc 14 mam con tao mé seo c6 kha ning sinh phoi. Nhu vay, cdc auxin ty nhién trong
nuéc dira két hop v6i IBA ngoai sinh tac dong dén sy tao mé seo va phat sinh phdi
soma [39].

Khierallah va cong su (2013) khi nghién ctru vai trd cta nuée dira dén kha ning
phét sinh phéi soma ciy cha 1 (Phoenix dactylifera) cho rang, nudc dira c6 tic dong
tich cuc dén kha ning phat sinh phdi soma cia mau cdy voi ham lugng nudc dira tot
nhat ghi nhan dugc 12 20% (v/v), s6 luong phoi soma dat dugc 65 phodi/mau. Bén
canh do, sy nay mam cta phoi soma tao thanh cdy con hoan chinh cling dugc cai
thién khi bd sung nudc dira vao mdi truong nudi cdy, ty 1¢ ndy mam 1a 76% khi bo
sung 10% (v/v) nudc dira so voi 45% trong mdi truong ddi chimg [114]. Tac dung
tich cuc cia nudc dira 1a do auxin va cytokinin c6 trong nudc dura kich thich sy phan
chia té bao, sinh truéng ciing nhur phat sinh hinh thai ctia mau.

Souza va cong su (2013) nghién ciru anh hudng ciia nudc dira dén nudi ciy phoi
hop tir ctia 19 gidng oliu khéc nhau cho rang nudc dira co tac dong tich cuc dén su

sinh truéng cua phdi, tuy nhién véi mdi giong lai dap tmg v&i mot ham luong nuée
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dira b6 sung khac nhau, ham lwong thich hop nhat cho gibng “Santa Catalina” 1a
2,5%, trong khi véi giéng “Cerignola” 13 10% [115].

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

mau phat sinh phoi soma [116].

Nhu vy, nudc dira ¢ vai tro tich cuc trong qua trinh phat sinh va phat trién cta
phoi soma nudi ciy in vitro. Tuy nhién, tuy theo ting ddi twong thuc vit ma c6 nhu
cau khac nhau vé ham luong str dung. Hon nira, sir dung nuéc dira trong nudi cay
phoi soma c6 thé lam giam chi phi ctia qua trinh san xuét do gi4 thanh cta chung ré
va ching c6 thé thay thé mot s6 hop chit hitu co co gia thanh cao can thiét cho su

ting trudng cua mau.
1.2.4.6. Puong

Puong duge biét dén 12 ngudn cacbon chi yéu duge sir dung phd bién trong
moi trudng nudi cdy méd véi vai trd cung cip ning luong cho hoat dong séng cua té
bao. Vi vy, viéc sir dung duong dé cung cip ning luong va tham gia vao ciu tric
ctia té bao va thanh té bao 1a diu rat can thiét. Pdi voi cac dbi tuong thyc vat, cling
nhu ting loai miu cay khéc nhau thi loai duong va ham luong str dung c6 tac dong
khong giéng nhau dén kha ning phat sinh hinh thai va tich lily cac chat thit cap (Bang
1.7). Ngoai ra, duong van duoc st dung ngay ca trong truong hop nudi cdy cic miu
& dang chdi c6 kha ning tu quang hop. Cdc dang dudng don fructose va glucose tao
ra qua qud trinh thity phan sucrose khi hap & nhiét 6 cao gitip mau cdy dé dang hap
thu.

Puong trong méi trudng nudi cay khong nhitng c6 tic dung kich thich s sinh
trudng clia mau cdy ma con c6 vai trd quan trong trong su gia ting tong hop cc hop
chat thr cap, nguyén nhén la do sy gia ting ham luong dudng c6 thé dan dén thay doi
4p suat tham thau tir d6 cam g tong hop nén cac hoat chét thir cap. Park va cong sur
(2006) bdo cdo rang khi bo sung dudng vao moi trudng nudi cay té bao Eschscholtzia

californica ham lugng alkaloid duoc tong hop gia ting dang ké [117].
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Bang 1.7. Anh hudng cua ham lwong duong sucrose 1én su phét sinh hinh thdi cia

mau
Phat Ham lwong
sinh Panax sp. Miu ciy sucrose PGRs Nguén
hinh thai (%)
1,7 mg/L
P. ginseng La 3 NAA + [68]
Phét sinh 2 mg/L 2,4-D
phoi
soma 2,5 mg/L 2,4-
P. pseudoginseng Than ré 3 D + 2,5 mg/L [71]
BAP
Bao phan 9 1 mg/L24-D [118]
T A
aomo o, ginseng 2 mg/L 2,4-D
5€0 R 3 +0,5mg/L  [119]
kinetin
La 3 4 mg/LL BAP [34]
Tao chdi  P. ginseng
Bao phan 9 10 mg/L GA;  [118]

Kim va cong su (2010) béao cdo rﬁng, cdc mau céy 14 mam P. ginseng duoc
nudi cdy trong moi trudng bd sung ham lugng duong khac nhau, tir 30 dén 70 g/L,
cho thiy duong & ham luong cao giup gia ting hiéu qua phat sinh phoi soma. Pong
thoi, tién xtr Iy mAu 14 mam voi dudng sucrose ¢ ndng do 1 M trong 24 gio cling gitp
gia ting dang ké hiéu qua phat sinh phdi soma [120]. Tuong tu, trong céng bd cua
Ali va cong su (2016), cac nguén carbohydrate (sucrose, maltose, fructose va
glucose), ham luong dudng sucrose (10, 30, 50, 70 va 90 g/L) va thdi diém bo sung
(ngay thtr 12, 18 va 24) trong qud trinh nudi cdy huyén phii té bao Artemisia
absinthium anh huong dén su tich lity sinh khéi va cdc chat chuyén héa thir cap. Sinh
khéi cao nhét thu dugc ¢ nghiém thirc bd sung 50 dén 70 g/L sucrose & thoi diém ban
dau ctia qud trinh nudi cdy. Pong thoi, bd sung thém 3% dudng sucrose vio ngay thi
24 cho thay sinh khéi, tong ham luong phenolic va flavonoid cao hon so voi nghiém

thire d6i chirg. Trong khi d6, hoat tinh enzyme chdng oxy héa lai cao nhat & cdc mau
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nudi trong moi truong bd sung maltose [121]. Ngoai ra, Faisal va cong sy (2021)
trong nudi ciy phdi soma Brassica juncea L. bdo cdo, trong sb cdc ngudn carbon cung
cép dugc thtr nghiém thi fructose, glucose va sucrose déu c6 tac dong tich cuc dén su
phat sinh phoi soma. Trong d6é dudng sucrose ¢ ham lugng 30g/L cho hiéu qua phat
sinh phoi soma 12 cao nhat [122]. Ddi v6i P. vietnamensis, khi b6 sung 50 g/L dudng
sucrose thi kich thich hinh thanh phéi soma hi¢u qua hon so véi glucose va fructose,
v6i ty 18 phét sinh phoi soma va sd phédi cao nhit (twong tmg 86,7% va 167 phoi)
[93].

Ham luong carbon duoc cung cap tac dong dén ca hai giai doan phét sinh va
treong thanh phdi soma, thé hién qua viéc thay doi ty 1& phdi hinh ciu, hinh tim, thay
161, ¢6 14 mam. Trén ddi tugng P. ginseng, viéc giam ham luong dudng va nitrate anh
huong tich cuc dén sy trudng thanh ctia phoi soma ciing nhu tao ciy con hoan chinh.
Ham luong dudng 30 g/L mic di kich thich sy ting sinh nhung lai e ché sy trudong
thanh ctia phoi soma va khi giam ham luong duong xudng 20 g/L thi sy trudng thanh
phoi soma dugc cai thién, phdi chuyén tir giai doan hinh cau sang nhitng giai doan
tiép theo [12].

Nhu vdy, ngudn carbon cung cdp cé vai trd rat 10n trong su phét sinh phéi
soma va mdi ddi tuong thuc vat can ngudn cung cp carbon ciing nhu ham lugng
khéc nhau. Do vdy, viéc nghién ciru ngudn cung cip carbon va ham luong sir dung
cho mdi ddi twong thuc vat 1a didu can thiét nham gia ting hiéu suit cia qué trinh
nudi ciy.
1.2.4.7. Stress va sw phat sinh phoi soma

Qua trinh phét sinh pho6i soma bao g6m sy phan chia té bao, sy biét héa va
nhitng thay dbi sinh Iy bén trong té bao. Céc yéu td bén ngoai anh hudng 16n dén qué
trinh phét sinh phdi soma, chang han nhu ton thwong méu (stress vét thuong), khir
tring bé mat (stress oxy hoa) va méi truong nudi cay (thiéu nudc/stress tham thau).
Hon nifa, tin hi¢u stress rat quan trong trong qu4 trinh biét héa té bao do stress gy ra

su san sinh céc loai oxy hoat héa (ROS).

Ciac dang ROS bao gdm nhiing loai oxy c6 kha ning phan (g manh nhung
chi ton tai trong thoi gian ngan, c6 thé chuyén héa 1an nhau, va dugc tao ra trong qué
trinh kich hoat dién tir hodc oxy hoa dudi tac dong cua céc diéu kién méi truong bat
lgi. Trong co thé thuc vat, phﬁn 16m oxy dugc su dung lam chit nhan dién t cubi
cling trong qud trinh ho hap hoic trong cdc phan mg oxy héa khac, nhung khoang 2

- 5% oxy con lai c6 thé chuyén thanh dang oxy hoat héa, v6i kha ning phan tng rat
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cao va c6 thé giy hai cho céc thanh phan cia té bao. Mot s6 dang ROS di dugc ghi
nh4n bao gdm gdc anion superoxide (O *—), peroxide hydrogen (H202), gbc hydroxyl

tu do ("OH), va oxy singlet (oxy don '0y).

Nhiéu nghién ctru chirng minh rang c¢6 mdi quan hé giita viéc ting cudong san
xudt ROS va cai thién kha ning phat sinh phoi soma ¢ nhiéu d6i twong thuc vat. Tuy
nhién, mic dd6 ROS vira phai ¢6 thé cam tng céc té bao soma thay doi hinh thdi va
biét hoa. Nguoc lai, ham lwong ROS qué mirc s& phd v& tinh thim cia mang va ciing
nhu cac dai phan tir sinh hoc nhu lipid, protein va acid nucleic, dan dén mat tinh toan
nang cua té bao va tham chi 1am chét té bao [123]. Pé han ché anh hudng cua ROS,
thyc vét c¢6 co ché kiém soat ham luong ROS bang céch sinh téng hop céc enzyme
chéng oxy héa nhu catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) va ascorbate
peroxidase (APX), ciing nhu cdc chat chéng oxy héa khong phai enzyme nhu
ascorbate, glutathiol dang khir (GSH), a — tocopherol (vitamin E), carotenoid, proline,
glycine betain, polyamine. Céc chat chdng oxy héa niy bao vé té bao thong qua viéc
loai bd cac ROS, tuong tac véi cic gbe hitu co dé lam gian doan chudi oxy héa,
chuyén ddi peroxide tao ra céc san pham bén nhu rugu, aldehyde, giam néng do oxy
tir do... Ching han nhu ROS so cip 12 anion superoxide (O2™) c¢6 thé dugc hinh thanh
bang cach khir mot electron cia phan tir oxy. Anion superoxide (O>™) s& bi phan hay
bdi superoxide dismutase (SOD) thanh hydro peroxide (H202), sau d6 tiép tuc duoc
khtr béi catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), glutathione peroxidase (GPX)
va peroxiredoxin (Prx). Tur d6, lam giam tac hai cia ROS dbi vé&i thue vat (Hinh 1.5).
Ngoai ra, nhitng chit chdng oxy héa nay dong mét vai trd thiét yéu trong qud trinh
phét sinh phdi soma, mot phan do kha ning loai boé ROS duoc tao ra bai cac diéu kién

stress bén ngoai tac dong dén thuc vat [124).

Polyamine (PA) 12 mdt hop chét hitu co, c6 trong lugng phan tir thap, dong vai
trd quan trong trong viéc diéu chinh qua trinh trao d6i chat co ban ciia thuc vat. Chiing
diéu chinh céc chirc ning cua té bao, bao gom tin hidu phan tir, phan chia va biét héa
té bao, tinh toan ning, qua trinh sinh truéng va phat trién, bao vé khoi ton hai do oxy
héa va phan g véi stress moi truong [125]. Nhiéu nghién ciru d chirng minh rang
PA c6 thé tham gia vao cic twong tac hiép dong hodc dbi khang véi cic loai hormone
thuc vat khac nhau, tir d6 cho thiy c6 mbi lién hé giita hormone va PA [126]. Ngoai
ra, polyamine bao vé té bao khoi sy phd huy ctia cdc nhém oxy hoat héa va céc goc
tu do bﬁng cach duy tri d¢ truong va tham thau cua té bao, loai bo céc loai oxy hoat
héa, bao vé DNA va mang té bao khoi bi hu hai, dong thoi giam tong hop H20, va

superoxide trong diéu kién stress [127]. Do d6, polyamine dugc bd sung vio mdi
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treong nudi cdy sé thuc ddy qud trinh phdt sinh phoi soma bang cach diéu chinh ham
luong ROS va hormone ndi sinh. Nhu vay, viéc bd sung loai va néng do acid amin

va polyamine phl hop c6 tac dung gia tang hi¢u qua phat sinh pho6i soma.

Stress tir moi trrong

s
GPX
>Prx(

Trx TR Trx

(Khir) ) ; _\. (Oxy hoa)

NADP* NADPH

Tia cye tim

A =

Ty thé Peroxisome

Hinh 1.5. Phan (g cua té bao chdng lai cac loai oxy hoat hoa dudi cac diéu kién
stress khac nhau [128]

1.3. K¥ thuit nudi cay 16p méng té bao (Thin cell layer — TCL)
1.3.1. Gidi thiéu nuéi ciy I6p mong té bao

M4u cay c6 vai trd quan trong quyét dinh hidu qua ciia qué trinh nudi cay mo,
té bao va co quan thuc vat. Trong d6, kiéu gen, ngudn gdc maiu, tudi sinh 1y, kich
thudc cling nhu hinh dang cua mau anh huong dén su phat sinh hinh thai [129]. Y
tuong vé nudi cdy TCL duoc Tran Thanh Van dé xuét vao nim 1973 trong nghién
ctru Nicotiana tabacum [130]. Tac gia da cho réng, su téi sinh va téi lap trinh cta co
quan hoac phdi soma in vitro c6 thé thuc hién dugc néu tach dugc mot sd 16p té bao
da biét héa khoi co quan hoic mo ban dau. Nudi cdy TCL 1a mot ky thuat c6 nhicu

uu diém nham muc ti€u phét sinh cidc dang mo, co quan khac nhau.
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1.3.2. Pic diém ciia nuéi cdy I6p méng té bao

Cac mau TCL c6 dic diém rat mong, duoc cit tir cdc ngudn miu cdy nhu:
than, 14, gan 14 chinh, than re, cuéng 14, 1a mﬁm, protocorm [131-137]. Cac mau TCL
bao gdm mét vai 16p té bao nén ham lwong hormone ndi sinh cia mau thap, kha ning
hép thu dudng chat t6t hon [138]. Ngoai ra, dién tich vét thwong & mau cdy TCL 16n
hon nhiéu so véi cdc mau cdy thong thudng nén dap tng t6t hon véi diéu kién stress.
Do d6, chiing phan trng nhanh véi1 méi truong dinh dudng, phat sinh phdi soma va co

quan tot hon.

Mic dit hé sb nhan gidng thuc té cia miu TCL thip hon so véi mau cay thong
thudng, tuy nhién, khi xét vé hé sb diéu chinh ting truong (GCF) (duoc tinh dua trén
“Ty 1¢ mau phét sinh phdi soma”, “Sé luong phdi soma hinh thanh/mau” va “Hé s6
mAau”) cho thiy hiéu qua nhan giéng cia miu TCL cao hon so véi mau thong thudng

va di duoc bdo cdo & nhiéu thuc vat (dia lan lai, hoa cuc va tdo...) [139-141].

Nhirng cy con ¢6 ngudn gbc tir mau TCL cé dic diém di truyén thudng on
dinh [136]. K§ thuat TCL gdy it ton thuong cho cdy me, ngudn mau doi dio va c¢6 hé
s6 nhén cao, dic biét 1a khi déanh gia sé lugng co quan tai sinh trén mdi miu cay
[132]. Qua do, hiéu qua vi nhan giéng dugc cai thién. Dac biét, ky thuat TCL thuong
duogc str dung phd bién trong nudi cdy mot sb thuc vat quy hiém, han ché vé sé luong

mau.

Bén canh do, k¥ thuat nay tao diéu kién thuan lgi cho viéc x4c dinh cdc gen
biét héa trong té bao dich. Cac miu TCL duoc sir dung trong nghién ctru quan sit ciu
trac va phét sinh hinh thai cling nhu ngudn gbc ciia co quan phat sinh thuan lgi hon
so véi cdc mau thong thuong. Do d6, k¥ thuat TCL 13 mot trong nhitng k¥ thuat vi

nhan gidng hira hen tao ra ngudn cay giong dam bao vé mat so lugng va chat lugng.

Dua vao phuong thirc cit miu ma chia thanh hai hai loai mau TCL bao gém
mau cdy 16p méng duge cat theo chidu ngang (tTCL - transverse TCL) va miu ciy
16p mong duoc cit theo chiéu doc (ITCL - longitudinal TCL) (Hinh 1.6 va Hinh 1.7).
Mau ciy ITCL bao gom mot loai mo, chang han nhu 16p té bao biéu bi. Mau ITCL
thuong ding trong nghién ciru cac co ché nhu biét héa té bao va su hinh thanh co
quan tir 16p té bao di duoc xac dinh rd rang. Trong khi d6, mau tTCL chira mot s6
lugng té bao cua céc loai md khac nhau (biéu bi, v, té bao bao quanh bé mach va té
bio nhu mo). Mau tTCL duoc st dung dé cai thién hiéu qua tai sinh co quan hodc su

phét sinh phoi soma.



8 mm

- o ———

1mm

1mm

41

ST S
_—
1
=
=
&>
=
©<-— Pot than
e ]
~_
b
8 _>
IS

i: Choi

2mm

ITCL

Hinh 1.6. Mau tTCL hodc ITCL tir mau d6t than [141]. (1, 2 va 3) Mau duoc cit 16p
mong theo chiéu ngang tTCL; (5, 6 va 8) Mau duoc cit 16p mong theo chiéu doc
ITCL; (4, 7, 9) Su hinh thanh chdi trén bé mat mau.
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Hinh 1.7. Mau 14 tTCL [141]. (1) Miu 14 ban dau; (2, 3, 5 va 6) Mau 1a duoc cét 16p
mong theo chiéu ngang; (4 va 7) Chdi tao thanh tir cic té bao biéu bi va té bao nhu
mo.

1.3.3. Nhitng nghién civu vé nuéi cdy lop méng té bao

K¥ thuat TCL duoc thyc hién va cong bd dau tién trén cdy mo hinh N. tabacum
[130]. Sau d6, k¥ thuat nay tiép tuc duwoc thuc hién va Gmg dung trong vi nhin gidng
hon 100 déi twong thuc vat trong thoi gian 50 nam. Pong thoi, k§ thuat nay ciing
diing trong nghién ctru vé qud trinh phét sinh phdi soma trén nhiéu thuc vét, chang

han nhu: cdy 1am nghiép, cay hoa, cay duogc li¢u, cay an trai (Bang 1.8).

Do kich thuée ctia mau ciy rat nho (46 day 100 um dén 1-2 mm) nén sy twong

tac gilra cac t€ bao va moi truong nudi cay tot hon. Do do, hi¢u qua trong qua trinh
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phit sinh phdi soma cao hon so v6i mau cdy thong thuong. Hon nita, k§ thuit nay
con gitp gia ting hiéu suét phét sinh phdi soma va giam thoi gian ting sinh ctia mau

céy, day la chia khoa cho sy biét hda cua té bao va mo thuc vat.

Bang 1.8. Su phat sinh phoi soma & mdt sb thyuc vat sir dung k¥ thuat nudi cdy 16p

mong té bao

R L ox oz .z Kich thudc N
Thuc vat Loai mau cay Kiéu TCL : Nguon
mau
La tTCL 1 x 10 mm
Panax < [40, 72,
. ) Cudng 14 ITCL 1 x5 mm
vietnamensis 133]
than ré tTCL 1 mm
Actinidia
_ _ Gan 14 chinh tTCL, ITCL 0,5-1,0 mm [132]
chinensis
Pinus patula Phoi non tTCL, ITCL 0,3-0,5 mm [137]
Brasilidium
§ Protocorm tTCL, ITCL 1,0 mm [142]
forbesii
Guadua .
_ Choi tTCL 0,5-1,0 mm [143]
chacoensis
Jatropha curcas Cuéng l1a tTCL 0,8 1,0 mm [144]
Phalaenopsis Mam ngu phit hoa tTCL
- 0,5 mm [145]
amabilis La ITCL

1.4. AgNPs trong khir tring va kich thich sinh truéng miu ciy
1.4.1. Hiéu qud ciia AgNPs trong khir triong méu thuc vit

Trong nudi céy mé thue vat, sy xAm nhiém vi sinh vat c6 thé do nhiéu loai con
trung nho khéc nhau, vi sinh vat (ném SO1, nim men, vi khuém), virus va viroid. Nhiém
vi sinh vat trudc hodc sau giai doan cam (mg ciia mau cdy déu anh hudng nghiém
trong cho toan bd qud trinh nudi cay.

Khir tring bang nhiét 6 cao thuong dugc sir dung thuong xuyén & cdc phong

thi nghi¢m dé ti¢t trung moi trudong va cdc dung cu nudi cay. Tuy nhién, cic vat li€u
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thue vt khong thé khir tring bang nhiét vi ching d& bi ton thuong. Do d6, dé c6
ngudn mau sach, cung cip cho qud trinh nudi cdy can phai tim ra mot phuong phap

khtr trung thich hop.

Mot bude khoi dau quan trong cta nudi cdy in vitro 1a khir tring bé mit cia
mAu ciy. Cdc mau thudng dugc thu thap trong tw nhién hodc tir cac vuon wom, ban
than chdng c6 thé bi nhiém céc vi sinh vat khac nhau. Dong thoi, cic vi sinh vat phat
trién manh hon so véi miu ciy thuc vat trong méi trudong nudi cdy. Do do, sau khi
thu thap, mau thuc vat dugce khur tring bé mat bé‘lng mot sd héa chét khac nhau nhu
ethanol, nudc brom (BW), hydrogen peroxide (H202), thuy ngén clorua (HgCl»), natri
hypochloride (NaOCI), canxi hypochloride (Ca(OCl)z), thudc diét ndm, khang sinh. ..
[146].

Tuy nhién, nhitng chat khir tring truyén théng thuong c6 tinh chat tay rira cao,
tac dong dén thanh té bao cua vi sinh vat theo co ché dn mon vach. Do d6, sé& anh
huong tiéu cuc dén sy sdng sot ciing nhu tai sinh ctia miu cdy hodc tham chi din dén
hoai tir cdc mau thuc vt nén c6 hiéu qua khir tring thap [147]. Bén canh d6, hau hét
cdc chat khtr tring théng dung hién nay déu co tac dong tiéu cuc d6i véi stic khoe
con nguoi [148].

Vi vdy, cdc nha khoa hoc 1udn tim kiém cac phuong phap va chit khtr tring
moi. Trong s6 do, cac ion bac nhu nitrate bac (AgNO:3), thiosulphate bac (Ag(S203)2)
dugc nghién ctru va dp dung rong rdi trong qud trinh khtr tring va nudi cdy mau thuc
vat. Ching c6 nhitng vu diém an toan cho stc khoe nguoi sir dung va dong thoi cé
hiéu qua cao trong viéc khang nim, khang khuan. Mit khéc, cdc ion bac con c6 vai
tro tich cyc trong su phat trién ctia mau nuodi céy in vitro nhu md seo, choi, phoi soma,
ré.... Tuy nhién, ciing can luu ¥ ring cdc ion bac thudng di kém véi cic anion ton tai
& dang mudi. Do d6, kha ning chuyén héa, hip thu ion bac, hiéu quéa khir triing, phat
sinh hinh thai va sinh truéng cua mau bi anh huong [149].

Pé khic phuc nhitng van dé cta cic ion bac dang mudi, thoi gian gan day,
AgNPs duoc str dung thay cho cdc chat khir tring truyén théng. AgNPs khong nhiing
lam giam sy gdy nhiém ma con kich thich miu cdy phat sinh hinh th4i. AgNPs bao
gdém cdc ion co kich thude nho (1 - 20 nm), dién tich tiép xic bé mat 16n. Do do,
chiing d& dang tiép can va bam 1én bé mit té bao, tir d6 gia ting hiéu qua khir tring
ciing nhu tac dong sinh truéng. Viée st dung AgNPs di loai bé duoc sy gdy nhiém
vi sinh vét ciia mau cdy. Dong thoi, cdc hat nano ciing thé hién nhiing tac dong tich

cuc dén sy cam tng hinh thanh mo seo, phdi soma, huyén phu té bao va co quan v.v.
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Céc hat nano ¢ nong do to1 vu c6 tac dung lam giam hodc loai boé ngudén nhiém ma

khong gy hai dén sirc sdng ctia mau [150].

Kha ning diét khuan cua AgNPs 12 két qua cua qud trinh bién d6i va giai
phong lién tuc cac nguyén tir kim loai bac trén bé mat hat AgNPs thanh cac ion bac
tu do va cdc ion tuy do nay sau d6 tac dung va ti€u diét vi khuén. Céc dic tinh khang
khuan cta bac 14 ngin can qud trinh sao chép DNA cua té bao vi khuan. Dic tinh nay
dua trén sy tuong tac tinh dién gilta ion bac mang di¢n tich duong va bé mat té bao
vi khuan mang dién tich am. Pong thoi, ching v6 hiéu héa nhém thiol trong enzyme
van chuyén oxy hodc trén sy tuong tac cia ion bac vdi DNA dan dén sy dime héa
pyridin. Ngoai ra, bac con ¢6 tic dong truc tiép 1én mang bao vé cia té bao vi khuan
thong qua viéc twong tac véi cdc nhém peptidoglycan lam tc ché kha ning van
chuyén oxy tir bén ngoai vao bén trong té bao vi khuan, két qua 1am trc ché hoat dong
hé hap cta vi khuan. Nguoc lai, AgNPs hau nhu khéng tac dong dén sirc khoe ngudi
str dung ngay ca khi tiép xtc voi céc ion bac. C6 thé 1a do té bao ¢ dong vat c6 hai
16p lipoprotein giau lién két doi bén viing c6 kha nang cho dién tr. Nhu vay, AgNPs
c¢6 kha niang diét khuan theo nhitng phuong phap nhu phé hily chirc nang ho héap, pha
huy chirc ning cta thanh té bao vi khuan. Pong thoi, AgNPs 1én két voi DNA ciia té
bao vi sinh vat va e ché chirc ning sao chép cta vi sinh vat, kim ham khéng cho

ching phat trién trién manh.

Hiéu qua khtr tring chiu anh hudng béi nhiéu yéu td, nhu: kich thude, tudi,
loai mau, cac diéu kién trong trot, trang théi sinh 1y ctia cy me, thoi gian va nhiét do
tiép xtic, loai chat khtr truing va ndng d6 st dung. Vi cdc md mém, chit khir tring &
ndng do cao c6 thé loai bo cic vi sinh vét gdy nhiém nhung dong thoi cling gay chét
mAau. Nhiéu nghién ctru cho rang, viéc xtr Iy mau vdi cdc chit khir tring & ndng do
cao va thoi gian xtr 1y dai s& cho ty 16 miu nhiém thap. Tuy nhién, chiing ¢ thé tao
ra nhitng anh hudng bét 1gi d6i véi kha ning song sét va tai sinh ctia mau xir ly [151].
Do d6, hiéu qua khir tring mau phy thudc chat sir dung, nong do va thoi gian khir

trung.

Anh hudng tich cuc hoic tiéu cuc cua viée sir dung AgNPs trong qud trinh khir
trung d6i v6i sy tai sinh va sinh trudng clia mau cay phu thudc dic biét vao nhiéu yéu
t6 nhu thanh phén, ham luong, kich thudc, tinh chit héa hoc va vat 1y cta hat nano,
cling nhu dac diém cu thé cla tung loai thyc vat. Vi vay, cic nghién ctru da duoc tién
hanh dé danh gia hiéu qua khir tring va anh hudng ciia AgNPs dén sinh truong cua

cay in vitro va ex vitro.
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Tung va cong sy (2021) d3 chi ra, AgNPs anh huéng dang ké dén kha ning
khtr tring mau 14 dau tdy. Mau duoc xt 1y trong 20 phat voi 500 mg/L AgNPs cho ty
16 mAu nhiém chi con 22,22%. Khi giam ndng d6 AgNPs xudng 200 mg/L, thoi gian
twong tu, thi ty 1¢ mau tao chdi, s6 chdi/mau va sb chdi cao trén 1,5 cm dat gia tri cao
nhit (1an luot 64,44 %, 21 chdi va 6,66 chdi). Nhu vy, khi xtr Iy & ndng do 200 mg/L
AgNPs, véi thoi gian 20 phut, khong nhitng hi€u qua khir trung cao ma con cai thién
su tai sinh, sinh truong va phat trién ctiia mau [152]. Cac tac gia ciing di chi ra, duéi
tac dong cta nhitng thay ddi vé loai, ndng do va thoi gian xur 1y khi khir tring mau
b::ing cac ion kim loai c6 thé hinh thanh nhirng tin hi€u ion kim loai khéc nhau, anh
huong dén murc d6 tai sinh, tdng trudng cuia mo, té bao thuc vat. Két qua tuong tu
cling dugc ghi nhan trong nghién ctru trén doi teong Capsicum frutescens Mill., dudi
tac dong ciia AgNPs kich thudc cta chdi va sd lwong chdi hinh thanh gia ting dang
ké [153]. 6 Manh Cuong va cong sy (2020), khi thue hién khir tring céc mau 14 sim
Ngoc Linh ex vitro chi ra rang, 500 mg/L AgNPs véi thoi gian xir Iy 15 phiit cho ty
1¢ nhiém chi con 20,00% so véi 1000 mg/L HgCl, va 60000 mg/L Ca(OCl),). Trong
khi d6, nghiém thirc 200 mg/L AgNPs, 20 phiit cho ty 16 mau cam tng mé seo va khbi
luong tuoi tot nhat (72,22% va 0,77 g) [154].

Nhin chung, tiy theo tirng dbi twong, loai mau sir dung ma hiéu qua khir triing
cua AgNPs thay doi. Do do, viéc nghién ctru va tim dugc n6ng do AgNPs, thoi gian
khtr trung tdi wu cho tung ddi tuong thyc vat va loai mau céy 1a can thiét vi muc tiéu
giam ty 18 mau nhiém, gia tang ty 16 mau séng sét va con kha nang tai sinh.

1.4.2. Hiéu qua cua AgNPs trong sy sinh truong va phdt trién thuc vat

Gan ddy, c6 nhiéu nghién ctru da chi ra duoc vai trd cia AgNPs trong nudi ciy
mo, t& bao thuc vat in vifro. Bén canh vai trd khi trung, AgNPs con dugc biét dén
v6i vai trd kich thich sinh trudng md, té bao thuc vat, ddng thoi cling cai thién qué
trinh tich lily cac hoat chat thir cdp [155]. AgNPs khi dugc hap thu vao trong té bao,
s& kich thich tong hop ROS, tir 46 cam (g dén cac con dudng truyén tin hiéu cho té
bao, gitip cai thién sy sinh trudng va phat trién ctia thyc vat [156]. Hiéu qua kich thich
tang trudng md, té bao thyc vat cia AgNPs da duoc chirng minh & nhiéu ddi tugng
thuc vat nhu P. vietnamesis [10]; Stevia rebaudiana Bert. [157]; Gaillardia pulchella
Foug cv. ‘Torch Yellow’ [158].

Mot s6 nghién ctru chi ra rang cdc hat nano tac dong dén sy cam g mo seo,
tao ré va chdi. Khi bo sung AgNPs vao trong mdi truong MS nudi cay dot than
Tecomella undulata, cho thiy c6 sy gia ting dang ké ty 1¢ mau cam ng phat sinh mo

seo, chdi, s6 lwong chdi, ty 1 chdi va chiéu dai chdi [159]. Két qua tuong tu cling
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dugc cong bd trén dbi twong dau tdy. 6 Manh Cudng va cong su (2018) bd sung
AgNPs truc tiép vao moi trudng nudi cdy mau 14 ex vitro 1am ting kha ning cam (mg
md seo va tdi sinh chéi. Két qua cho thiy, AgNPs c6 tac dong tich cuc trong tat ca
cac giai doan sinh trudng ctia mau bao gém tao md seo, tii sinh chdi va phat trién
thanh cay con [160].

Ngoai ra, AgNPs ciing 6 vai trd kim hiam sy gia héa va ting ty 1é sdng s6t cia
mau thong qua viéc diéu hoa biéu hién cta gen TuACS - gen tong hop ACC (tién chat
cudi trong con duong tong hop ethylene). Pong thoi, cic hat nano ciing tic dong dén
sy cam ung mo seo, nhan nhanh Chéi, phat sinh ph6i soma va hinh thanh ré b'flng cach
thay d6i hoat dong ctia cdc enzyme chdng oxy héa, biéu hién cta gen va can trd qué
trinh tong hop ethylene. AgNPs ciing gitp han ché qud trinh sinh tong hop khi
ethylene bang cdch tic ché enzyme l-aminocyclo-propane carboxylic acid (enzyme
ACC) hoat dong. Piéu nay gitp kiém sodt hién tuong thuy tinh thé trong nhan gidng

cam chudng, dong tién va hoa hong [161].

Mot s6 nghién ctru cling duge tién hanh dé danh gia kha nang gay doc doi voi
thuc vat khi sit dung cdc nano kim loai, dac biét khi sir dung & nong do cao. Cac hat
nano dugc c6 thé tao ra cac tic dong trai ngugc vé kha nang phat sinh co quan, sinh

trudng chodi, ndy mam cua hat, song s6t cua mau cay va sinh trudng cua ciy con [162].

Tir cdc két qua cong bd trén cho thiy, cdc nghién ciru can dugce tién hanh nham
tim ra néng dd nano phu hop cho tung ddi tuong thyc vat, cai thién sy sinh trudng

ma khong gay hai cho thuc vat cling nhu moi truong.
Nhéan xét chung:

Qua tim hiéu cdc cong trinh nghién ctru trén thé gidi cling nhu trong nudc vé

céc van dé lién quan c6 the rit ra mgt s6 nhan xét sau:

D3 c6 cac nghién ctru vé cam Gng phat sinh phdi soma ciing nhu nhan nhanh
phoi soma trong cac moi trudng, diéu kién va phwong thirc nudi cdy khac nhau; Khir
tring mau cdy 1a budc can thiét khai dau qua trinh nudi cay mo, viée xac dinh duoc
loai va ndng do chat khir tring 13 quan trong nham thu dugc mau khong nhiém nhung
van con kha nang tai sinh. Ngoai ra, tiy timg ddi tugng thuc vat, yéu cau cic yéu to
cam ung phat sinh hinh thai, dac bi¢t 14 qué trinh phat sinh phdi soma la khéac nhau.
Do d6, can c6 nhitng nghién ciru cu thé vé viée tim ra ndng do chat khir tring t6t nhat
tao nguon mau ban dau trong diéu kién in vitro; Loai ciing nhu nong d6 céc chat kich

thich cam @ng phiét sinh phdi soma; Phét sinh va nhan nhanh phdi soma thir cap véi
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muc ti€u gia tdng hé s6 nhan; Téi sinh cay hoan chinh ¢é nguén gdc tir phoi soma cho

tung dbi tuong thuc vat.

Déi voi sam Lang Bian, day 1a mot ddi twong méi, chwa c6 nhitng nghién ctru
vé sy phat sinh, tang sinh va phat trién phdi soma dugc thue hién. Chinh vi 1y do do,
nghi€n ctru qud trinh phat sinh ph6i soma sam Lang Bian (Panax vietnamensis var.
langbianensis) nham hiéu rd va kiém sodt mot cach hiéu qua qud trinh nudi ciy phoi

soma, gép phan tao ra nguon giong phuc vu cho cong tac bao ton can dugc thuc hién.
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CHUONG 2. VAT LIEU, NOI DUNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CU'U
2.1. Vit liéu nghién ciru
2.1.1. Vit liéu thuc vit

Mau than ré (dudng kinh 1,5 cm) cta cdy sdm Lang Bian 10 nim tudi duoc
thu thép tir viing ndi Langbiang (LAm Déng, Viét Nam) voi chiéu dai than r& khoang

9 cm, khong sau bénh dugc sir dung lam nguén vat liéu nghién ctru.
2.1.2. Thiét bi, dung cu va héa chit
2.1.2.1. Thiét bi, dung cu

Cic thiét bi va dung cu duoc sir dung trong nghién ctru bao gom: Can k¥ thuat
(1500 g, sai s6 0,01g, TE1502S Sartorius — Ptc), cin phan tich (200 g, sai s6 0,0001 g,
CP 224S Sartorius — Pirc), ndi hip khtr tring (Hirayama HV- 100 — Nhat Ban), ti cy
vo triing, tu sdy (256 L, 300°C, UF260 Memmert — Pirc, may do pH (Hanna-HI-2550
— M%), kinh hién vi truyén sudt (CX23, Olympus — Nhat Ban), kinh lap soi ndi (SZX7,
Olympus — Nhat Ban), may sic ky long siéu hiéu niang Ultimate 3000 UHPLC-UV
(Thermo Science, M¥) , may HPLC voi cac thong sd bao gom cot Supelco RP C18
(250 x 4,6 mm; I.D. 5 mm), st dung dau do SPD-M20A-PDA (Shimadzu).

Céc dung cu dugc st dung: Binh nubi céy 250 mL, binh tam gidc 250 mL, dia
petri, dao cdy, kep cdy. Cédc dung cu trudc khi str dung dugc hip khir tring trong

autoclave & nhiét 6 121°C, dp suét latm trong thoi gian 30 phiut.
2.1.2.2. Héa chdt

Cic chat khoang da luong, vi luong, vitamin va sucrose dugc mua tir hing
Duchefa Biochemie, Ha Lan; cdc PGRs ding trong thi nghiém bao gom 2,4-D, NAA,
IBA, BA, Kinetin, TDZ dugc cung cép tor hang Merck KGaA, Darmstadt, Ptc.

Glutamine dang bot (PO tinh khiét > 99%, Sigma-Aldrich, Hoa Ky),
spermidine dang dung dich (D6 tinh khiét > 95%, Sigma-Aldrich, Hoa Ky) duoc diéu
chinh dén néng ¢6 mong mudn bang nudc cat vo tring va bd sung vao mdi truong
nudi cay di duoc hap tiét tring qua mang loc khir triing (0,45 um, Sigma-Aldrich,
USA).

Proline dang bot (P9 tinh khiét > 99%, Sigma-Aldrich, Hoa Ky) duoc diéu
chinh dén néng ¢6 mong mudn bang nudc cat vo tring va bd sung vao moi truong

nudi ciy trudc khi hap tiét tring.
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Dung dich AgNPs dugc cung cp boi Vién Cong nghé Moéi truong, VAST voi
tiéu chudn nhu sau: kich thuée trung binh cua céc hat nano < 20 nm dugc lam theo
ty 1¢: 700 - 1000 ppm AgNOs3, 250 - 300 ppm B — chitosan, 200 ppm NaBHy, ty 1€
mol NaBH4/AgNOs = 1/4, tbc do nhé giot NaBH, tir 10 - 12 giot/phit [163].

2.2. N¢i dung nghién ciru
2.2.1. Nji dung 1: Tao nguén mau in vitro

Nghién ctru anh hudng ctia AgNPs trong khir tring bé mit mau than ré va sinh

trudng tiép theo.

Nghién ctru anh hudng ctia BA hoic kinetin dén sy nhan nhanh chdi sim Lang

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

Nghién ctru anh huong cua 2,4-D, NAA hoac IBA dén sy phét sinh pho6i soma
S0 cAp in vitro tit cdc mau ciy 16p mong L-tTCL va P-ITCL

Nghién ctru anh huéng cia proline, glutamine hodc spermidine dén sy phat
sinh phoi soma so cip tir cic mau ciy 16p mong L-tTCL va P-ITCL

Nghién ctru su bién dong ham luwong hormone ndi sinh trong qud trinh phét
sinh phoi soma so cip tir cdc mau ciy 16p moéng L-tTCL va P-ITCL

2.2.3. Ngi dung 3: Phdt sinh phéi soma thir cip

Nghién ctru anh hudng ctia méi trudng khoang dén sy phét sinh phoi soma thir

cap

Nghién ctru anh hudng cta ham luong dudng dén su phat sinh phdi soma thir
cap

Nghién ctru anh hudng ctia ham lwong nudc dira dén su phét sinh phdi soma
thir cip

2.2.4. Noi dung 4: Tao cdy sém tiv phéi soma thir cdp va xdc dinh ham lwong
saponin tich liiy trong cdy sam Lang Bian in vitro

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

Nghién ciru su sinh truéng tiép theo clia phdi soma sam Lang Bian trong mdi
truong c6 AgNPs
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2.3. Phuwong phap nghién ciru
2.3.1. Phwong phdp bé tri thi nghiém
2.3.1.1. Ngi dung 1: Tao nguén mau in vitro

Thi nghigm 1: Nghién ctru anh hudng cua AgNPs trong khir tring bé mit miu than

ré va sinh trudng tiép theo

Vat liéu 12 mau than ré (duong kinh 1,5 cm) cua cdy sam Lang Bian 10 nim
tudi duoc thu thap tir viing ndi Langbiang (LAm Pong, Viét Nam) véi chiéu dai than
ré khoang 9 cm, khong biéu hién sau bénh duoc st dung lam nguén vét liéu ban dau

cho nghién cuu.

Mau than ré duoc rira dudi voi nudc chay 15 phiit; rira tiép 3 14n bang nudc
cit vo tring. Sau d6, mau than ré duoc khir tring bang AgNPs ¢ cdc ndng d6 (0,075;
0,10; 0,125; 0,15 va 0,20%) c6 thém 1 - 2 giot Tween-80 trong 30 phut. Sau do, mau
duogc rira bang nude cat vo tring 3 - 4 1an, nhitng phan di bi ton thuong do chét khtr

trung dugc loai bo.

Tiép theo d6, miu cay duoc cat thanh nhitng mau nho kich thude khoang 0,5
cm X 0,5 cm; do day 0,1 cm va céy trén moi truong MS bd sung 1,0 mg/L 2,4-D; 0,2
mg/L TDZ, 30 g/L sucrose, 8,0 g/LL agar [34].

MS + 1 mg/L 2.4-D +

0.2 mg/L TDZ +
30g/L sucrose+ 8 g/L agar
0.5cm
. M. <+“—> 8 b »
")' v AO uan
Vol S
. O LAY
(e — — e —
N 4 : 3
= 3 i B2 MO seo
Than re sam Lang Bian Khwr tring be mat
10 nam tudi AgNPs (0.075: 0.10; 0.125; 0,15, 0,2%) SH+ 2 me/L BA +
Théi gian: 30 phit 12 tuan [ 50 g/L sucrose +
8 g/L agar
25 2
P—
£ | S
= 4 b >
SH + 30g/L sucrose+ Cum choi

8 g/L agar + BA/Kinetin
(0: 0.5; 1.0: 1.5: 2,0 mg/L)

Hinh 2.1. So do thi nghiém nghién ctru tac dong ctia AgNPs trong khir tring bé miit

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

Chi tiéu theo doi: Ty 16 mau nhiém, ty 1& miu bj hoai tir, ty 16 mau sdng s6t va
cam tmg md seo dugc ghi nhén sau 2 va 8 tudn nudi ciy, trong khi do, ty 1& mau tao
chdi va s chdi hinh thanh, hinh thdi mé seo va chdi phat sinh dugc ghi nhén sau 12
tudn nudi cay.

-Ty 1é mdu nhiém:

Ty 18 nhidm (%) = S2maUnhem 00

Téng sé miu
-Ty l¢ mdu hoai tu:

S6 miu khéng nhiém, hoai ti

x 100

Ty 1& mau hoai tir (%) =

T6ng s6 mau
-Ty l¢ mdu song sot, tao mo seo:

S6 mau séng sét, tao mo seo

Ty 1 mau sbng sét, tao md seo (%) = x 100

T6ng s6 mau
-Ty lé mdu tao choi:

S6 mau tao choi

Ty 1& miu tao chdi (%) = x 100

Téng s6 mau

- §6 lwong choi (chdi/mau): Quan sat va dém so chdi trén mau cay.
Thi nghigm 2. Nghién ctru anh huong ciia BA hodc kinetin dén sy nhan nhanh choi
in vitro

Céc choi sim Lang Bian in vitro (kich thudc khoang 1 cm) dugc ciy trong moi
truong SH c6 bo sung BA (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/L) hodc kinetin (0; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0 mg/L), 30 g/L sucrose, 8,0 g/L. agar. pH cua mdi trudng nudi céy duoc diéu chinh
5,7 - 5,8. Mbi truong duoc dung trong binh thily tinh ¢ thé tich 250 ml, mdi binh
thily tinh chira 30 mL méi truong va dugc hap khir tring & nhiét do 121°C, 1 atm
trong 30 phut (Hinh 2.1).

Chi tiéu theo doi bao gém s6 chdi (chdi/mau), chiéu cao chdi (cm), khéi lugng
tuoi (mg) ctia miu cay dugc ghi nhan sau 12 tuan nudi cay.

- §6 lwong choi (chdi/mau): Quan sat va dém so chdi trén mau cay.

- Chiéu cao choi (cm): Bo chiéu cao cua choi bang thudc c6 vach chia mm.



53

- Khoi luwong twoi cua choi ( mg): Mau chdi sau khi duoc xac dinh sd choi va
chiéu cao chdi thi xac dinh khéi luong twoi bang can phan tich v6i d chia nhod nhat
0,0001 g.

2.3.1.2. Noi dung 2: Phét sinh phéi soma so cdp théng qua nudi cdy TCL

Thi nghiém 3: Nghién ctru anh huéng cua 2,4-D, NAA hoidc IBA dén sy phit sinh
phéi soma so cép tir cdc mau L-tTCL hodc P-ITCL

Cic mAu cay 14, cudng 14 ctia cAy sim Lang Bian in vitro 12 tuln tudi nudi cay
trong moi trudng MS c6 b sung 30 g/L sucrose, 8,0 g/L agar va BA hoic kinetin (két
qua t6t nhat thu duoc tir thi nghi¢ém 2) str dung lam nguén mau cho cdc thi nghi¢m

phat sinh phoi soma so cap.
Chuan bj mau cdy 16p moéng L-tTCL hoidc P-ITCL

+ MAu L-tTCL: Mau 14 dugc thu nhan tir chdi sim Lang Bian in vitro 12 tuan
tudi c6 ngudn gdc tir mau than ré. Mdi chdi sim Lang Bian gdm ¢6 5 mau 14 (5 mm
x 10 mm: rong x dai) MAu 14 (L) duoc cit 16p mong theo chiéu ngang thanh 10 mau
L-tTCL (kich thudc: 1 mm x 5 mm) (Hinh 2.2).

+ Mau P-ITCL: Mau cuéng 14 dugc thu nhén tr chdi sAm Lang Bian in vitro
12 tudn tudi c6 ngudn gbe tir mau than ré. Mdi chdi sam Lang Bian ¢6 mot cudng 14
(1 mm x 30 mm: day x dai). Mau cudng 14 duwoc cit thanh 3 mau (kich thuéc 1 mm
x 10 mm); sau d6, mdi mau cudng 14 (P) dugc cit 16p mong theo chiéu doc (P-1TCL)
thanh 2 mau (kich thudc P-ITCL: 0,5 mm x 10 mm) (Hinh 2.2).

Céc mau L-tTCL hoic P-ITCL duoc cay trong méi trudng MS bd sung 30 g/L
sucrose va 8,0 g/L. agar va 2,4-D (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/L) hoac NAA hoac IBA (1,0;
3,0; 5,0; 7,0; 9,0 mg/L). Déi chimg 1a méi trudng MS khéng bd sung auxin. Cdc mau
L-tTCL hodc P-ITCL dugc dit trén bé mit ciia moi truong sao cho mat cat tiép xuc
v moi trudng.

Chi tiéu theo ddi bao gom ty 1¢ mau phat sinh phdi soma so cap (%) va sd phoi
soma tao thanh (ph6i/m§1u), hé sb hiéu chinh tang truong (GCF), ty 1€ mau cam ung
md seo (%), ty 1& mau tao ré bat dinh (%) va sb ré bat dinh (ré/mau) dugc thu nhan
tiy theo dang phét sinh hinh thai tir mau L-tTCL hoic P-ITCL sau 12 tun nudi cay.

-Tyle mau tao phéi soma:

S6 mau tao phoi soma

x 100

Ty 1& mau tao phoi soma (%) = PR
Tong s6 mau
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- 86 phéi soma trén madu (phoi/mdu): Dém sb lugng phodi soma hinh thanh trén
tirng mau cdy dudi kinh 1dp soi ndi

- Hé s6 hiéu chinh tang truéng (GCF) ciia mau cay ld (L-tTCL) va cuéng ld
(P-ITCL) va choi

+ H¢ ) hi¢u chinh tang truéng (GCF) cua mau céy L-tTCL hoac P-ITCL
duogc xac dinh dua trén “Ty 16 mau phat sinh phoi soma”, “Sé lugng phoi soma hinh
thanh trén mdi miu” va “Hé s6 miu” theo coéng thic cua Teixeira da Silva va
Dobranszki [141]:

GCF'r.srcrs parer, = Nup X (R%r-ircrp-ircr X SENL-ircrp-irer)/100

Trong do:

R% rrcpircr: Ty 16 mau phat sinh phoi soma so cdp ctia mau cdy L-tTCL

hoac P-ITCL;

SEN . crparcr: SO lugng phodi soma hinh thanh tir mau cdy L-tTCL hodc P-
ITCL;

N: Hé s6 mau L-tTCL (Nprcr) 14 10 tuong tng véi s6 lwong mau L-tTCL thu
duoc tir mot mau 14 hodc P-ITCL (Np.rcr) 12 6 twong Gng véi $6 lugng mau P-ITCL
thu duoc tir mot mau cuéng 1a.

+ Hé s6 hiéu chinh ting trudng cia miu cdy chdi (GCFensi) bao gdm mau L-
tTCL va P-ITCL dugc xac dinh dua trén tong hé s6 hiéu chinh ting trudng cia miu
GCEF L.rcr va GCF p.rct.

Trong d6, tong s6 mau TCL trén mdi chdi duoc tinh theo cong thirc:

Tmiu = Nia X NL - trcL + Neudng1a X Np - 1TCL

=5x10+1x6=56

Tmiu 12 téng s6 mau trén mdi choi; Nig: SH luong 14 trén mdi chdi; N rer: sO
luong mau L-TCL; Neuéng 15 sO lrong mau cudng 14 trén mdi chdi; Np - irer: SO luong
mau P-ITCL.

-Tyle mau tao ré bat dinh:

S6 mau tao ré

Ty 1¢ miu tao ré bat dinh (%) = x 100

Téng s6 miu

- 86 ré bat dinh (ré/mau): Dém sb lugng ré hinh thanh trén tirng miu ciy
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Thi nghiém 4: Nghién ciru anh hudng cua proline, glutamine hoic spermidine dén

su phat sinh phéi soma so cép tir cac mau L-tTCL hoic P-ITCL

Céc miu L-tTCL hodc P-ITCL dugc cét tuong tu thi nghiém 3. Sau do, céac
mAu LtTCL hoic P-ITCL duogc nudi cdy trén moi trudng MS b sung auxin & ndng
d6 thich hop nhét ghi nhan dugc tr thi nghiém 3 két hogp vaéi proline (100; 200; 300;
400 mg/L) hoac glutamine (146; 438; 730; 1022 mg/L) hoac spermidine (1,5; 7,5; 15
va 30 mg/L), 30 g/L sucrose, 8,0 g/L agar (Hinh 2.2), pH ctia mdi trudng nudi ciy
dugc diéu chinh trong khoang 5,7 dén 5,8. Sau d6, cac mau duoc duy tri ¢ nhiét do
22 + 2°C trong tdi v6i d6 4m trung binh 55 - 60%.

Chi tiéu theo ddi bao gdm ty 16 mau phat sinh phoi soma so cap (%) va sé phoi
soma tao thanh (phﬁi/mﬁu), hé sb hiéu chinh tang trudng (GCF) dugc thu nhan tuong
tir thi nghiém 3, hoat tinh enzyme chéng oxy héa (SOD, CAT va APX) duoc thu nhin
sau 12 tuan nudi céy; ham lugng hormone ndi sinh (ZEA, kinetin, 2iP, mT, TAA,
GAs, ABA, SA va MEL) duoc thu nhan ¢ cac giai doan khic nhau cua qua trinh phét
sinh va phat trién phoi soma (Mau 14 L-tTCL, mau cudng 14 P-ITCL, mau 14 L-tTCL
trong giai doan cam tng, mau cudng 14 P-ITCL trong giai doan cam wng, md seo ¢6
kha ning phét sinh phoi soma, phoi soma hinh cau, ph6i soma c6 14 mam).
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Hinh 2.2. So d6 thi nghiém anh hudng cua auxin/proline/glutamine hodc spermidine

dén su phat sinh phoi soma so cép tir cac miu L-tTCL hodc P-ITCL
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- Xdc dinh hoat tinh enzyme chong oxy héa bang phwong phdp quang pho tir
ngoai kha kién (UV-vis)

Dé chiét xuit cac enzyme (SOD, CAT va APX), 0,3 g phoi soma duogc 1am
lanh trong nito 1ong va nghién thanh bot, tiép d6 duoc dong nhit bang tin xa siéu Am
trong 2 mL dung dich dém 0,1 M phosphate (pH 7,4) va 0,1 mM EDTA. Sau do,
chung dugc ly tim lanh & toe do tbe dd 15.000 vong/phit trong 20 phiit & 4°C. Bé do

hoat tinh ctia cdc enzyme chdng oxy héa, cdc dich ndi dwge thu thap va giir lanh.

Quy trinh sir dung dé danh gia hoat tinh cia SOD cu thé nhu sau: Pyrogallol
duogc tao ra trong méi trudng kiém théng qua qud trinh oxy héa véi su c6 mit cia
oxy khong khi, san pham tao thanh c6 budc séng hap thu cuc dai 1a 320 nm. SOD
trong mau xuc téc su phan hay cdc gdc peroxide (-O-O-), ngan chin qua trinh tw oxy
héa ctia pyrogallol. Hoat tinh superoxide dismutase trong miu duoc thé hién bang ty
18 trc ché. Su thay doi do hép thu ¢ budc song 320 nm dugc st dung dé tinh toan don
vi hoat tinh cua enzyme (U), twong duong voi su tc ché 50% qud trinh ty oxy héa
cua pyrogallol. Hoat tinh enzyme dugc tinh theo cong thic: Pon vi enzyme (U/g

protein) = (% bi tc ché/50) ty 1é pha lodng.

Hoat tinh CAT ctia mau thir nghiém dugc danh gia bang cach cho phan tng
trong 2 phiit véi 100 uL H202 ¢ ndng d6 65 mM trude khi H2O» du duoc tron véi 100
uL amoni molybdat [(NH4)6Mo07024], tao ra phirc mau vang nhat on dinh nhét hép thu
O budc song 405 nm. Mot don vi catalase hoat tinh (U/g protein) twong duong véi 1

mol H>O; thuy phén trong 1 phuit.

bo hép thu ascorbate cuc dai (6 bude séng 290 nm) trong thoi gian 3 phit véi
sy ¢6 mat cua 0,5 mM H20: duogc str dung dé tinh toan don vi hoat 36 APX (U). Gia
tri hp thu 2.8 mM/cm duoc str dung dé tinh todn truc tiép luong ascorbate bi oxy
héa. Khi thir nghiém, mot don vi hoat tinh enzyme (U/g protein) can thiét dé oxy hoéa

I um ascorbate trong 1 phuit.

- Pinh lwong hormone ndi sinh bang sdc ky long siéu hiéu nang (Ultra high

performance liquid chromatography - UHPLC-UV)
Dung dich Bieleski - CHCl;:MeOH:HCOOH:H>O (25:60:5:10, v/v/v/v) dugc

dung dé nghién cdc miu 14 tuoi, cudng 14 va phoi soma (mau cam tng, md seo c6 kha
nang phat sinh phoi soma, phdi soma dang hinh cau va phdi soma dang 14 mam) duoc
hinh thanh khi céy mau trong moi truong MS cé bo sung 1 mg/L 2,4-D, 1,5 mg/L
Spd, 30 g/L sucrose, 8,0 g/L agar véi ty 18 0,1 g mau trén 1 mL dung dich. Sau khi
duogc chiét xuat lai trong 4 mL methanol 80% trong 1 gid & 4°C, phan can dugc ly
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tam mot 1an nita. Dich ndi dugc dua vao cot Sep-Pak C18 sau khi duogc diéu chinh
vo1 1 mL methanol & néng do 100% va 80% (Pha tir methanol 100% v&i nudc cét).
500 uL methanol & néng do 80% duoc su dung dé rira cot. Dung mdi duogc loai bd
khoi dich chiét nguyén chét bang cdch 1am kho trong mdy hit chian khéng & 50°C, va
sau d6 duoc hoan nguyén trong 1 - 2 mL nuée ¢ dd pH 1a 2 (duoc diéu chinh bang
acid formic). Sau d6, dung dich dugc bom vao hé théng UHPLC qua mang loc 0,45
um. Cac hormone AUX (IAA), MEL, CKs (KIN, 2iP, va ZEA), mT, GA (GA3),
ABA, SA duoc phan tich bang hé thong Thermo-Ultimate 3000 UHPLC (Thermo
Science, USA) str dung cdt BDS Hypersil C18 (c6 duong kinh 25 mm X 4,6 mm)
kich thuéc hat 0,5 mm va dugc két ndi véi dau do UV diéu chinh & budce séng 280
nm. Cu thé, acetonitrile (A) va nuoc Milli-Q dugc acid héa bé“tng acid formic 0,5%
dugc st dung l1am h¢ dung mdi nhi phan. Vi¢c phan tich dugc thuc hién béng cach
st dung cac gradient phan doan tir 0 - 10 phit A tir 100% dén 75%, 11 - 17 phit A tir
75% dén 50% va cudi ciing 12 18 - 25 phit A tir 50% dén 75% véi tdc do dong chay
la 0,7 mL/phut. N@)ng dd hormone dugc xac dinh dya trén cac duong chuin, cdc
duong chuan dugc xay dung dua trén ty 1¢ gitta dién tich peak sic ky ctia mdi phan
tich dung dich chuén véi dién tich cua chat chun ndi tuong ung [83]. Cac chit chuin
tuong ung dugc mua tir Sigma-Aldrich, Hoa Ky. Ham lugng AUX (IAA), MEL, CKs
(KIN, 2iP va ZEA), mT, GAs, ABA, SA (ug/g khéi luong tuoi); ty 16 IAA va
MEL/CKs, ABA/GAs;, ABA/CKs, ABA/MEL, IAA va MEL/ABA va IAA va
MEL/GA;j dugc ghi nhan.

2.3.1.3. Noi dung 3: Phat sinh phdi soma thir cp
Thi nghiém 5: Nghién ctru anh huéng clia moi trudng khoang dén sy phét sinh phoi

soma thtr cap

Céc phodi soma dang hinh thity 16i dugc tich ra tir cum phdi soma nudi cay
trong mdi truong truong MS bd sung 30 g/L sucrose va 8,0 g/L agar, 2,4-D hoic
NAA hoic IBA (két qua tét nhat thu dugc tir thi nghiém 3) va proline hodc glutamine
hoic spermidine (két qua tét nhat thu dugc tir thi nghiém 4) str dung 1am ngudn miu

cho céc thi nghiém phit sinh phoi soma thir cap.

Cic cum phéi duoc chuyén vao dia petri vo trung c6 dan thudc chia vach dén mm
bén dudi va dat dudi kinh ldp soi ndi. Cdc phoi dang thuy 16i dugc quan sat, tach dudi
kinh ldp soi ndi, sau d6 dugc ciy chuyén sang mdi truong thi nghiém. Céc thao tic

duogc thyc hién trong tu céy vO trung.

Cic phoi soma ¢ dang thity 16i (chiéu cao khoang 1,5 mm) dugc thu nhan va

nudi cdy trén cic mdi trudng khodng khéc nhau SH [164]; MS; Y2 MS (Ham luong
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khoang da lwong giam di mot nira); WPM [165] va Gamborg B5 [166] bd sung 1,0
mg/L 2,4-D, 30 g/L sucrose va 8,0 g/LL agar (Hinh 2.3).

e —— —

/

——
" .. - - SH/MS/1/2MS/WPM/B5 + 1,0 mg/L 2,4-D

Cum phdi soma Phoi thuy 161 + 30g/L sucrose+ 8 g/L agar
e
o — —
g
Phéi thir cAp Mai trudng khoang + auxin + M@i trirding khoang +
sucrose+ 8 g/L agar + 0; 10; 20; 30; 40; 50 g/L sucrose
0; 5; 10; 15; 20; 30% nudc dira auxin + 8 g/L agar

Hinh 2.3. So d6 thi nghiém phat sinh ph6i soma thir cap

Chi tiéu theo ddi bao gom: S phdi soma thir cap tao thanh (phdi/mau), khoi

luong tuoi (mg), khoi luong kho (mg) duge ghi nhan sau 12 tuan nudi cay.

- S6 phoi soma thir cd'p trén mau (Phoi/mau): Dém sb lugng phdi soma hinh

thanh trén tirg méu cy dudi kinh lip soi noi

- Khoi lwong twoi ciia phdi soma (mg): Mau cum phoi soma sau khi duoc xdc
dinh s6 phéi soma hinh thanh thi duoc stir dung dé xac dinh khoi luong tuoi béng can
phan tich v6i d6 chia nhé nhat 0,0001 g.

- Khéi leong kho ciia phéi soma (mg): Mau cum phoi soma sau khi xac dinh
khéi lwong tuoi duoc say ¢ nhiét ¢ 70°C dén khéi lugng khong ddi, xac dinh khoi

luong kho bang can phan tich v6i do chia nho nhat 0,0001 g.

Thi nghiém 6: Nghién ctru anh huong ciia ham luong duong dén sy phat sinh phdi

soma thur cap

Céac phdi soma ¢ dang thuy 161 (Chiéu cao khoang 1,5 mm) duoc thu nhéan
tuong tu phuong phap ¢ thi nghiém 5. Sau d6, phéi duoc nudi cdy trén cac moi trudng
khodng tot nhat thu dugc tir thi nghiém 5 ¢6 bo sung bd sung 1,0 mg/L 2,4-D, 8,0 g/L
agar va duong sucrose ¢ cdc ham lugng khac nhau (0; 10; 20; 30; 40; 50 g/L) (Hinh
2.3).
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Chi tiéu theo ddi bao gdm: S6 phdi soma thtr cip tao thanh (phdi/mau), khéi
lwong tuoi (mg), khéi luong khd (mg) twong tu thi nghiém 5, ty 16 phoi & cic giai
doan phat trién khéc nhau (%) duoc ghi nhan sau 12 tudn nudi céy.

- Ty 1é phéi soma hinh cau:

S8 phoi soma hinh ciu

x 100

Ty 1¢ phdi soma hinh cau (%) =

Téng s6 phoi soma & cac giai doan khac nhau
- Ty l¢ phoi soma hinh tim:

S6 phoi soma hinh tim

x 100

Ty 1€ phoi soma hinh tim (%) =

Toéng s6 phoi soma & cc giai doan kKhac nhau
- Ty l¢ phoi soma hinh thuy loi:

S6 phéi soma hinh thuy 16i

x 100

Ty 1€ phoi soma hinh thuy 161 (%) =

Téng s6 phoi soma & cac giai doan khac nhau
- Ty lé phoi soma co la mam:

S6 phoi soma c6 14 mam

x 100

Ty 1¢ pho6i soma ¢6 1a mam (%) = ————— ——— -
: Tong s6 phoi soma & cac giai doan khac nhau

Thi nghiém 7: Nghién cru anh hudng ctia ham luong nudce dira dén su phdt sinh phéi

soma thur cap

C4c phoi soma ¢ dang thuy 161 (chiéu cao khoang 1,5 mm) dugc thu nhan dugc
thu nhan twong tu phuong phap & thi nghiém 5 va nudi ciy trén cac mdi trudng
khodng t6t nhat thu dwogc tir thi nghiém 5, dudng sucrose ¢ ham luong tot nhat thu
duogc tir thi nghiém 6, bo sung 1,0 mg/L 2,4-D, 8,0 g/L agar, va ham luong nudc dira
khac nhau (0; 5; 10; 15; 20; 30 %) (Hinh 2.3). Nudc dura st dung cho thi nghiém duoc

thu tir trdi dira non khoang 7-8 thang tudi, giéng dira xiém (Cocos nucifera).

Chi tiéu theo ddi bao gdm: S6 phdi soma thtr cip tao thanh (phdi/mau), khéi
luong tuoi (mg), khéi luong kho (mg), ty 16 phédi & cac giai doan phat trién khac nhau

(%) dugc ghi nhan sau 12 tudn nudi céy tuong tu thi nghiém 6.

2.3.1.4. Néi dung 4: Tao cdy sam tir phdi soma thir cdp va xdc dinh ham lwong

saponin tich lity trong cdy sam Lang Bian in vitro

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

Iy trong cdy sam Lang Bian in vitro

Cic phdi soma dang 14 mam duoc téch ra tir cdc cum phoi soma nudi cdy trong
moi trudng khodng, bd sung ham lwong dudng, ham luong nudce dira thich hop nhét
tr thi nghiém 5, 6 va 7 va 1,0 mg/L 2,4-D, 8,0 g/L agar sir dung lam nguén mau cho

céc thi nghiém tao cay hoan chinh in vitro.
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Cac cum phoi duoc chuyén vao dia petri vo tring c6 dan thude chia vach dén
mm bén dudi va dit dudi kinh 1dp soi ndi. Phoi soma thir cdp ¢ giai doan c6 14 mam
(chiéu cao 1,5 mm) dugc quan sat, tich dudi kinh ldp soi noi, sau d6 dugc cy chuyén
sang moi trudng thi nghiém. Céc chdi bat dinh (chiéu cao 1,5 cm) dugc quan sit va
tach tir cdc cum choi. Sau d6, cac phdi soma va chdi duoc nudi cdy trong méi trudng
SH bd sung 0,5 mg/L BA, 0,5 mg/L NAA, 30 g/L sucrose, 1,0 g/L than hoat tinh va
8,0 g/L agar [10, 37] d nghién ctru su sinh tredng va tao than ré/ré bat dinh. Cic chi
tiéu sinh tredng dugc ghi nhan sau 20 tuan nudi céy (Hinh 2.4).

Chi tiéu theo ddi bao gdm: Ty 1é mAu tao than ré (%), dudng kinh than ré (cm),
chiéu dai than ré (cm), ty 1€ mau tao ré bt dinh (%), s6 ré bat dinh (ré/mau), chiéu
dai ré bat dinh (cm), ham lugng saponin (Rd1, Rd, Rb1) trong than ré va ré bat dinh
ctia ciy sim Lang Bian in vitro sau 20 tudn nudi cdy.

-Tyle mau tao théan ré:

S6 mau tao than ré

x 100

Ty 1& mau tao than ré (%) = ——
Tong s6 mau

- Puong kinh than ré (cm): Pudong kinh ci duoc do ¢ phan giira than 1 bang
thudc chia vach mm

- Chiéu dai than ré (cm): Chiéu dai than ré dugc do bang thude chia vach mm
-Tyle mau tao ré bat dinh:

S6 mau tao ré

Ty 1 mau tao 1& bat dinh (%) = x 100

T6ng s6 mau
- 86 ré bat dinh (ré/mau): Dém sb lugng ré hinh thanh trén ting miu ciy
- Chiéu dai ré bat dinh (¢cm): Chiéu dai ré duogc do béng thudc chia vach mm

- Xac dinh ham lwong mot so saponin trong than ré va ré bat dinh cua cdy sam

Lang Bian in vitro

Phan than ré va ré bat dinh twong g cila ciy con c6 ngudn gbc tir phdi soma
thir cap va chdi bat dinh in vitro 20 tuan tudi duoc sir dung 1am ngudn mau phan tich
ham lugng saponin tich lily. R& bat dinh va than ré& (1g) duoc say khd va nghién thanh
bot. Can 0,5 g bot va chiét siéu Am véi methanol (10 mL methanol x 6 1an). Sau do,
dung dich dugc 1am bay hoi dé thu can. Hda tan can véi 20 mL nude cat va phan
doan voi Ethyl ether va N-butanol. N-butanol dugc c6 dac dé thu dugc cin. Hoa tan
can bang hdn hop acetonitril va nudc (2 : 1, v/v). Dung dich dugc loc qua mang 0,45
um, sau d6 dinh muc chinh xdc 5 mL. Dich lgc dugc bom vao hé théng HPLC dé
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dinh lwong saponin theo phuong phap duong chuin. Thong sé ciia may HPLC: cot
Supelco RP C18 (250 x 4,6 mm; I.D. 5 mm), st dung dau ddo SPD-M20A-PDA
(Shimadzu), thé tich bom 20 pL; tbc d6 dong chay 0,5 mL/phit. Nhiét d6 cot dugc
gilt 6 25 °C [167].

20 tuan

|

SH + 0,5 mg/L BA + 0,5 mg/L NAA+
30g/L sucrose + 1,0 g/L than hoat tinh
+ 8 g/L agar
Hinh 2.4. So d6 thi nghiém tao cAy saim Lang Bian in vitro tir phdi soma thir cap va

xac dinh ham lugng saponin tich 1ty

Thi nghiégm 9. Sy sinh truong tiép theo cua phodi soma saim Lang Bian trong mdi

truong c6 bo sung AgNPs

Phoi1 soma thir cép ¢ dang c6 14 mam (chiéu cao 1,5 cm) duoc thu nhan tuong
tu phuong phéap ¢ thi nghiém 8 va nudi cdy trong mdi trudng SH ¢6 bo sung 0,5 mg/L
BA, 0,5 mg/LL NAA, 30 g/L sucrose, 1,0 g/L than hoat tinh, 8,0 g/L agar [10, 37] va
1,2 mg/L. AgNPs dé nghién ciru kha ning ting truéng va tao than ré. Moi truong
tuong ty nhung khong bo sung AgNPs dugc str dung lam ddi ching. Su sinh truéng

va tao than ré cta cy con dugc ghi nhan sau 20 tuan nudi cay.

Chi ti€u theo doi bao g@)m: Ty 1& mau tao than ré (%), duong kinh than ré (cm),

chiéu dai than ré (cm) duoc ghi nhan tuong ty thi nghiém 8.
2.4. Quan sat hinh thai giai phiu

Céc mau phoi soma & cac giai doan phat trién khdc nhau, dugc cit, nhudém
mau va quan sat trén kinh hién vi quang hoc theo phuong phdp cila Peterson nim
2008 [168]. Phoi soma duoc cat thanh ting 14t méng, ngam trong dung dich Javen
10% trong 15 phiit va rira sach mau bang nudc cét. Tiép theo, miu dugc ngam trong
acid acetic 10% trong 10 phiit va rira sach bang nudc cét 3 1an. Sau d6, nhuém mau
bang dung dich thuéc nhuém gém 2 mau dé carmine va xanh iodine trong 5 phit; rira
lai mau béng nudc cat cho dén khi hét mau thude nhuém. Cudi cung, dat mau 1én lam
kinh nho thém 1 giot nude hodc glycerin va day bang lame. Quan sét, chyup hinh va
ghi nhdn hinh anh duéi kinh hién vi quang hoc Olympus CH30 (Nhat Ban).
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2.5. Piéu kién nudi cay
Cic thi nghiém khtr tring mAu, phat sinh phoi soma so cip, phdt sinh phoi
soma thtr cip va tao ciy sdm Lang Bian in vitro dugc b tri ngiu nhién véi 5 1an lip

lai, 30 mau cho mdi nghiém thirc.

Xac dinh hoat tinh enzyme chdng oxy héa bang phuong phap quang phé tir
ngoai kha kién (UV-vis), dinh luong mat s6 saponin trong than ré va ré bat dinh cua
ciy sam Lang Bian in vitro va dinh lugng ham lwong hormone néi sinh bang UHPLC-

UV dugc thuc hién 3 1an lap lai.

Déi véi cdc mau cdy L-tTCL, P-ITCL, phdi soma: Mau duoc dit trong phong

nuoi cay véi do am 55 — 60 % va trong di€u kién to1 hoan toan.

Déi véi cdc mau ciy chdi: Mau duge dat trong phong nudi véi nhiét do phong
25 +2°C, d6 4m 55 — 60 %, chiéu sdng bang dén huynh quang (40W) kich thudc 1,2
m, dién dp 220 V, quang chu ky 16 gid/ngay, cudng do dnh sang 40 — 45 umol.m™.
st
2.6. Xirly so ligu 7 w ,

- Str dung phan mém Excel 2010 dé€ phan tich va tong hop céc s6 li¢u thd thu
thap duogc tir cac thi nghiém.

- Str dung phan mém phén tich thong ké SPSS 16.0 dé xir 1y cic sd liéu thu
dugc, thyc hién phan tich ANOVA mét yéu to va dp dung kiém dinh Duncan
(Duncan's Multiple Range Test) voi p < 0,05. Ngoai trur thi nghiém 8 va thi nghiém
9 4p dung kiém dinh T-test.

2.7. Pia diém va thoi gian nghién ciru

- Céc thi nghiém khir tring mAu, phét sinh phoi soma so cap, phit sinh phoi
soma thur cép va tao cay sam Lang Bian in vitro dugc thyc hién tai Phong Sinh hoc
phan tir va chon tao gidng cdy trong, Vién Nghién ctru Khoa hoc Tdy Nguyén va
Phong Cong ngh¢ Sinh hoc Thyc vat, Khoa Nong 1am, Truong Pai hoc Pa Lat.

- X4c dinh hoat tinh enzyme chdng oxy héa bang phuong phap quang pho tir
ngoai kha kién (UV-vis): miu duoc goi phan tich tai Trung tim Khoa hoc Céng nghé
Duoc Sai Gon.

- Pinh luong mot sd saponin trong than ré va ré bat dinh clia cAy sam Lang
Bian in vitro va dinh lugng ham lugng hormone ndi sinh béng UHPLC-UV: mau
duogc gbi phan tich tai Vién Cong nghé sinh hoc va Moi truong, Truong Pai hoc Tay
Nguyén.

- Thoi gian thyc hién ludn 4n: Tur thang 10/2019 dén 10/2023.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Noi dung 1: Tao ngudn miu in vitro

3.1.1. Anh hwéng ciia AgNPs trong khir triing bé mdt mdu thén ré va sinh truéng
tiép theo

Két qua ghi nhan cho thiy rang AgNPs c6 hiéu qua trong viéc khir tring bé
mit mau cdy va kich thich sy hinh thanh mé seo sau thoi gian 8 tudn nuéi ciy (Bang
3.1). Khi ndong d6 AgNPs tang tir 0,075% 1én dén 0,200%, ty 16 mau nhiém giam tir
76,00% xuéng con 25,33%, trong khi ty 1€ mau bi hoai tir tang tur 1,34% lén 58,68%
sau 2 tuan nudi cdy. Sau 8 tudn nudi cdy, cac mau duoc xir Iy bé mit bang AgNPs va
nudi cay trén moi truong MS b6 sung 1,0 mg/L 2,4-D; 0,2 mg/L thidiazuron (TDZ),
30 g/L sucrose, 8,0 g/L agar déu thé hién sy cam ng md seo, va ty 1é cam tng md
seo dat cao nhat 1a 49,34% dbi voi mau céy dugc xu 1y bé mit véi 0,150% AgNPs
(Bang 3.1).

Bing 3.1. Anh hudng ctiia AgNPs dén kha ning khir tring bé mit va cam Gmg tao mo

seo ciia mau than ré sam Lang Bian sau 8 tuan nudi cay

> YA X X TSI le m?’lu 2 1A X A 14 \
Ty 1¢ mau nhiém Ty 1€ mau song sot va

N (“)ng do X hoai tir (%) . A
(%) sau 2 tuan \ cam urng tao mo seo (%)
AgNPs (%) o sau 2 tuan . ,
nuoi cay X sau 8 tuan nuéi cay
nuoi cay
0.075 76,00 £7,61°  1,34+1,23° 22,66+ 8,96
0,100 62,67 + 8,96° 2,68 £1,64° 34,68 + 8,69b
0,125 54,67 + 3,00° 6,68 +4,70° 38,66 + 5,60b
0,150 36,00 £5,95 14,68 + 8.69" 49344759
0,200 253345579 58,68 +7,30° 16,00 + 3,70

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

Nhitng cum mé seo cd ngudn gdc tir mau than r& khir tring bé mit véi AgNPs
ciy chuyén sang méi trudng SH c6 bo sung 2 mg/L BA, 30 g/L sucrose, 8,0 g/L agar
déu cho hinh thanh chdi bat dinh sau 12 tuan nudi cay (Hinh 3.1). Trong d6, ndng do
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AgNPs va kha ning tai sinh chdi cia miu cdy c6 mdi twong quan thuan véi nhau.
Tuy nhién, kha ning tai sinh choi va s6 lugng chdi hinh thanh c6 xu huéng giam rd
rét khi ting ndng d6 AgNPs 1én muc cao (0,200%). M seo c6 ngudn goc tir than ré
dugc khu tring trong 0,150% AgNPs cho ty 16 tai sinh chdi cao hon khoang 4 1an so
v6i 0,200% AgNPs thé hién qua ty 1é mau tai sinh chdi (45,33% so vai 12,00%) va
s6 chdi (5,20 chdi so v6i 1,20 chdi trong tng) sau 12 tuan nudi cdy (Hinh 3.1 A va
B). Nhu vay, 0,150 % AgNPs khong nhiing cho hiéu qua khir tring mau cao ma con
c6 tac dung kich thich mau cy tai sinh chdi bat dinh.

60 T+
1 45,33a
> 38,67ab
=40 + 32,00b
=
(5]
=
; 16,00c
«® 20 + 12,000
g
'(i')o
=]
0 1 1 1 1 ]
0,075 0,100 0,125 0,150 0,200
A AgNPs (%)
7 —
5,20a
6 L
5 3,80b
o 4 +
=z 2.20¢ 2,60c
n 3 ’
2 F 1,20d
1 _ -
0
0,075 0,100 0,125 0,150 0,200
B AgNPs (%)

Hinh 3.1. Anh huong cia AgNPs dén su tai sinh chdi (A) va s chdi (B) tir mau ce”iy

than ré saim Lang Bian sau 12 tuan nudi cay
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Cic chat khir tring thong thuong nhu sodium hypochlorite, calcium
hypochlorite va mercury chloride thuong dugc str dung trong giai doan khur tring cac
loai miu cdy khac nhau nhu chdi ngu, 14, dot than, ...; tuy nhién, ching thuong giy
doc, 1am ton thuong va 1am giam hiéu qua t4i sinh ctia mau cdy [169]. Mat khéc, téc
dung khang khuan ctiia AgNPs di dugc biét dén trong nhiéu nam, dic biét 1a trong
linh vuc y té. Trong linh vuc sinh hoc - néng nghiép néi chung va nudi ciy mo, té
bao va co quan thuc vat néi riéng, AgNPs thudng duoc bd sung vao méi trudng nudi
cAy voi muyc tiéu kich thich miu cdy sinh truong, phat trién, khac phuc duoc mot sd
hién twong bat thudng va tich lity hoat chat thir cap [170].

Gan day, AgNPs duoc sir dung nhu 13 tdc nhan khir tring méi trudng nudi cay
in vitro [171], khtr tring mAu cdy cy cdc [171], cAy ddu tdy [152] hay b sung vao
moi trudng nudi cly in vitro nham gia ting kha ning sinh trudng trén ciy ciic, ciy
dau ty, cdy hong mon, sim Ngoc Linh [10, 131, 152]. Ngoai ra, nghién ctru cia Tung
va cong su (2021) ciing da chi ra raing AgNPs c6 hiéu qua trong kich thich tao choi
thu hai dudng trong giai doan khtr tring va cam tng mau cay [172]. Két qua cua
nghién ctru nay cho thiy AgNPs c¢6 hiéu qua trong khir triing bé mat mau ciy than ré

ctia sim Lang Bian va c6 thé dugc st dung thay thé chét khir tring thong thudng.

Nhu vdy, AgNPs c6 hiéu qua rat 16n trong khir tring mau cdy, cung cip ngudn
vat liéu ban dau cho nhitng nghién ctu tiép theo. Khi cic AgNPs dugc giai phéng
ching s& trc ché qu4 trinh van chuyén cdc ion Na* va Ca2* qua mang té bao ngin can
qua trinh trao d6i chét, pha v& mang té bao, oxi héa nguyén sinh chit cua té bao vi
khuan. Pong thoi, AgNPs lam gia ting s lugng céc gdc tu do dan dén giam hoat tinh
clia cdc hop chét chira oxi hoat dong va 1am rdi loan cac qua trinh oxy hoa ciing nhur
phosphoryl héa trong té bao vi khuan. Cubi cling, vd hiéu héa enzyme c6 chtra cic
nhém -SH va —COOH, tir d6, phd v& cin bang 4p suét tham thau hoic tao phirc voi
acid nucleic dan dén 1am thay ddi céu tric DNA cua té bao vi sinh vat, tac dong truc
tiép trén cau traic DNA. Do d6, khi xir Iy AgNPs ¢ ndng do thich hop c6 téc dung tiéu
diét cac ngudn vi sinh vat gay nhiém, tao dugc ngudn mau sach. Két qua nghién ciru
cling cho thay, AgNPs c6 vai trd tich cyc trong khir tring mau cay than ré sim Lang

Bian thé hién qua ty 1& mau nhiém thap va ty 1& mau sach, con kha ning téi sinh cao.

Tuy nhién, nong d6 AgNPs thich hop dé khir tring mau ciy thay ddi tiry thudc
vao ting loai mau ciing nhu thyc vat nudi cay. Khi xir Iy mau ¢ ndng do thap cho ty
1¢ mau nhiém cao hon so véi cic nghiém thirc c6 nong do cao. Nguoc lai, khi xir 1y
mau trong dung dich AgNPs c¢6 nong d6 cao, mic di ty 1¢ mau nhiém gidm nhung lai

anh hudng téi stic song ciia mau. Mau than ré sim Lang Bian xtr Iy khtr tring & nong
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d6 0,150% cho ty 1¢ mau sach, van con kha ning tai sinh dat 49,33%. Trong trudong
hop tiép tuc gia ting ndéng d6 1én dén 0,200% c6 hién twong mau bi chét, khong c6
kha ning tai sinh hinh thanh mé seo, dan dén ty miu téi sinh thap so voi AgNPs &
cdc nong d6 thap hon. Két qua twong tu cling dugc cong bd trén nhiéu dbi tuong thuc
vat khac nhau. Duong Tan Nhut va cong su (2018) cho rﬁng AgNPs c6 hi¢u qua tich
cuc trong viéc khir tring mau cy hoa African violet va c6 thé thay thé céc chét khu
trung thong thuong. Nong d6 AgNPs va thoi gian c¢6 hiéu qua tét nhat dé khir tring
mau cdy 12 0,05% trong 15 phit. Ngoai ra, AgNPs kich thich mau cdy cam tng nhanh,
phit sinh hinh thdi, va khong gy ra bat ky tac dong tiéu cuc nao dén stc séng cia
mau ciy [173]. Pong Huy Gidi va cong sur (2019) cho rang ndng do AgNPs thich hop
nhit dé khtr tring phét hoa lan H6 diép vang 12 0,125% cho ty 1& mau séng, sach bénh
12 72,12% [174]. Két qua twong tu ciing duoc cong bd boi Bui Thi Thanh Phuong va
cong su (2020) trong khir tring mau than ré ciy Trau tién, cic tic gia cho ring sau 6
tudn nudi cay, mau dugc khir tring bang AgNPs & nong do 0,150% trong 40 phit cho
ty 16 mau séng va ty 1& mau séng sach bénh dat cao nhit (trong tng 1a 70,32 va
65,34%). Tuy nhién, khi gia ting ndng do AgNPs dé khir tring mau cdy, mic di ty
1¢ miu nhidm giam xudng dang ké nhung kha nang tai sinh ctia mau bi anh hudng rat
nhiéu [175]. Trong khtr tring mau cy lan ho diép vang bang dung dich AgNPs, Pong
Huy Gi6i va Bui Thi Thu Huong cho ring AgNPs & ndng do 0,150% cho ty 1¢ miu
séng va mau sdng sach thap nhat (twong tng 12 61,11% va 60,13%) [174]. Két qua
tuong tu cling dugc céng bd trong khir tring mau cay Trau tién, AgNPs & ndng do
0,200 mg/L ciing cho hiéu qua khtr tring mAu cAy thap véi ty 16 miu séng va ty 18
mAau song, khong nhiém vi sinh vat dat dugc 1an luot 1a 64,19% va 54,31% [175].
Nhu vdy, AgNPs ¢ nong d6 qua cao dd anh hudng t6i kha ning tai sinh ctia mau nudi
cAy. Nguyén nhén c6 thé 1a do cdc hat AgNPs c6 kich thudc nhé cho nén ching dé
dang tiép xtic va xAm nhap vao bén trong té bao tac dong tich cuc dén su ting truong
clia mau cdy. Tuy nhién, khi nong d6 AgNPs trong té bao qué cao dan dén phenol bi
tring hop dudi xic tic ctia enzyme peroxidase; ngoai ra, chiing con anh huong dén
hoat dong phan bao, 6n dinh DNA, bién d6i protein va DNA ¢ thyc vat [176].

Bén canh tac dong khir triing, AgNPs con c6 hidu qué tic dong kich thich miu
ciy cam tng nhanh va phat sinh hinh théi. Khi c6 su tac dong ctia AgNPs, gene ma
héa cho su téng hgp auxin trong té bao thyc vat sé duoc kich thich 1am gia ting ham
lugng auxin nodi sinh bén trong mau [177]. Trong khi d6, auxin 1a mot trong nhitng
yéu to quan trong trong su cam Ung tao md seo ciing nhu phat sinh hinh thai ctia mau

cay.
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Két qua nghién ctru cho thdy, sau 8 tudn nudi cdy, cdc mau thin r& sim Lang
Bian sdng sot sau giai doan khir triing ¢6 su cam ¢ng hinh thanh mo seo trén bé mit
mAu cdy. M6 seo c¢6 mau vang nhat hinh thanh chi yéu trén bé mit miu va ¢ nhiing
vi trf vét cit. Sau do, trén khoi mo seo xudt hién cac so khai choi va chdi hinh thanh
tir mo seo (Bang 3.1, Hinh 3.1 va 3.2). Két qua twong tu ciing dugc cong bd trong
nghién ctru ciia Dwong Tan Nhut va cong su (2018), khi nghién ctru tic dong AgNPs
trén dbi twong African violet, cdc mau cdy & nghiém thirc st dung AgNPs c6 su hinh

thanh ré to, choi cao va 1o rang hon so véi cdc nghiém thure con lai [173].

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

Tém lai, nghién ctru d ching minh dugc hiéu qua ctia AgNPs dbi véi khir
trung ciing nhu kich thich mau cay cam tng hinh thanh mé seo va phit sinh chdi bat
dinh. Nong d6 AgNPs thich hgp nhat cho khtr triing va tdi sinh miu cay 13 0,150%.

3.1.2. Anh hwong ciia BA hodc kinetin dén sw nhan nhanh chéi sém Lang Bian

Cic chdi tao thanh dugc chuyén sang moi trudng MS c6é bd sung 30 g/L
sucrose, 8,0 g/L agar va BA hoac kinetin ¢ cac néng do khac nhau (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2
mg/L) dé nhan nhanh va tao ngudn vt lidu cho cdc thi nghiém tiép theo. Két qua
nghién ciru cho thay BA va kinetin c6 tac dong rd rét dén sy ting truong cua chdi
sim Lang Bian (Bang 3.2). Trong truong hop khdng bd sung BA hoic kinetin vio
trong moi trudng nudi cdy, su ting trudng cua chdi bi e ché, khong ghi nhan duoc
su xudt hién ctia cdc chdi méi. Mau chdi ban dau chi tao duoc khdi méd seo nhod nhung
khong cé kha nang sinh truong, khdi mé seo bi nau héa (Hinh 3.3A). So v&i moi

treong ddi chimg, thi BA dugc bd sung trong méi tredng nudi cdy cé hiéu qua kich
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thich tao chdi. Sy nhan nhanh chdi dugc nudi cdy trong mdi trudng bd sung BA &
ndng d6 0,5 mg/L c6 sy khéc biét rd rét so véi moi trudng dbi chirg khong c6 bd
sung BA, s6 luong chdi méi tao thanh, chiéu cao chdi trung binh va khéi luong tuoi
tuong tng 12 7,20 chdi, 2,74 cm va 96,86 mg (Bang 3.2). Két qua nay cho thay, khi
c6 sy hién dién cuia BA d3 kich thich sy hinh thanh chdi, kha ning tao chdi ciia miu
cAy tang 1én rd rét. Nong d6 BA tang 1én 1,0 mg/L kich thich sy nhan nhanh chdi sim
Lang Bian tot nhat, cu thé sb lugng chdi méi tao thanh, chiéu cao chdi trung binh va
khéi luong tuoi dat dugc 1an luot 13 12,60 chdi/mau, 5,88 cm va 478,88 mg, chdi sinh
truong tot, xanh khoe (Bang 3.2, Hinh 3.3B). Tuy nhién, khi ting ndong do BA cao
hon 1,0 mg/L thi kha ning nhan nhanh chdi c6 khuynh hudng giam di, BA ¢ nong do
2,0 mg/L cho két qua thép nhét vé kha nang nhan nhanh choi, sb lugng choi duoc tao
thanh chi dat dugc 1,40 chdi/mau, chdi nho, ngan, choi thudng tap trung thanh nhiing
n6t nho dudi gde. Két qua thi nghiém cho thay rang khi BA & ndng d cao hon khong

chi lam giam s6 luwgng choi hinh thanh ma con 1am cham sy tang trudng cua céc choi.

Nhu vay, BA ¢6 anh hudng tich cuyc dén su sinh trudng va kha ning nhan
nhanh chdi sim Lang Bian. Tir két qua thi nghiém cho thdy, méi trudng nudi cdy cé
bd sung BA ¢ nong d6 1,0 mg/L thich hop nhit cho su sinh trudng va nhin nhanh
chdi sim Lang Bian thé hién qua cdc chi tiéu vé s6 lugng, chiéu cao chdi trung binh
va khdi luong tuwoi. Két qua nay cling turong tur voi két qua nghién ciru ciia Than Thi
Minh Phuong (2011) khi khao sét anh huong cia mot sé PGRs va chat hitu co trong
nhan gidng sam Ngoc Linh in vitro, moi trudng MS ¢6 bd sung 1,0 mg/L BA Ia t6t

nhit cho su téi sinh chdi sim Ngoc Linh in vitro sau 60 ngay nudi cay [178].

Tir két qua ¢ Bang 3.2 cho thdy, kinetin ¢6 anh hudng dén kha ning nhin
nhanh chdi ctia sim Lang Bian. Mau dugc nudi trong mdi trudng c¢6 bo sung kinetin
& ndng d6 0,5 mg/L cho s6 luong chdi, chiéu cao chdi trung binh va khéi luong twoi
tuong ung 12 2,0 chdi, 2,32 cm va 55,78 mg, céc choi co kich thude nhé. Tuy nhién,
khi ting néng d6 1,0 mg/L Kinetin thi sy nhan nhanh va sinh truéng ciia chdi sim
Lang Bian ciing ting theo ty 1¢ thuan voi gia ting ndng do thé hién qua sb luong,
chiéu cao chdi trung binh va khéi luong twoi ciia chdi (5,20 chdi; 3,68 cm; 132,90
mg). O néng d6 1,5 mg/L Kinetin thi sy nhan nhanh va sinh trudng cua choi dat gid
tri cao nhat voi sd lugng chdi tao thanh dat dugc 7,00 chdi, chiéu cao chdi trung binh
12 4,70 cm va khdi lugng twoi 204,80 mg. Khi tiép tuc gia ting nong do Kinetin thi
kha ning nhan nhanh chéi c6 khuynh huéng giam xudng. S6 chdi, chiéu cao va khbi

luong tuoi chi con 1,80 chdi, 1,26 cm va 62,06 mg & nong do 2 mg/L.
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Bang 3.2. Su nhan nhanh chéi sim Lang Bian in vitro trong mdi truong cé bod sung

BA hodc kinetin ¢ cadc nong do khac nhau sau 12 tuan nu6i cay

o Nong dd S6 choi Chidu cao chdi  Khdi lwong twoi
Cytokinin o . B
(mg/L) (Chdi/miu) trung binh (cm) (mg/miu)
Dbi chimng 0 0,00 £ 0,00¢ 0,00 = 0,008 0,00 £ 0,00"
0,5 7,20+1,10° 2,74 £0,70¢ 96,86 + 9,394
1,0 12,60 £ 2,70* 5,88 £0,92° 478,88 +27,02*
BA
1,5 5,00 £ 1,87¢ 2,76 £ 0,434 127,62 £ 18,62¢
2,0 1,40 £ 0,55% 1,68 +0,38°f 55,32 + 8,54¢
0,5 2,00 £0,71¢ 2,32 £0,48% 55,78 + 8,87¢
1,0 5,20 £ 0,84¢ 3,68 £ 0,98¢ 132,90 £+ 13,76¢
Kinetin
1,5 7,00 £ 1,22° 4,70 £ 1,04° 204,80 + 6,54°
2,0 1,80 +£0,55¢ 1,26 +0,50° 62,06 + 13,57¢

Ghi chi: Cdc chir cdi khdc nhau (a, b, ...) trén cung mot cot chi sw sai khdc co y nghia

théng ké ciia cdc gid tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan’s test). Gid tri thé hién trong

bang la gid tri trung binh + 8D (d¢ léch chudn).

Hinh 3.3. Hinh théi ctia chdi in vitro sim Lang Bian hinh thanh trong méi truong SH
khong bd sung BA hoic kinetin (méu dbi chimg. A), ¢6 bd sung 1,0 mg/L BA (B)

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

Tém lai, BA va kinetin déu c6 tic dung kich thich sy sinh truéng va nhin

nhanh chéi sim Lang Bian & cdc ndng d6 khdc nhau. Két qua thu dugc cling cho thay
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rang, choi sam Lang Bian in vitro rat nhay cam véi loai va nong do chat diéu hoa sinh
trudng. Trong hai loai cytokinin dugc bo sung vao moi truong nudi cay thi BA &

ndng do 1,0 mg/L cho hiéu qua nhan nhanh chdi cao hon.
3.2. Noi dung 2: Phat sinh phéi soma so cip thong qua nudi cdy TCL

3.2.1. Anh hwéng ciia 2,4-D, NAA hoiic IBA dén sw phdt sinh phéi soma so cép tiv
cdc méu L-tTCL hogc P-ITCL

3.2.1.1. Su phat sinh phéi soma so cdp tir mau L-tTCL in vitro trong méi triecong bo
sung 2,4-D, NAA hodc IBA

Sy phat sinh hinh théi tir miu L-tTCL sim Lang Bian nudi cay trén méi truong
MS c6 bd sung 30 g/L sucrose, 8,0 g/L agar va auxin (2,4-D, NAA va IBA), bao gdm
(1) phat sinh ph6i soma, (2) hinh thanh m6 seo va (3) tdi sinh ré bat dinh thu duoc
sau 12 tuan nudi cdy (Bang 3.3, Hinh 3.4). Tit ca cdc miu L-tTCL duoc nudi ciy
trong moi trudong bo sung 2,4-D, NAA hodc IBA déu phiat sinh phdi soma, ngoai trir
mau duoc nudi ciy trong moi trudng bd sung 9,0 mg/L NAA va 1,0 mg/L IBA sau
12 tudn nudi céy. Phoi soma dugc hinh thanh tai vi trf cdc vét cét xung quanh mau L-
tTCL; sau d6, phu toan bd bé mit miu cdy L-tTCL. Cac giai doan phat trién khac
nhau ctia phdi soma bao gdm hinh cau, hinh tim, hinh thiy 16i va ¢6 14 mam sau 12
tudn nudi cdy (Bang 3.3, Hinh 3.4A-F). Ty 1é mau phat sinh phoi soma so cap cao
nhat (80,00% va 86,66%) ghi nhin ¢ nghiém thirc b6 sung 5,0 — 7,0 mg/L NAA, trong
khi s& phoi soma cao nhét (40,40 phoi) dat dugc ¢ nghiém thirc bd sung 1,5 mg/L
2,4-D. Tuy nhién, hé s hiéu chinh ting trudng (GCF) cao nhét ciia mau ciy L-tTCL
thu dugc & nghiém thuc bd sung 7,0 mg/L NAA (32,73) (Bang 3.3).

Ngoai ra, sy hinh thanh md seo va sy tdi sinh ré bat dinh d3 duoc ghi nhén tu
cdc mau cdy L-tTCL duoc nudi cy trong mdi truong bd sung auxin. Ty 1& miu cam
ung mo seo dat dugc 100% & nghiém thuc bo sung 1,5 mg/L 2,4-D hoac 5,0 — 7,0
mg/L NAA (Bang 3.3). M0 seo ¢c6 mau vang nhat va tdng truéng manh; ban dau, mo
seo hinh thanh & vi tri xung quanh vét cat mau L-tTCL, sau do, md seo tang nhanh
sinh khéi va phii déu trén toan bd bé mit mau L-tTCL (Hinh 3.4 A). Ngoai ra, mau
L-tTCL nudi cay trén mdi trudng MS bo sung 3,0 — 5,0 mg/L NAA cho ty 1¢ mau L-
tTCL cam ung ré bat dinh dat tir 23,33 — 63,33 % va s6 1é tir 1,40 — 4,60 r&; céc ré
hinh thanh manh, dai, c6 mau tréng nhat (Hinh 3.4 G). Bén canh d6, mau L-tTCL
nudi ciy trén moi trudng khong bo sung 2,4-D, NAA hoic IBA khong ghi nhén loai

phét sinh hinh thai nao; mau chuyén dan qua mau nau sam va chét.
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3.2.1.2. Su phat sinh phéi soma so cap tir mau P-ITCL in vitro trong méi trieong bo
sung 2,4-D, NAA hoac IBA

Tuong ty nhu miu L-tTCL, mau P-1TCL nudi ciy trén moi trudng MS bd sung
30 g/L sucrose, 8,0 g/L agar va auxin (2,4-D, NAA hoic IBA) ciing ghi nhan 3 kiéu
phét sinh hinh thdi bao gdm phdt sinh phoi soma, cam tng md seo va hinh thanh ré
bat dinh sau 12 tudn nudi cdy (Bang 3.4; Hinh 3.4 H).

Hinh 3.4. Quan st hinh thdi va giai phiu trong qud trinh phat sinh phdi soma so cap
sim Lang Bian. A. M6 seo c¢6 kha ning sinh phoi. B. Sy phat sinh phoi soma so cp
tir miu cdy L-tTCL sau 12 tuan nudi cdy. C. Phdi soma & giai doan hinh cau. D. Phéi
soma & giai doan hinh tim. E. Lt cit doc ctia phoi soma hinh cau phat sinh tir md seo
6 kha ning pht sinh phéi soma. F. Lt cit doc ctia phdi soma ¢6 14 mam. G. Sy hinh
thanh ré bat dinh. H. Sy phét sinh phdi soma so cap tir mau cdy P-ITCL sau 12 tuan
nuoi céy. Thudc do: 3 mm — A; B; H; Thuéc do: Imm - C; D; E; F; G

Ty 1&é mau phat sinh phoi soma so cép (100%), sb lugng phoi soma (51,80
phoi/miu) va GCF ctiia miu P-ITCL (51,80) ¢ nghiém thirc bo sung 1,0 mg/L 2,4-D
cao hon dang ké so v6i nghiém thirc ddi ching va cdc nghiém thirc khic (Bang 3.4).
Ngoai ra, 100% md seo cam tng duoc thu nhan tir cdc mau nudi cdy trong moi trudng
) sung 2,4-D, 3,0 — 7,0 mg/L NAA, hoac 7,0 mg/L IBA. Trong khi do, ty 1¢ mau
hinh thanh r& bt dinh (93,33%) va s6 luong 1& (5,40 r&/mau) cao nhét & nghiém thirc
bd sung 5,0 mg/L NAA, céc ré hinh thanh dai, manh, c6 mau tréng nhat va sinh truéng

manh.

Ngoai ra, 2,4-D, NAA hoic IBA cdn anh huong dén hé sé hiéu chinh ting
truong cua hai loai mau L-tTCL va P-ITCL (Bang 3.5). Déi véi mau cay L-tTCL,
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chung t6i khong ghi nhan duoc bat ky su phat sinh phdi soma so cap & tit ca cac miu
ciy trong nghiém thirc ddi chimg. Nguoc lai, mau duoc cdy trong moi trudng c6 bd
sung 2,4-D, NAA hoic IBA, hé s6 hiéu chinh ting truéng ctia mau gia ting va dat
gi4 tri cao nhit trong moi truong cé bd sung 7,0 mg/L NAA (1636,62). Pong thoi, hé
s6 nay ciing cao hon dang ké so véi gia tri GCF cao nhit ctia mau dugc nudi cdy trong
mdi truong bo sung 2,4-D (1284,89) va IBA (829,98).

Tuy nhién, néng do 2,4-D, NAA hoic IBA cao lam giam dang ké GCF cua
mAu cdy. Xu hudng tuong tu da dugc quan sat thiy ddi véi mau P-ITCL; GCF cua P-
ITCL 1a cao nhat (310,80) & nghiém thirc b6 sung 1,0 mg/L 2,4-D va giam dan khi
gia tang ndng do 2,4-D 1én dén 2,0 mg/L (107,20). GCF cao nhat ciia mau P-ITCL
dugc nudi cdy trong moi trudng bd sung NAA (178,80) va IBA (173,79) thap hon

dang ké so v6i GCF cao nhét cia mau ciy dugc xt Iy véi 2,4-D.

Loai mau va PGRs 1 nhitng yéu t6 anh huong rat 16n dén su phat sinh phoi
soma. Nhitng nghién ciru trudc diy ¢ cdc loai thudc chi Panax cho rang cdc ngudn
mau nhu ré to, than ré, 14, cuéng 14, tru trén 14 mam, mé seo cd thé duoc su dung lam
ngudn mau ciy cho su phét sinh phdi soma [10, 14, 70, 133]. Trong nghién ciru nay,
mau L-tTCL va cudng 14 cta cy con in vitro sim Lang Bian déu cho hiéu qua phat
sinh phdi soma so cdp cao. Py 1a nhitng ngudn mau sin c6, cho phép téi sinh ciy

con mdi ¢6 tinh dn dinh cao vé mat di truyén [179].

Hiéu qua cua k¥ thuat nudi cdy TCL thong qua phat sinh phdi soma ciing da
duogc chirng minh trén mot s6 doi tuong thuc vat khac nhau. Cac két qua nghién ctru
cho thdy, loai mau cdy va phuong phép cit anh huong dén kha ning tai sinh mau.
rong nudi cdy TCL Pinus patula Schl. Et Cham, mu cit doc ITCL tir phdi soma chua
treong thanh cho hiéu qua phat sinh phdi soma t6t hon so v6i mau cit ngang tTCL
[137]. Két qua tuong ty cling dugc ghi nhan trén cay chanh day, mau céy than ITCL
cho hiéu qua téi sinh chodi cao hon so véi mau cay tTCL [180]. Trong khi d6, Hanh
va cong su (2022) cho rang mau gan 14 chinh (Y2 mv-tTCL) va cubng 14 (1/2 p-tTCL)
ciy A. chinensis Planch dugc cat theo chiéu ngang cho hiéu qué phét sinh phoi soma
1a cao nhét sau 8 tuan nudi cay [132]. P6i véi sim Lang Bian, hé s6 hiéu chinh ting
trudng GCF ctia mau P-1TCL (51,80) cao hon so v6i mau L-tTCL (32,73) (Bang 3.3
va 3.4). Tuy nhién, tong GCF ciia toan bo 1a (5 14, 1636,62) cao hon so véi cudng 14
(310,98) (Bang 3.5).
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Bang 3.3. So sanh hiéu qua phat sinh phdi soma so cAp va phat sinh hinh thai khdc tir miu L-tTCL trong méi trudng ¢ bo sung 2,4-D, NAA

hodc IBA sau 12 tudn nudi ciy

Nong dd T§ 1§ milu phit TV 1 miu tao mé TV 1é miu tao
Auxin b sinh phdi soma  S6 phéi soma GCF vL-trcL v : x Y £ e : S6 ré
(mg/L) o Ci/ip (%) seo (%) ré bat dinh (%)
(4
Dbi chimg 0 - - - - - -
0,5 19,99 + 7,46 28,20 £ 1,79° 5,63 £2,09 86,66 + 7,46° - -
54D 1,0 56,66 + 9,13 35,20 £2,39¢ 19,90 + 3,06¢ 93,33 £9,13% -
’ 1,5 63,33+ 7,45° 40,40 +2,79* 25,70 + 4,25 100,00 + 0,00 30,00 + 7.46° 1,20 + 0,45°
2,0 26,66 +9,13¢f 6,40 + 1,14 1,70 £0,67¢ 90,00 + 9,13 - -
1,0 16,66 + 0,00f 13,40 +2,88" 2,23 +£0,48¢ 63,33 +7,45°¢ - -
3,0 33,33 + 0,00% 30,80 + 2,864 10,27 £ 0,95¢ 76,66 £ 14,91°¢ 23,33 £9,13¢ 4,60 = 1,14°
NAA 5,0 80,00 = 7,46 32,80 + 1,92¢ 26,33 + 3,66° 100,00 + 0,00 63,33 £ 13,94° 1,40 +0,55°
7,0 86,66 + 7,46 37,80 + 1,30° 32,73 £2,59° 100,00 + 0,00 - -
9,0 - - - 23,33 +9,13f - -
1,0 - - - - - -
3,0 13,33 + 7,45° 21,80 +3,27 ¢ 2,80 + 1,638 20,00 + 7,45° - -
IBA 5,0 30,00 + 7,46% 25,40 +1,82f 7,63 +2,03f 40,00 £9,13¢ - -
7,0 53,33 £7,45¢ 31,00 + 2,00¢ 16,60 + 3,134 53,33 +13,94¢ - -
9,0 36,53 + 7,534 26,80 + 1,79 9,80 £2,15¢ 40,00 £9,13¢ 19,99 + 7,45°¢ 1,00 +0,00°

Ghi chi: Poi chitng la méi truong MS bé sung 30 g/L dwong sucrose, 8,0 g/L agar va khong bé sung 2,4-D, NAA hodc IBA. Dau “-“ thé hién
khong ghi nhdn sw phdt sinh phoi soma, cam iing tao mé seo va hinh thanh ré bat dinh ciia mau L-tTCL. Cdc chit cdi khdc nhau (a, b, ...) trén

ciing mét ¢ét chi s sai khdc c6 ¥ nghia thong ké cia cdc gid tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan’s test). Gid tri thé hién trong bang la gid tri
trung binh + SD (d¢ léch chuan).
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Bang 3.4. So sanh hiéu qua phat sinh phdi soma so cdp va phét sinh hinh théi khéc tir mau P-ITCL trong méi trudng c6 bd sung 2,4-D, NAA
hodc IBA sau 12 tudn nudi ciy

Ty 1¢ mau phat

Nong d9 . GCF Ty 18 mi Ty 1é miu tao ré . x
Auxin ons a9 sinh phéi soma S0 phoi soma yAe mat y A’f.f n.lau a0 re So re
(mg/L) ‘o e 5p (%) P-ITCL taomo seo (%) bat dinh (%)
(4
Doi ching 0 16,70 + 0,00 2,00 £0,71" 0,33 £0.12¢ - - -
0,5 29,98 + 7,428 2,80 £ 0,84" 0,83 £0,33f 100,00 + 0,00? - -
54D 1,0 100,00 + 0,00? 51,80 £6,38* 51,80 £6,38* 100,00 + 0,00 * 46,66 + 7,461 1,00 £ 0,00 ¢
’ 1,5 70,02 + 7,42¢ 33,00 £2,00¢ 23,16 £ 3,53¢ 100,00 + 0,00? - -
2,0 53,34 £ 7,47¢ 33,40 £5.46% 17,87 £4,07¢ 100,00 + 0,00? - -
1,0 20,02 + 7,428 16,00 £+ 2,65¢ 3,30 £ 1,73f 86,64 +7,47° 93,33 £9,13* 1,20 + 0,45°
3,0 63,33 £ 7,45° 21,00 £2,357 13,33 +£2,40° 100,00 0,00 ? 100,00 + 0,00? 1,80 + 0,459
NAA 5,0 89,98 £9,15° 33,00 £1,58¢ 29,80 +£4,35° 100,00 £ 0,00? 93,33 £9,13% 5,40 £ 0,55%
7,0 60,02 £ 9,15% 43,00 £3,74°> 25,57 £2,35* 100,00 £ 0,00? 44,40 + 6,80¢ 2,60 +0,55°¢
9,0 23,34 £9,09¢" 5,20 £1,79" 1,20 £ 0,66 43,32 £9,15°¢ 33,33 £ 0,00° 1,80 £ 0,45¢
1,0 4332 +9,15¢ 21,40 £2,51¢ 9,40 £2,80° 23,34 £9,09 - -
3,0 79,98 + 7,42¢ 28,40 £ 3,85 22,77 £4,12°¢ 66,70 + 0,004 36,66 + 7,46° 2,00 £ 0,004
IBA 5,0 76,66 £ 9,09° 38,00 £3,67° 28,96 +2,86° 79,98 +7,42° 40,00 +£9,13% 2,00 £ 0,004
7,0 70,20 + 7,42¢4 40,40 £3,21% 28,23 +3,16° 100,00 £ 0,00? 83,33 £ 0,00° 3,40 £ 0,55°
9,0 36,64 + 7,47 29,80 £ 1,52% 10,93 £2,29¢ 63,36 + 7,474 76,66 +9,13¢ 1,80 £ 0,45¢

Ghi chd: Poi chitng la méi truong MS bé sung 30 g/L dwong sucrose, 8,0 g/L agar va khong bé sung 2,4-D, NAA hodc IBA. Dau “-“ thé hién
khong ghi nhdan sw cam ung tao mo seo va hinh thanh ré bat dinh ciia mau P-ITCL. Céc chir cdi khdc nhau trén cung mot cot chi sy sai khdc co
¥ nghia thong ké ciia cdc gid tri trung binh véi p< 0,05 (Duncan’s test). Gid tri thé hién trong bang la gid tri trung binh + SD (dé léch chudn).
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Bang 3.5. Hé s6 hiéu chinh ting trudng (GCF) cta cdc mau L-tTCL va P-ITCL trong
moi trudng bo sung 2,4-D, NAA hoic IBA sau 12 tuan nudi cy

GCFparcL

Auxin Nong dd GCFL-trcL (Toan b GCF l-tTC‘L +P-ITCL
(mg/L) (Toan bd 14) ] | (Choi)
cuong la)

Péi ching 0 - 2,00 £0,71F 2,00 £0,71h
0,5 281,58 £104,50° 5,00 + 2,00f 286,58 + 103,30°

24D 1,0 994,95 + 152,87¢ 310,80 £38,28*  1305,75 £ 173,04¢
1,5 1284,89 £212,43> 138,98 £21,16°  1423,87 + 215,30
2,0 84,99 + 33,55¢% 107,20 £24,439 192,18 25,0112
1,0 111,62 +24,00¢ 19,79 + 10,38f 131,42 +31,52feh
3,0 513,28 £ 47,72¢ 79,99 + 14,42¢ 593,28 + 52,46°

NAA 5,0 1316,60 + 183,07° 178,80 £26,08°  1495,40 + 199.79°
7,0 1636,62 + 129,74* 153,39 + 14,13%  1790,01 + 136,78*
9,0 - 7,20 + 3,96 7,20 +3,96"
1,0 - 56,40 £ 16,77¢ 56,40 + 16,77¢
3,0 139,94 + 81,49¢ 136,59 +24,70° 276,54 +93,47°

IBA 5,0 381,62 £ 102,46°" 173,79 £ 17,18° 555,41 £ 111,46°
7,0 829,98 £ 156,48¢ 169,39 +18,97° 999,36 + 172,894
9.0 489,85 £ 107,58° 65,60 + 13,74° 555,44 £ 108,11°¢

Ghi chd: Péi chitng la méi trieong MS bé sung 30 g/L dwong sucrose, 8,0 g/L agar
va khéng bo sung 2,4-D, NAA hodc IBA. Ddu “-*“ thé hién khong ghi nhdn su phdt
sinh phoi soma cua mau L-tTCL. Cdc chir cdi khdc nhau (a, b, ...) trén cung mot cot
chi si sai khdc cé ¥ nghia thong ké cia cdc gid tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan’s

test). Gid tri thé hién trong bang la gid tri trung binh =+ SD (d¢ léch chudn ).

Cac mau cdy TCL c6 ngudn gdc tir hai nguon mau 14 va cudng 14 cia cling
mdt chdi sim Lang Bian in vitro déu c6 thé duoc sir dung trong nudi cay phit sinh
phoi soma. Xét trén toan bd chdi thi hé sé hiéu chinh ting truéng GCF cua chdi dat
dugc gid tri cao nhat khi cidc mau dugc cdy trong mdi trudng cé bo sung 7 mg/L NAA
(1790,01) (Bang 3.5). Tuy nhién, mdi loai mau cay yéu cau loai va nong do auxin
khac nhau (7mg/L NAA cho mau cay L-tTCL va 1 mg/L 2,4-D cho mau cay P-ITCL).

Do d6, viéc lya chon moéi trudng thich hop nhét cho tirng loai miu s& gitp nang cao
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duoc hiéu qua phat sinh phoi soma. Téng hé sb hiéu chinh ting trudng thu duoc tir
mot chdi sim Lang Bian, bao gdbm L-tTCL (1636,62 & nghiém thirc b sung 7,0 mg/L
NAA) va P-ITCL (310,80 ¢ nghiém thirc bd sung 1,0 mg/L 2,4-D), dat dugc cao nhét
1947,42 sau 12 tuan nudi ciy.

Vi nhan gidng thong qua con dudng phét sinh phdi soma st dung ky thuét
TCL c6 hiéu qua cao hon so véi cdc k§ thuit nudi ciy khdc, dic biét 1a thoi gian phat
sinh phéi soma va hiéu qua tdi sinh mau. O P. ginseng, mau TCL (0,2 mm) cit tir 14
mam, 14, cudng 14 va ré phét sinh phoi soma sau 9 tuan nudi ciy [181]. Két qua twong
tir ciing duoc quan sit thdy & P. vietnamensis; mau 14 TCL (kich thuéc 10 mm x 10
mm) cho hiéu qua phét sinh phdi soma truc tiép cao sau 10 tudn so véi 12 tudn & mau
14 [38, 58]. Dbi v6i qua trinh phét sinh phoi soma gidn tiép, mau 14 tTCL cam tng
tao mo seo va tiép sau d6 1 phét sinh phdi soma (16 tuan) nhanh hon & mau 14 (18
tuan) [40]. Do d6, vi nhan giéng thong qua con duong phét sinh phodi soma str dung
k¥ thuat nudi cdy TCL hiéu qua hon so véi nudi cdy cdc md thuc vat khac. Hau hét
céc té bao déu tiép xic vdi chat dinh dudng va chat diéu hoa sinh truong trong méi
truong. Ngoai ra, mic di ty 1& mau phét sinh phoi soma va sb lugng phdi soma trén
mdi mau TCL c6 thé thép hon so véi cdc mo thyc vat khac, tuy nhién, hi¢u qua tai
sinh ctia miu TCL cao hon. Vi thé, c6 thé 4p dung k¥ thuat nudi ciy TCL trong vi

nhan giong cac loai thudc chi Panax.

Ngoai ra, 2,4-D va NAA thuong hay duoc sir dung dé cam tng phat sinh phoi
soma ¢ nhiéu loai thudc chi Panax bao gdm P. quinquefolium [70], P. ginseng [7], P.
vietnamensis [10] voi néng do st dung phu hop tir 0,5 — 1,0 mg/L. Auxin dugc st
dung & ndéng do cao gy tc ché su phét sinh phoi soma ciing nhu phat trién tiép theo
cua phéi soma. Tuy nhién, & P. ginseng x P. quinquefolius [14], 2,0 mg/L 2,4-D la
ndng d6 tdi wu cho su phdt sinh phdi soma tir cic mau cdy. Trong nghién ctru nay,
1,0 mg/L 2,4-D kich thich sy phiét sinh phdi soma tir mau cy P-ITCL hiéu qua hon
so voi cac nghiém thirc khéc; trong khi do, NAA ¢ n@)ng dd cao (7,0 mg/L) cho hiéu
qua phat sinh phoi soma so cap t6t nhat & mau ciy L-tTCL.

Mot s6 nghién ciru da chi ra rang viéc két hop auxin va cytokinin mang lai
hiéu qua phat sinh pho6i soma cao hon so véi viéc sir dung auxin riéng 1€ trén cay P.
vietnamenis [10]. Tuy nhién, d6i v6i sim Lang Bian, viéc két hop gitta auxin va
cytokinin cho hiéu qua phat sinh ph6i soma khong cao hon so véi nhitng nghiém thure
sir dung auxin don 1¢ (s6 liéu khong cong bd). Nhitng két qua nay ching to rang sy
dap ung ciia mau véi qué trinh phat sinh phoi soma c6 sy khac biét phu thudc vao doi

tuong thuc vat, loai mau, loai va néng dd auxin st dung. Déng thoi, mau 14 L-tTCL
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va cudng 14 P-ITCL déu 1a ngudn vit liéu phi hop st dung cho qud trinh vi nhén

gidng in vitro theo con dudng phét sinh phdi soma.

Bén canh sy phat sinh phdi soma, su phét sinh md seo va ré bat dinh cling duoc
ghi nhan trén hai loai mau L-tTCL va P-ITCL . Tuong tu nhu cac nghién ctru trén cic
loai thudc chi Panax nhu P. ginseng, Panax pseudoginseng, P.quinquefolius, P.
vietnamensis 8, 133, 182], 2,4-D cho hi¢u qua cadm rng md seo cao hon so voi NAA
va IBA véindng do thich hop. Bén canh do, 5 mg/L NAA cho hiéu qua cam ng hinh
thanh ré 12 t6t nhat & ca hai nguén mau L-tTCL va P-ITCL. Diéu nay c6 sy khac biét
50 v6i céc loai thudce chi Panax khac, IBA thuong dugc sir dung hidu qua dé cam ung
va nhin nhanh r& v6i ndng d6 nam trong khoang tir 2 — 7 mg/L [183]. M seo va ré
bat dinh ciing 14 nhirng ngudn vat liéu thich hop c6 thé sir dung cho nhiing nghién
ctru tiép theo nhu nudi cay sinh khdi, té bao don, r& nham thu nhan san pham thir cap

c6 hoat tinh sinh hoc trong nhitng nghién ctru tiép theo.

Tém lai, 2,4-D, NAA hoidc IBA c6 anh huong dén su phat sinh phoi soma so
cAp twong Gmg tir cdc ngudn miu cay L-tTCL hodc P-ITCL. Béi véi mau LtTCL, sy
phét sinh phoi tét nhat ghi nhan duoc trong moi truong MS c6 bd sung 7 mg/L NAA,
30 g/L sucrose va 8,0 g/L agar. P6i voi mau P-ITCL, moi truong MS bo sung 1 mg/L
2,4-D, 30 g/L sucrose va 8,0 g/L agar phu hop cho su phét sinh phdi soma. Cac phoi
soma dugc thu nhan tr mau L-tTCL va P-ITCL c6 thé duoc st dung 1am ngudn
nguyén lidu ting sinh phoi soma thir cip. Bén canh d6, su phat sinh mo seo va ré bat
dinh cling dugc ghi nhan ¢ ca hai loai mau L-tTCL va P-ITCL. Day ciing 1a nguén

nguyén liéu phit hop sir dung trong nghién ciru nudi cdy sinh khéi thu nhan hoat chét.

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

3.2.2.1. Anh hudng cia glutamine, proline hodc spermidine dén sw phdt sinh phoi

soma so' cap tir mau L-tTCL in vitro

Acid amin va spermidine 1am gia tdng hi¢u qué ctia qud trinh phat sinh va phat
trién phoi soma da dugc ghi nhan & nhiéu dbi tuong thyc vat. Vi vay, trong thi nghiém
tiép theo ny, chiing tdi tap trung vao nghién ctru anh huéng ciia glutamine, proline
hodc spermidine trong viéc nang cao hiéu qua phat sinh phoi soma so cap sam Lang
Bian.

Céc mau L-tTCL sdm Lang Bian duoc nudi ciy trong moi truong MS ¢6 bd
sung 7 mg/L NAA, 30 g/L sucrose, 8,0 g/L agar va glutamine hodc proline hodc

spermidine ¢ cidc nong do khic nhau. Anh hudng cua glutamine, proline hodc
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spermidine ddi voi sy phat sinh phoi soma so cdp tir cdc mau L-tTCL sau 12 tudn
nudi cdy dugc ghi nhan trong Bang 3.6. Két qua cho thdy viéc bd sung 146 mg/L
glutamine hiéu qua cho su phat sinh phdi soma so cip thé hién ¢ ca ty 16 mau phat
sinh phéi soma so cap va sb luong phdi soma (83,34% va 52,20 phdi/mau) cao hon
so voi nghiém thirc dbi chimg (76,68% va 33,40 phoi/mau) va cdc nghiém thirc khéc.
Tuy nhién, glutamine & ndng d6 cao hon (730 va 1022 mg/L) lam giam dan hiéu qua
phét sinh phdi soma. Bén canh d6, & nghiém thirc ddi ching ghi nhan chil yéu mé seo
va ph6i soma hinh cau; trong khi d6, phdi soma hinh thity 161, 1a ngudn nguyén li¢u
thiét yéu cho cdc nghién ctru vé phat sinh phoi soma thir cap, dugc hinh thanh trén

moi trudng bo sung glutamine (Hinh 3.5 B).

Trong cic nghiém thirc bo sung proline, sy phat sinh phoi soma so cap tir cdc
mau L-tTCL khéng c6 sy cai thién dang ké; ty 1&é mau phat sinh phoi soma so cap
cling nhu s6 luong phoi soma cao nhét chi dat 53,34% va 21,00 phdi/miu & néng do
proline 100 mg/L, thip hon so véi ddi chimg (twong tng 1a 76,68% va 33,40
phoi/miu). Proline & néng dd 300 mg/L va 400 mg/L khong cho thiy sy cam ung
phat sinh phdi soma so cap (Bang 3.6). Tuy nhién, viéc bo sung proline & mirc 100 —
200 mg/L da cam tng hinh thanh phdi soma thuy 161 (Hinh 3.5 C); trong khi do6 ¢
nghiém thirc dbi chimg chi quan sat thdy mé seo c6 kha niang phét sinh phdi soma so

cAp va phoi soma dang hinh cau (Bang 3.6).

Sau 12 tuin nudi cdy mau trén moi trudng MS bd sung 7 mg/L NAA, 30 g/L
duong sucrose, 8,0 g/L agar va spermidine & cdc ndng do khac nhau, két qua cho thay
spermidine & ndng dd thap (1,5 — 7,5 mg/L) c6 tic dung tich cuc ddi v6i su phit sinh
phoi soma so cdp tir mau cdy L-tTCL, trong khi st dung ¢ ndng d6 cao, ching lai c6
tdc dung we ché hinh thanh phéi soma (Bang 3.6). Hon nira, phdi soma duoc quan sat
thdy & céc dang hinh cdu, tim, hinh thay 16i va 14 mam trong tat ca cdc nghiém thirc
bd sung spermidine (Hinh 3.5 D) voi két qua cao nhat ¢ nghiém thirc bd sung 1,5
mg/L spermidine, ty 16 mau phat sinh phdi soma so cap va s phoi soma lan luot 12
93,32% va 54,20 phoi/mau, phoi soma chu yéu & giai doan thity 16i va 14 mam (Hinh
3.5D). Hé s6 tai sinh phoi soma ciing cho két qua twong tu, GCF cao nhat thu duoc ¢

nghiém thirc bd sung 1,5 mg/L spermidine (Hinh 3.8).
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Bang 3.6. So sanh hiéu qua phat sinh phoi soma so cap tir mau L-tTCL nudi ciy trong

moi trrong c6 bo sung glutamine, proline hodc spermidine sau 12 tuan nuoi cay

B s . Ty 1 miu phat So phéi .
Nghi¢m Nong do . . Hinh thai
] sinh phoi soma so soma ..
thire (mg/L) B B phoi soma
cap (%) (Phéi/ miu)
Pbi ching 0 76,68 + 14,88 33,40 +4,67° Hinh cau
146 83,34 +£ 16,65 52,20 + 5,26
438 83,32 +11,77®* 22,60 + 4,67
Glutamine
c ef \
730 60,02 +9,15 12,60 2,07 b A tim
1022 56,689,159 10,40 +2,07¢  vathuyloi
100 53,34 £747< 21,00 + 4,06
200 29,98 + 7,42¢ 14,60 + 3,65¢
Proline
300 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00¢ -
400 0,00 + 0,00" 0,00 + 0,008 -
1,5 93,32 + 9,15 54,20 + 4,44
75 80,00+ 13,02 38,60+ 3,430 Tlnhcau, tm,
Spermidine thuy 161 va
15 60,02 + 9,15¢ 8,60 + 1,14 14 ma
d mam
30 43,32 + 14,94% 3,40 +0,89¢

Ghi chd: Déi chitng la méi triueong MS bé sung 7 mg/L NAA, 30 g/L dwong sucrose,

8 g/L agar, khéng bé sung glutamine, proline hodc spermidine. Ddu “-“ thé hién

khong ghi nhdn sy phdt sinh phoi soma ciia mau L-tTCL. Cdc chiF cdi khdc nhau (a,

b,...) trén cing mot cot chi sy sai khdc c6 y nghia thong ké ciia cdc gid tri trung binh

vGi p < 0,05 (Duncan’s test). Gid tri thé hién trong bang la gid tri trung binh + SD

(dé 1éch chudn).
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Hinh 3.5. Sy phat sinh phoi soma so cap tir mau L-tTCL sdm Lang Bian sau 12 tudn

nudi cdy trén cac méi trudong khac nhau (Thuée do: 1 mm). A. Ddi chung; B. 146

mg/L glutamine; C. 100 mg/L proline; D. 1,5 mg/L spermidine

3.2.2.2. Anh huéng cia glutamine, proline hodc spermidine dén sw phdt sinh phoi

soma so' cdp tir mau P-ITCL in vitro

Céc miu cay P-ITCL duoc nudi ciy trong mdi trudng MS ¢6 bd sung 1 mg/L
2,4-D, 30 g/L sucrose, 8,0 g/L agar va glutamine hoac proline hodc spermidine & cac
ndng do khac nhau nham muc tiéu danh gia anh huong ctia chung dén kha ning phat
sinh phoi. Tt d6, xac dinh duoc loai va ham luong chét bd sung phit hop dé nang cao
hiéu qua phat sinh phdi. Dbi véi cdc mau P-ITCL, viée bd sung glutamine va proline
khong c¢6 hiéu qua tich cyc trong sy phét sinh phoi soma, dan dén sé phdi soma hinh
thanh trén mdi mAu ciy thap hon so v&i ddi ching. Cu thé, khi ndng do glutamine
tang 1én 1022 mg/L, ty 1& mAu phat sinh phdi soma so cip va sb lugng phoi soma lan
lwgt chi 1a 43,32% va 18,20 phdi/mau (Bang 3.7 va Hinh 3.6 B). Mic dii ty 1¢ mau
phat sinh phoi soma so cap va s6 phoi soma hinh thanh cao nhét tuong (g 13 79,98%
va 42,00 phoi soma/mau khi mau duoc ciy trong méi trudng bd sung 100 mg/L
proline, tuy nhién, cic chi tiéu niy van thip hon so v6i dbi chiung (twong tmg 1a
93,32% va 54,20 phdi/mau). Thém vao d6, cac mau P-ITCL hinh thanh chu yéu phoi
soma dang hinh cau, hinh tim va hinh thily 16i trén moi trudng bo sung tir 146 dén
438 g/L glutamine (Hinh 3.6 B). Trong trudng hop tiép tuc gia ting ham luong
glutamine 1én dén 730 — 1022 mg/L chi ghi nhan phdi soma & dang hinh cau. Ddi véi
nghiém thirc bo sung proline, phdi soma cht yéu dang hinh cau va hinh tim (Hinh 3.6
C) dugc hinh thanh trong méi trudng cé bo sung 100 mg/L proline; trong khi d6 &
nghiém thirc d6i ching va cic nghiém thirc bo sung proline véi nong do tir 200 — 400
mg/L chi quan sit thdy md seo c6 kha nang phat sinh phdi soma so cap va phoi soma
dang hinh cau. Nhin chung, néng do proline cang cao thi hiéu qua phat sinh phoi

soma so cap thu dugc cang thap (Bang 3.7 va Hinh 3.6 C).
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Bang 3.7. So sdnh hiéu qua phat sinh phdi soma so cip tir mau P-ITCL nu6i ciy trong

moi trrong c6 bo sung glutamine, proline hodc spermidine sau 12 tuan nuoi cay

N A A~ Tylé mau phat L .
Nghiém Nongdo . So6 phoi soma Hinh thai phéi
thi sinh phoi soma (Phéi/miu)
we , or/mau soma
mg/L) o chp (%)
Péi chimg 0 93,32 + 9,15 54,20 + 4,27 Hinh cau
146 73.34 + 9,09¢ 35,00 + 5,484 Hinh cAu, tim,
438 63,36 + 7,47¢ 34,60 + 4,224 thuy 161
Glutamine
730 53,34 + 7.47% 23,00 + 8,37¢
Hinh cau
1022 43,32 £9,15¢ 18,20 + 5,07¢
100 79,98 + 7,420 42,00 + 8,60¢ Hinh ciu, tim
200 73,34 +9,09¢ 29.80 + 6,144
Proline
300 60,02 + 9,154 19,60 + 3,78¢f Hinh cau
400 56,68 £ 9,154 13,40 + 4,22f
1.5 96,66 + 7.47° 68.80 + 2,95°
a b N
N 7.5 93.32+9.15 60,40 + 5,13 Hinh ciu, tim, thiy
Spermidine s
15 7998 + 7420  4640+297¢  loivacélimam
30 76,66 + 9,09° 1520 + 3,11f

Ghi chi: Poi chitng la méi trwong MS b sung 1 mg/L 2,4-D, 30 g/L dwong sucrose,
8 /L agar, khong bé sung glutamine, proline hodc spermidine.Cdc chiF cdi khdc nhau
(a, b, ...) trén cing mét cot chi sw sai khéc cé ¥ nghia thong ké ciia cdc gid tri trung
binh véi p < 0,05 (Duncan’s test). Gid tri thé hién trong bdang la gid tri trung binh +
SD (d¢ léch chudn).

Phoi soma dugc quan sét thiy & cdc dang hinh cau, hinh tim, hinh thuy 16i va
14 mam trong tat ca cdc nghiém thiic bd sung spermidine, trong d6, phdi soma chil

yéu & hai giai doan hinh thay 16i va c6 14 mam (Hinh 3.6 D). Ty 1& mau phét sinh phoi
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soma so cap (96,66%) ciing nhu s lwong phdi soma hinh thanh (68,80 ph6i/mau) cao
nhat dugce ghi nhan khi miu P-ITCL duoc cdy trén mdi truong bd sung 1,5 mg/L
spermidine, khdc biét c6 y nghia thong ké so véi cdc nghiém thirc khéc (Bang 3.7
Hinh 3.6 D). Twong tu mau L-tTCL, P-ITCL cho kha ning tao phoi soma thap nhat
khi ting ndng do spermidine bd sung 1én dén 30 mg/L (76,66% va 15,20 phdi/mau).

Bén canh d6, hé s6 hiéu chinh tang truong cling cho két qua tuong ty (Hinh 3.8).

Glutamine 12 mot trong nhitng acid amin thuong dugc st dung 1am ngudn ning
luong cho té bao, dic biét 1a cdc té bao dang phan chia véi tbe do cao trong nudi ciy
in vitro. Glutamine rat can thiét trong qu trinh cam Gmg phét sinh phoi soma so cap
va trudng thanh phoi soma vi né cung cap ngudn nito cho qua trinh téng hop protein
va acid nucleic. Hon nita, glutamine duoc st dung 1am nguyén liéu dé tong hop céc
amino acid khdc va hoat dong nhu mét chét chuyén héa van chuyén nito. Hon nita,

glutamine déng mot vai trd quan trong trong su tang trudng, phat trién, thich nghi va

dap ung véi stress ciia moi truong [184].

Hinh 3.6. Su phat sinh phoi soma so cip tir mau P-ITCL sdm Lang Bian sau 12 tuin
nudi ciy trén cac mdi truong khic nhau (Thude do: 1 mm) A. Pdi chimg; B. 146

mg/L glutamine; C. 100 mg/L proline; D. 1,5 mg/L spermidine

Hinh 3.7. Cac giai doan phat trién trong qua trinh phat sinh phoi soma so cip sam
Lang Bian (Thuéc do: 1 mm) A. Phoi soma hinh cau; B. Phoi soma hinh thiy 16i; C.

Phoi soma ¢6 1a mam
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Hi¢u qua cua glutamine trong viéc cai thién sy cdm ung phat sinh va truong
thanh cta phoi soma ciing d duoc chirng minh & nhiéu ddi trong thyc vat. Theo Rai
va cong su (2009), bo sung 100 mg/L glutamine lam gia ting ty 1& truong thanh cta
phoéi soma Psidium guajava [185]. Ngoai ra, glutamine cling da dugc chirng minh la
6 anh hudng tich cuce dén su phat sinh phodi soma Musa spp., Quercus suber L. [186].
Trong nghién ctru sy phét sinh phdéi soma Musa spp., Grand Naine va Rasthali,
Nandhakumar va cong sy (2018) cho rang glutamine (400 mg/L) d3 ting cuong dang
ké su phat sinh phoi soma so cap (1an luot 12 1680 va 1850 phdi) va thtr cép (twong
g 12 3597 va 3270 phdi) so véi cic nghiém thire bd sung acid amin khac va cao hon

so voi méi trudng bo sung proline [187].

Rahmouni (2020) da nghién ctru anh hudng cua 19 loai acid amin khac nhau
dén sy hinh thanh phéi soma thit cip & Quercus suber L., tiy thudc vao ndng do va
loai acid amin cho hiéu qua tao phdi soma khic nhau. Glutamine ¢ ndng do 500 mg/L
cho hiéu qua phét sinh phoi soma tot nhét va kich thich hinh thanh phéi soma thit cap;
ty 1 phat sinh phoi soma thir cap 14 79,97% va 11,5 phdi/mau duogc hinh thanh tir
phoi soma so cip [186]. Ngoai viée ting hiéu qua phét sinh va trudng thanh phdi
soma, viéc bd sung glutamine (500 mg/L) vao méi trudng nudi ciy con gidp giam ty
1¢ ph6i soma bat thuong [186]. Tuong tu, Rathore va cong su (2012) cho ré“mg viéc
b6 sung glutamine (2192 mg/L) vao mdi truong nudi cay da kich thich su trudng
thanh cta phdi soma Acacia senegal va giam ty 18 phdi soma bat thuong [188]. Tuy

nhién, thy theo loai thyc vat nghién ctru ma nhu cau vé glutamine s€ khac nhau.

Mit khéc, viéc bd sung acid amin vao méi trudng nudi cdy cé thé thic day
hodc trc ché sy phdt sinh va tdi sinh cua cdy con tir phoi soma, tiy thudc vao loai va
néng do str dung cho tung loai thyc vat. Pintos va cong su (2010) da nghién ctru 4nh
huong cia céc acid amin (asparagine, arginine va glutamine) dbi voi sy phat sinh
phoi soma Quercus suber. Céc tic gia nhan thay, mic dit sy két hop ctia 3 acid amin
nay kich thich sy phat sinh phoi soma nhung hi¢u qua khong khac biét so véi doi
ching [189]. Tuong tu, glutamine 1am giam s6 lugng phdi soma va ty 1¢ hinh thanh
phoi soma thi cp ctia Quercus ilex [190]. Két qua ctia chung t6i ciing cho thay rang
viéc tang nong d6 glutamine 1én 730 — 1022 mg/L da trc ché sy phat sinh phoi soma
ctia cidc mau L-tTCL va P-ITCL sAim Lang Bian.

Nhu vay, glutamine dong mot vai trd quan trong trong su phat sinh phdi soma
ctia nhiéu ddi tuong thuc vat. Chung duogc str dung nhu mot nguff)n nito bd sung cho
su phdt trién ciia mau cdy. Trong mdt sd truong hop, nhd tic dung kich thich ting

truong, glutamine cling duoc sir dung 1am ngudn cung cap nito duy nhit trong moi
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truong nudi ciy. Tuy nhién, nhu cau vé ham luong glutamine phu thudc vao giéng
cdy trong. Trong nghién ctru ndy, glutamine khong c6 tac dong tich cuc dén su phat

sinh phoi soma so cdp sdm Lang Bian.
Miu L-tTCL
200 -

151,28a

160 -
130,01b
120 A
92.31c¢c

77,61

80 {'¢ °
55,90d
33,60e
40 - 22,90ef 1541
ch
0,00h g
. [

146 438 730 1022)| 100 200 300 400 | 1,5 7,5

D(")i Glutamine (mg/L) Proline (mg/L) Spermidine (mg/L)
chirn

GCF

MAu P-ITCL
250 -
199,50a

200 -
151.60b 169.50b
150 A
100,90¢ 111,0%
100 - 76,20d
65,90d 65,00d
50 35 50e 34 70e 35,10e
4 20e 22 30e
0 .
15 30

146 438 730 1022 100 200 300 400 | 1,5 7,5

Déi Glutamine (mg/L) Proline (mg/L) Spermidine (mg/L)
chirng

GCF

Hinh 3.8. Hé sb hiéu chinh ting trudng (GCF) ctia miu L-tTCL va P-ITCL nudi ciy

trén moi trudong bo sung glutamine, proline hodc spermidine sau 12 tuan nudi cay

Proline 12 mét trong nhitng ngudn nito khtr thiét yéu duoc chuyén héa va hap

thu rat nhanh trong té bao; né khong gay doc ma thiic day sy ting trudng té bao trong
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qud trinh nudi cdy. Tang cudng tong hop proline c6 tic dung cai thién hoat dong cia
con dudng pentose phosphate oxy hoa. Qua dé, gia ting sy phén chia va biét héa té
bao. Dong thoi, viée kich hoat con dudng pentose phosphate lién két vi proline dong
mot vai tro tich cyc trong qua trinh phat sinh phdi soma thong qua viéc tang cuong
sinh téng hop cytokinin, auxin va phenolic ndi sinh can thiét cho qua trinh phat sinh

phoi soma [191].

Proline dugc bd sung riéng 16 hoidc két hop véi cdc amino acid khéc trong moi
treong nudi cy véi ndng do thich hop c6 tic dung thuc day su ting truong cia té bao
va sy phét sinh ph6i soma. Proline con c6 chirc ndng bao vé enzyme khoi sy phan
huy, kiém sodt ndng do acid trong bao tuong [192]. Ngoai ra, proline con c6 vai trd
tich cyc trong viéc ting ham lugng protein trong té bao c6 kha ning phat sinh phdi
soma. Sy hién dién cta proline trong mdi trudng 1am giam thé nudc ciia moi truong
nudi cdy, lam ting ndng do cdc chat tich liy trong té bao, va do do thiic day sy phat
sinh phoi soma. Két qua nghién ctru cho thay, tac dong cta proline dén qud trinh phét
sinh phéi soma khac nhau ddi véi tung loai thuc vat. Pdi voi sAm Lang Bian, hi¢u
qua cta proline trong su phat sinh phoi soma so cap khong cao & cdc mau P-ITCL thé
hién qua ty 1¢ mau phat sinh phdi soma so cap va sd lugng phdi soma hinh thanh trén
mdi miu cay. Trong khi d6, & cic mau cdy L-tTCL, mac dii ty 16 mau phat sinh phdi
soma so cAp va sd phdi soma khong cao nhung chat lugng phéi vuot trdi so voi ddi

chtng khi b sung 100 — 200 mg/L proline vao mdi truong nudi cay.

Téc dung cua proline di véi su phét sinh phoi soma da duoc nghién ctu trén
nhiéu ddi tuong thyc vat nhu sim Ngoc Linh [93], tulip [193]. Gerdakaneh va cOng
s (2011) d3 bao cao rang proline & nong do 100 mg/L c6 tic dung dang ké hon
glutamine trong viéc phdt sinh va phét trién phdi soma ¢ diu tdy. Nghién ctru cho
rang tac dung tich cuc ciia proline d6i véi qua trinh phat sinh phoi soma c6 thé 1a do
acid amin nay tham gia vao mot sb con dudng truyén tin hi€u trong té bao [194].
Tuong tu, trong vi nhan gidng hoa tulip, Podwyszynska va Marasek-Ciolakowska
(2020) d3 bdo cdo su ting sinh md seo va phat sinh phdi soma t6t nhat khi cdc mau
ciy duoc nudi cdy trén méi trudng bd sung 0,01 mg/L 2.4-D don 1¢ hoic két hop voi
TDZ hoic BA, va 100 mg/L proline c¢6 thé thu dugc trung binh tir 30 dén 55 phoi/100
mg md seo [193]. Tuy nhién, ddi véi mot sb loai thyc vat khic thi can ndng do proline
cao hon cho su phét sinh phoi soma, chang han proline & ndng d6 300 mg/L phit hop
voi sam Ngoc Linh [93] va 500 mg/L phu hgp phét sinh phoi soma dau tay [94]. Tuy
nhién, voi sim Lang Bian, su ¢6 mit cta proline trong moi trudng nudi cdy anh hudng

ti€éu cuc dén su phat sinh phdi soma.
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Putrescine (Put), Spermidine (Spd), Spermine (Spm) 1a nhirng loai polyamine,
phd bién déng mét vai trd quan trong trong qué trinh phan chia té bao, biét héa, 6n
dinh mang té bao va sao chép DNA. Ching dugc bao cdo la c6 lién quan dén cdc qué
trinh phét trién cua thuc vat nhu ting trudng, 130 héa va phan tng véi stress. Hon
nita, polyamine con kich thich qu4 trinh téng hop va/hoic kich hoat cdc hormone noi
sinh va tong hop protein. Mit khdc, tic dong cua polyamine ddi v6i su phit trién cua
thue vét duoc didu hoa thong qua qua trinh diéu hoa biéu hién gen, thay dbi cau tric,
tinh linh dong ctia mang té bao, phién mi va dich ma. Cation amine cta polyamine
c6 thé lién két v6i céc anion trong nhém phosphate cia DNA hodc RNA va nhém

carboxyl cua protein trén mang té bao, do d6 dam bao tinh linh hoat caa mang [195].

Vai tro cua spermidine trong qué trinh phét sinh phoi soma & cac loai thuc vat
khéac nhau da dugc nghién ctru. Trong giai doan cam trng phdi, spermidine s€ gitp
cho té bao ving md phéan sinh phan chia nhanh chéng va giup cho phdi duoc hinh
thanh. Nghién cru ctia Nhut va cdng su (2012) cho théy viéc bd sung 15 mg/L
spermidine vao méi truong nudi cdy lam tang ty 1¢ mau phat sinh phoi soma ciing
nhu s6 luong phdi soma hinh thanh trén méi mau cay ¢ sim Ngoc Linh [93]. Takeda
va cong sur (2002) di bao cdo rang viéc bd sung spermidine ngoai sinh vao mdi trudng
nudi cy té bao, mo thuc vat cé thé thuc day qu4 trinh tao phdi soma bang céch thay
d6i ham lugng hormone noi sinh va viéc bd sung chat trc ché tong hop polyamine din
dén tri hodn hodc e ché qud trinh tao phéi soma [196]. Ngoai ra, Kadioglu va cong
su (2002) cho rang c6 thé giam nong do ethylene khong mong mudn va tiang su phat

trién ctia mé thuc vat bang cdch bd sung polyamine ngoai sinh [197].

Trong nghién clru sy phat sinh phdi soma ctia Agave angustifolia, Elbl va cong
su (2015) cho rang, sy phét sinh phoi soma hinh cau cta A. angustifolia duoc ddnh
dau bang sy gia ting tbc d6 phan chia va biét héa té bao, su biéu hién cua cic gen
lién quan dén sinh téng hop carbohydrate va stress oxy héa. Sau d6, qua trinh phat
trién phoi soma tir dang hinh ciu sang ciy con xay ra mot loat cdc bién d6i sinh 1y va
sinh héa trong té bao. Trong qu4 trinh hinh thanh va phét trién phoi soma, ham luong
clia spermidine noi sinh thay dbi tiy theo giai doan ctia qu4 trinh phét sinh phdi soma
[198]. Két qua nghién ctru thu duoc cho théy, spermidine co tac dong tich cuc dén su
phat sinh phoi soma so cap & ca hai loai mau cdy L-tTCL va P-ITCL. Hiéu qua phat
sinh phoi soma so cdp sdm Lang Bian in vitro & ca hai loai mau ciy t6t nhat trong

moi truong MS ¢6 b sung 30 g/L sucrose, 8,0 g/L agar va 1,5 mg/L spermidine.
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3.2.2.3. Anh hwéng ciia glutamine, proline hodc spermidine ddi véi hoat tinh ciia cdc

enzyme chong oxy héa

Két qua nghién ctru cho thiy glutamine, proline hodc spermidine khi duoc st
dung & ndng dd thich hop déu c6 tic dung kich thich sy phét sinh phoi soma tir cdc
ngudn mau L-tTCL hodc P-ITCL. Theo mét s nghién ciru da dugc cong bd, proline,
glutamine va polyamine c6 vai tro bdo vé thuc vat dap ung lai véi cic tic nhan gay
stress khéac nhau. Dé hiéu 16 duoc tic dong bao vé cua ching ddi voi thuc vat, cu thé
1a su phat sinh phoi soma tir cdc ngudn mau ciy khac nhau, ching t6i str dung céc
nghiém thtrc cho hiéu qua phét sinh phdi soma t6t nhat di v6i ca hai nguén mau L-
tTCL hozc P-ITCL [mdi truong MS ¢6 bd sung 7 mg/L NAA (ddi véi miu L-tTCL)
hodc 1 mg/L 2,4-D (d6i voi mau P-ITCL), 30 g/L sucrose, 8,0 g/L agar va tuong tng
146 mg/L glutamine, 100 mg/L proline hodc 1,5 mg/L spermidine] dé nghién ciru
huong cia chung ddi v6i hoat tinh cta cdc enzyme chéng oxy héa va su khic biét so
v6i ddi chung.

Hoat tinh SOD, CAT va APX cua phoi soma sam Lang Bian thu duoc tur cac
mau L-TCL va P-ITCL sau 12 tuin nudi ciy duoc ghi nhan trong Bang 3.8 va 3.9.
Dbi véi mau L-tTCL, hoat tinh ciia cdc enzyme chong oxy héa, bao gom SOD, CAT
va APX, trong nghiém thirc nudi cdy phdi soma trén moi trudng bd sung 1,5 mg/L
spermidine cao hon dang ké so voi nghiém thirc bo sung 100 mg/L proline va 146
mg/L glutamine. Hoat tinh ctia SOD va CAT trong nghiém thiic bd sung 146 mg/L
glutamine (186,89 U/g, 1145,52 U/g) va 100 mg/L proline (136,46 U/g; 930,22 U/g),
thap hon nhiéu so v&i nghiém thirc ddi chtng (238,26 U/g), 1490,09 U/g); tuy nhién,
két qua nguoc lai da dugc ghi nhan ddi véi hoat tinh APX, glutamine va proline cho
hoat tinh APX cao hon (Bang 3.8). Déi véi cdc mau P-ITCL, viéc bo sung 1,5 mg/L
spermidine ciing cho cac gia tri SOD, CAT va APX cao nhit so véi tit ca cdc nghiém
thirc con lai. Tuy nhién, trong loai mau cdy nay, viéc bo sung proline cé thé tang
cuong hoat tinh cua SOD va APX.

Céc dang oxy hoat héa (reactive oxygen species — ROS), mot san pham cua
qua trinh trao doi chat, bao gdm cic gbc tu do va mot s6 phan tir c6 chira nguyén tir
oxy trong cau tric. Cdc ROS noi sinh dugc chuyén héa tir cic gbc ty do anion
superoxide. Goc tu do anion superoxide dugc hinh thanh chii yéu thong qua hé
enzyme NADPH oxidases (NOXs), xanthine oxidase (XO) va chudi truyén dién tir ty
thé. Do chiing c6 chira electron tyr do nén chiing c¢6 kha ning tham gia phan tng rat
manh. Sinh t6ng hgp ROS thuong gan lién véi mot sé phan ing quan trong cuia thyc

vat nhu dan truyén tin hi¢u té bao, can bang ndi moi, kich hoat sy biéu hién gen va
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protein c6 chirc ning bao vé va phét sinh hinh théi thuc vat. Mot s nghién ctru trén
cac dbi tuong thuc vat nhu Oldenlandia umbellate [199] va Cyathea Delgadii [200]
bédo cdo rang ROS ¢6 vai trd quan trong & giai doan dau cua qud trinh phdt sinh phoi
soma va dugc dic trung béi viée cam Gng cac gen lién quan dén stress. Tuy nhién,
ROS néu duoc téng hop va tich lily & ndng d6 cao ciing co tac dong gay doc dbi voi

té bao, tham chi giy chét té bao.

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

Nghiém thirc SOD (Ulg) CAT (Ulg) APX (Ulg)

Dbi ching 238,26 +£3,68°  1490,09 +7,35> 0,26 + 0,05¢
146 mg/L. Glutamine 186,89 + 1,47° 114552 +341° 2,65 +0,04°
100 mg/L Proline 136,46 + 1,279 930,22 + 1,284 1,78 £0,04°¢

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

Ghi chi: Déi chitng la méi triueong MS b6 sung 7 mg/L NAA, 30 g/L dwong sucrose,
8 g/L agar, khong bo sung glutamine, proline hodc spermidine. Cdc chit cdi khdc
nhau (a, b, ...) trén ciing mot ¢ét chi sy sai khéc cé ¥ nghia thong ké ciia cdc gid tri
trung binh véi p < 0,05 (Duncan’s test). Gid tri thé hién trong bang 1 gid tri trung
binh +SD (d¢ léch chuan).

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

Nghiém thiic SOD (Ulg) CAT (Ulg) APX (Ulg)

bbi ching 120,56 £ 1,319 1004,57 + 2,95¢ 0,37 + 0,024
146 mg/L. Glutamine 181,60 £2,73>  1183,11 £7,39® 2,50 £ 0,05°
100 mg/L Proline 151,81 +£1,09¢ 689,20 + 6,684 1,64 + 0,06°

1,5 mg/L. Spermidine 208,19 £2,16* 1794,30 + 16,20 2,87 £0,032

Ghi chi: Poi chitng la méi trwong MS b sung 1 mg/L 2,4-D, 30 g/L dwong sucrose,
8 g/L agar, khong bo sung glutamine, proline hodc spermidine. Cdc chit cdi khdc
nhau (a, b, ...) trén ciing mot ¢ét chi sy sai khéc cé y nghia thong ké ciia cdc gid tri
trung binh véi p < 0,05 (Duncan’s test). Gid tri thé hién trong bang la gid tri trung
binh +SD (d¢ léch chuan).
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Thue vat 12 nhitng sinh vt nhay cam, thuong xuyén phai déi mit véi nhiéu
stress phi sinh hoc va sinh hoc nhu nhiém ddc kim loai niang, han han, nhiém min va
nhiét do (thép va cao) trong sudt chu trinh séng. Su can bﬁng gilra san Xuét va loai bo
cac oxy hoat héa (ROS) b1 xdo tron dudi nhitng tac dong stress nay. Stress oxy hda
1am ton thuong cac phan tir sinh hoc (DNA, lipid va protein), 1am réi loan tinh thim
ctia mang té bao, cudi ciing din dén chét té bao. Dé ton tai dudi diéu kién stress oxy
héa, thuc vat da thich nghi thong qua nhiéu phwong thirc khic nhau, bao gom tich liiy
cdc chat chuyén héa c6 vai trd bao vé. Cic chét chéng oxy héa bao gdm cdc phan tir
6n dinh, c6 tic dung 1am giam hodc mat kha ning gay hai cia ROS dén té bao thuc
vat bang cich nhan hodc nhudng electron cho cic gbc tir do va trung hoa ching. Cic
ton thuong oxy héa c6 thé duoc han ché thong qua hai cach truc tiép hodc gidn tiép.
Theo phuong thiic truc tiép, cdc chit chdng oxy héa phan tng véi ciac ROS, chiang
han nhu tao phuc lam mét kha nang xuc tac cua cac kim loai chuyén dién ta. Do do,
lam giam sy hinh thanh sé lwvong gbc oxy hoat héa. Theo phuong thiic gidn tiép, tc
ché hoat dong tao ra ROS (NAD(P)H oxidase va xanthine oxidase) hodc tang cuong
biéu hién cdc enzyme chdng oxy hoa nhu superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) va ascorbate peroxidase (APX) [201]. C4c enzyme nay vura c6 vai tro duy tri
su sinh tong hop ROS gitip thuc vat ton tai trong nhirng diéu kién méi trudng bét 1o,
vira c6 tac dung kiém sodt va giam thiéu tac dong gy doc cia ROS ddi vé6i hoat dong
sdng ctia té bao. Trong do, (1) SOD la enzyme chuyén héa cic gbe ty do superoxide
thanh H20» va O,. Chung thudng hoat dong trong té bao chit, luc lap, ty thé va
peroxisome. Trong trudng hop ham luong céc gbe tu do superoxide thap thi hoat d6
cua SOD ciing gidm nhanh; (2) CAT c6 chlic nang phan giai H>O» thanh H>O va Oa,.
CAT thudng hoat dong trong peroxisome, glyoxysome, ty thé; (3) APX xiic tic phan
giai H2O2 thanh H,0 va O str dung ascorbate 1am chit cho dién tir. Enzyme ndy c6
trong té bao chat, mang thylakoid cuia luc lap, mang peroxisome va ty thé. Vai tro
chinh ctia APX 1a loai bo H2O: khi ving mit CAT [202]. M6t s nhém chét chuyén
héa bao gém proline, glutamine va polyamine, tir 1au da dugc cho 1a c6 vai trd bao
vé dudi tac dong dudi cac didu kién stress khdc nhau, bao gom ca stress oxy hoa,

bang cich duy tri cdc chlrc nang va cau tric cua té bao dap tng vdi stress oxy hoa.

Hau hét thyc vat sir dung nito v co bao gom nitrate va amonium 1am ngudn
nito chinh. Nitrate hap thu tir mdi truong bén ngoai bi khir thanh nitrite nhd nitrate
reductase. Nitrite rat doc dbi véi té bao thuc vat nén ching nhanh chéng bi khtr thanh
amonium dudi xiic tc nitrite reductase. Amonium cé nguén gdc tlr nitrat hoic duoc
hap thu tryc tiép tir mdi truong bén ngoai dugc dong héa thanh glutamine va

glutamate thong qua chu trinh glutamine synthetase (GS)/glutamine oxoglutarate
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aminotransferase (GOGAT) [203]. Ngoai ra, thuc vat cling co thé hép thu truc tiép
cdc acid amin, cy thé 13 glutamine dé hd tro su sinh truéng va phit trién cua ching.
Glutamine duoc hip thu vao té bao thyc vat thdng qua cdc chat van chuyén acid amin
va dong vai tro nhu 14 ngudn nito quan trong cho su ting trudng va phit trién cia
thue vat. Glutamine c6 vai trd quan trong trong qué trinh sinh tdng hop protein va
nucleotide, 12 ngudn cung cip amino chinh dé téng hop acid amin va cic hop chét
chtra nito khéac trong thuc vat. Bén canh vai trd trong dinh dudng va trao doi chit,
glutamine con ¢ chirc ning nhu mot phén tir truyén tin hiéu lién quan dén diéu hoa

trao ddi chat.

Ngoai ra, glutamine con anh hudng dén sy biéu hién ctia mot s6 gen quan trong
lién quan dén phan tng stress. Tac dong cta glutamine 1én biéu hién gen c6 thé xay
ra do tac dong truc tiép ctia glutamine hodc théng qua cdc san pham chuyén héa
glutamine. Khi ham lugng glutamine noi sinh bén trong té bao gia ting s& anh hudng
dén trang thi oxy héa khtr ctia té bao, tir d6 gdy ra sy biéu hién ctia cic gen phan tng
véi stress. Hon nira, glutamine c6 thé khuéch dai tin hiéu va tuong tac vdi cic con
duong truyén tin hiéu khac dé didu chinh su phdt trién ca thuc vat va phan tng voi
stress [204]. Ngoai ra, glutamine c6 thé lién quan dén viéc giam tic hai caa ROS
thong qua con dudng tong hop proline [205]. Nhu vdy, glutamine c6 thé dong vai tro
1a chét dinh dudng dé hd tro sy ting trudng va phat trién cua thuc vat, chung ciing 1a

tdc nhin gy stress dé tao ra phan tng phong vé & thyuc vat.

Proline c6 vai tro quan trong gitp thuc vat chéng chiu v6i nhitng diéu kién bat
loi cia méi trudng théng qua diéu chinh 4p suét tham thau, chdng oxy héa, cung cip
ning luong va dong vai trd nhu mot phan tir tin hiéu. Tac dong chéng oxy héa cia
proline thé hién qua viéc bao vé protein va mang té bao khoi sy ton thuong bang cich
lam bat hoat cdc nhém hydroxyl va cdc chat phan Gng manh khéc trong ti thé va luc
lap dugc tao ra trong nhirng diéu kién stress. Proline két hop voi géc hydroxyl tw do
dé hinh thanh céc gbc ty do on dinh hon. Chang han nhu proline twong tac véi goc
hydroxyl tw do va bi oxy hoa dén 5-hydroxyl proline hoic semialdehyde glutamate
hay theo nhdnh ré& t6i glutamate gép phan loai bo duge gbc oxy hoat héa nay. Bén
canh d6, proline dé dang tao phirc van chuyén véi oxy singlet, qua d6 lam giam ning
lugng hoat dong cia nd. Do do, proline c6 tic dung bao vé cho cic hop chit amin
trong luc lap. Ngoai ra, proline con gitip duy tri trang thii cAn bang NADPH/NADP*
gitip 6n dinh trang thdi oxy héa khir va ngan ngira sy ton thuong bé may quang hop.
Trong giai doan stress, proline déng vai tro nhu 1a nguén cung cap ning lugng va

duong lugng khir, ngin ngira sy mat hoat tinh cia cac dai phéan tir, gép phan bao vé
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toan ven cau tric mang. Trong giai doan phuc hoéi sau stress, proline cé vai trd nhu
nguon bo sung nang lugng, ngudn nito hiru co va cac hop chat khir tham gia vao qua

trinh stra chira.

Do d6, viéc bd sung proline vao trong mdi trudng nudi ciy gitp thuc vat dap
g lai voi cdc diéu kién bat loi ciia moi truong. Tuy nhién, hoat tinh cua cic enzyme
chéng oxy héa khong chi phu thudc vao mirc do stress ma con phu thude vao ting
dbi tuong thuc vat va ham lugng proline bd sung. Su gia tang hoat dong APX da duoc
quan sét thdy ¢ mia khi str dung proline ¢ nong do 2300 mg/L proline [206]. Nguoc
lai, Kibria et al. (2016) cho théy réng st dung 2875 va 5750 mg/L proline ngoai sinh
lam gidm hoat dong APX & Triticum aestivum [207].

Trong nghién ctru phat sinh phdi sim Lang Bian, ddi v6i mau cdy L-tTCL,
hoat tinh SOD va CAT trong nghiém thirc b6 sung proline thap hon so v&i ddi ching
c6 thé 1a do kha ning bat hoat cdc nhém hydroxyl va cdc chat phan tng manh khic
ctia proline dé hinh thanh céc gdc ty do 6n dinh hon. Trong khi d6, SOD thuong dugc
ting cudng tong hop khi ham luong cdc gde tu do superoxide cao. Tiép theo d6, anh
huong toi su tong hop CAT véi vai trd phan giai H2O» thanh H2O va Oz (san pham
clia qué trinh chuyén héa céc gbe ti do superoxide thanh H,O» va O, dudi xic tic
ctia enzyme SOD). Pdi véi mau P-ITCL, proline ting cudng hoat tinh SOD so véi
d6i chtng gitp chuyén héa hiéu qua hon superoxide thanh H,O», trude khi tiép tuc
phan giai thanh H>O> va Oz dudi xtic tac cua APX.

Polyamine diéu hoa hoat tinh enzyme oxy hoa ROS dé can bang ndi méi théng
qua vai trd (truc tiép hodc gidn tiép) diéu chinh hé théng enzyme chéng oxy héa hoic
ngan chin san xuit enzyme chéng oxy héa ROS. Thyc vt tong hop céc chit chuyén
héa va céc phan tir nhu polyamine va H.O» dé dap ting lai stress oxy héa. Ngoai ra,
polyamine con c6 tdc dung giam stress oxy hoéa. Thuc vat phan ing vdi stress oxy
hoéa thong qua cac con dudng chong oxy héa enzyme va phi enzyme [208]. Vi vay,
viéc bo sung polyamine vao moi truong nudi cdy giip mau cdy tong hop nhidu
enzyme chong oxy héa hon, tir 46 giip mau cdy han ché cac tac dong bat loi do stress
oxy héa gy ra. Hon nita, mot nghién ciru gan day cta Zhong va cong su (2020) cho
thdy su tich lily polyamine déng mot vai trd quan trong & ciy ca chua sinh trudng
trong diéu kién stress man. Ho phét hién ra rang sy tich liiy polyamine giup giam
thiéu thiét hai do stress oxy héa gay ra cho té bao thyc vat thong qua lién két chéo
giita polyamine va cic enzyme chéng oxy héa; Nghién ctru ciing chiing minh rang
viéc bo sung spermidine vio trong mdi trudng nudi cay cdy ca chua lam ting biéu

hién cta cic enzyme chdng oxy hoa nhu SOD, CAT va APX, cai thién sy ting trudng
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va nang sudt cta cy trong dudi diéu kién stress man [209]. Trong nghién ctru niy,
moi trudng nudi cdy MS c6 chira 7 mg/L NAA (dbi véi miu L-tTCL) hodc 1 mg/L
2,4-D (d6i véi mau P-ITCL), 30g/L sucrose, 8,0 g/L agar duoc bd sung thém 1,5
mg/L spermidine di gidp phoi soma sim Lang Bian tong hop duoc nhiéu enzyme
chdng oxy hoa hon so véi nghiém thirc d6i chimg va céc nghiém thic khac. Tur do,
su hinh thanh phéi soma va chat luong phdi soma & nghiém thirc nay ciing vuot troi

hon.
3.2.2.4. S bién dong ciia cdc hormone néi sinh trong qud trinh phdt sinh phéi soma

Su phat sinh phoi soma chiu sy tac dong cua ca cdc nhém chét kich thich sinh
truong (auxin, cytokinin va gibberellin), v nhém chét tic ché sinh trudng (ABA, SA).
Bat ky su thay ddi vé ham luong cua cdc cht kich thich hay trc ché sinh truéng déu
tac dong dén su cam g, phat sinh va phat trién phdi soma. Do d6, nghién ctru vé sy
thay d6i ham lugng hormone ndi sinh va ty 1¢ giita cic nhém hormone ndi sinh trong

cdc mo thyc vat 1a can thiét nham tao di€u kién to61 uu hda cho su phat sinh phoi soma.

Su khéc biét rd rét vé ham lugng hormone ndi sinh da dugc quan sat théy o
céc giai doan khic nhau ciia qua trinh phat sinh phoi soma so cap sim Lang Bian.
Noéng d6 CK ndi sinh (ZEA, 2iP, kinetin, mT), IAA va GA3 cao nhét trong giai doan
cam g phat sinh phoi soma so cip & ca hai loai mau cdy L-tTCL va P-ITCL (Hinh
3.9, Hinh 3.10 va Hinh 3.11). Trong khi do, cdc hormone n¢i sinh con lai (MEL, ABA
va SA) khong biéu hién xu hudng bién dong ro rang (Hinh 3.9, Hinh 3.11 va Hinh
3.12). Ngoai ra, IAA chi dugc phét hién ¢ giai doan cdm Ung phat sinh pho6i soma so
cAp trong ca hai mau ciy (Hinh 3.9). Nhitng két qua nay cho thay, su bién dong cia
céc hormone noi sinh trong ting giai doan ctia qua trinh phat sinh phoi soma. Pong
thoi, sy hién di¢n va ham lugng ctia cdc hormone ndi sinh nay cling khac nhau gitra
méiu L-tTCL va P-ITCL. Tuy nhién, su bién dong ham lugng hormone ndi sinh trong
ting giai doan cua qua trinh phat sinh phdi soma so cap tir cic mau L-tTCL va P-
ITCL sam Lang Bian nhin chung tuong ty nhau (ngoai trit GA3) (Hinh 3.9, Hinh 3.10,
Hinh 3.11 va Hinh 3.12).

Qud trinh phit sinh phdi soma bao gom su két hop clia cdc tin hiéu ndi sinh va
tai 1ap trinh gen. Viéc sir dung céc auxin ngoai sinh, sir dung don 1¢ hay két hop véi
cdc chat diéu hoa sinh truéng thuc vat khac cam ung su biéu hién cua cdc gen khac
nhau, giy ra sy thay d6i chwong trinh biéu hién gen cua céc té bio soma va diéu chinh
su phat trién clia cdc té bao & cac giai doan khac nhau trong qud trinh phat trién phoi

soma [210]. Cé4c gen nay ma héa cho protein hoat dong trong chu ky té bao, sinh tong
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hop chat diéu hoa sinh truéng thuc vat, chu yéu la auxin, cling nhu cac protein lién
quan dén con dudng truyén tin hi¢u.
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Hinh 3.9. Sy bién dong ham luong auxin (IAA) va MEL trong qud trinh phdt sinh
phoi soma so cap sdm Lang Bian. L — MAu 14; P — MAu cudng 14; IP — Mau cudng 14
trong giai doan cam ng; IL — Mau 14 trong giai doan cam tng; EC — Md seo c6 kha
nang phat sinh phéi soma; GE — phéi soma hinh cau; CE — phdi soma c6 14 mam
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Hinh 3.10. Sy bién dong ham lugng cytokinin trong qu4 trinh phat sinh phdi soma so cap sdm Lang Bian. L — Mau 14; P — Mau cudng 14;
IP — Mau cudng 14 trong giai doan cam tng; IL — MAu 14 trong giai doan cam tmg; EC — Mb seo ¢6 kha niang phat sinh phoi soma; GE —

phoi soma hinh cau; CE — pho6i soma ¢6 14 mam.
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Hinh 3.11. Sy bién dong ham luong acid gibberellic va acid abscisic trong qud trinh
phat sinh phdi soma so cap sam Lang Bian. L — MAu 14; P — Mau cudng 14; IP — Mau
cudng 14 trong giai doan cam tng; IL — Mau 14 trong giai doan cam tng; EC — Mo

seo ¢ kha nang phat sinh phdi soma; GE — phoi soma hinh ciu; CE — phi soma c6

la mam.
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Hinh 3.12. Sy bién dong ham lugng acid salicylic trong qua trinh phdt sinh phoi soma
so cap sdm Lang Bian. L — Mau 14; P — Mau cudng 14; IP — Mu cudng 14 trong giai
doan cam tng; IL — Mau 14 trong giai doan cam tmg; EC — M6 seo c¢6 kha ning phat

sinh pho6i soma; GE — phoi soma hinh cau; CE — phoi soma c6 14 mam.
Vai tro cua auxin va melatonin

Trong s céc chét diéu hoa sinh trudng thyuc vat, auxin ¢6 vai trd quan trong
nhét cho sy phan chia va biét héa té bao lién quan dén su phat sinh va phit trién phoi
soma. Trong giai doan cdm Ung phét sinh phoi c6 su gia tang ham luong IAA ndi
sinh théng qua su ting cuong biéu hién cua cdc gen mi héa cho enzyme tryptophan
aminotransferase va enzyme flavin monooxygenase. Day la hai enzyme tham gia vao
qud trinh sinh tong hop IAA. Sy tich lily IAA c6 twong quan véi viéc kich hoat chu
trinh phan chia trong cic té bao c6 kha ning phat sinh phoi. IAA ¢6 tac dung kich
thich sy ting trudng cia té bao theo hai cdch: (1) kich thich qu4 trinh acid héa thanh
té bao, din dén ting kich thudc té bao; va (2) cam Gng sy phién mi cua cic mRNA

mi hoa cac protein lién quan dén su ting trudng cia té bao [211].

Ngoai ra, sy phan bd khong déu cuia auxin phai duoc thiét 1ap dé bat dau qué
trinh phat sinh phoi. Trong giai doan dau ctia qud trinh phét sinh phéi, auxin di chuyén
hudng ngon nho protein PIN7 (protein van chuyén auxin). Tir d6, gop phan xéac dinh
vi tri cia md phan sinh ngon chdi va cdc té bao hinh thanh tién mach. Su van chuyén
auxin theo chiéu huéng nay vén tiép tuc cho dén giai doan 32 té bao clia qud trinh
phat sinh phoi. Pay la diéu kién can thiét cho hinh thanh ctia mo6 phan sinh dinh chéi.

Ngoai ra, auxin dugc van chuyén va phan bo ¢ hai bén phdi quyét dinh vi tri cia 1a
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mAam sau ndy. Dong thoi, protein PIN1 diéu chinh sy di chuyén ctia auxin huéng gbc
can thiét cho sy hinh thanh mé phan sinh dinh r&. M6t s6 nghién ctru bdo céo rang,
xtr Iy cdc chit ngin can su di chuyén hitu cuc cua auxin, ching han nhu TIBA sé& trc
ché kha ning phat sinh phéi cua té bao. Nhu vy, ham lugng auxin ting manh & giai
doan cam tng gitp xac dinh vi tri ciing nhu phat trién sau d6 ctia cdc co quan phoi.
Sau d6, ham luong auxin giam manh & nhirng giai doan tiép theo ctia qud trinh phat
trién phoi. Ham luong IAA giam xudng c6 thé 13 do chung da bi thodi bién trong té
bao théng qua viéc hinh thanh cdc dang lién két (chu yéu voi amino acid va dudng)
hodc bi phan huy. Mot s6 TAA & dang lién két c6 thé duoc xem 1a dang du trit c6 thé
bi thiy phan dé tao thanh IAA tu do dap tmg cho nhu ciu trao doi chit cia té bao.
Ayil-Gutiérrez va cong su (2013) dé xuét rang sy cin bang giita IAA tu do va dang
lién két 1a can thiét cho su cho su phét sinh phodi Coffea canephora [212]. Két qua
nghién ctru & sim Lang Bian ciing cho thdy, chi phat hién IAA v6i ham luong dat
duogc gid tri cao nhét trong giai doan cam tng phét sinh phoi soma so cip ¢ ca hai

loai mau cdy L-tTCL va P-ITCL can thiét cho su phat sinh phdi sim Lang Bian.

Melatonin (MEL) tac dong dén céc chtic ning sinh 1y khac nhau ctia thue vat
bao gdm hép thu ion, van chuyén chat dinh dudng, trao ddi khi, d6ng md khi khong
va chdng oxy héa. Bén canh d6, MEL kich hoat hé théng chdng oxy héa & thuc vit,
bao gdm chu trinh ascorbate-glutathione, superoxide dismutase (SOD) va catalase
(CAT) din dén loai bo cdc gbc oxy hoat dong (ROS), ting cuong phan tir tin hiéu
chdng stress [213]. Ngoai ra, su twong tac gitra MEL-ROS gitip duy tri cdc md thuc
vét ton tai trong diéu kién stress va diéu hoa cdc mang ludi truyén tin hi€u nhanh va
phtrc tap trong thyc vat. Zhao va cdng su (2011) bao cdo réng MEL tang kha nang
phuc hdi ctia mé seo sau thdi gian bao quan lanh, dong thoi, hoat tinh cta cac enzyme
chdng oxy hoéa catalase va peroxidase gia ting trong cac khbi mé seo duoc xt 1y véi
0,1 uM MEL [214].

Ngoai ra, MEL kich thich sy hinh thanh md seo in vitro thong qua tac dong
dén sy phan chia té bao; kich thich sy phat sinh phoi khi dugc bo sung vao méi truong
nudi ciy thay thé IAA. Trong nghién ciru nudi cdy phdi soma Coffea canephora,
MEL dugc b sung vao trong méi trudng nudi cay co tic dung cai thién ty 1é mau
cam g tao mo seo va phat sinh phoi soma [215]. Két qua twong tu ciing bao cdo
trong nudi cdy phdi Medicago sativa L. [216]. Dbi v6i sam Lang Bian, ham lugng
MEL nbi sinh bén trong mau L-tTCL va P-ITCL ban d4u cao kich thich sy phan chia

té bao va phat sinh phdi soma.
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Vai tro cua cytokinin va meta — topolin

Trong su phat sinh phdi soma, cytokinin ¢ vai trd thuc ddy sy phién ma, kich
thich téng hop cac protein va enzyme lién quan dén su phan chia té bao thong qua
viéc kich hoat céc protein kinase trong con dudong truyén tin hi€u. Su hién dién cua
cytokinin cting voi mot sb luong 16n ti thé sin sang cho sy phan chia té bao dan dén
sw hinh thanh phéi hinh cau. Pong thoi, cytokinin can thiét cho sy hoat dong ctia md
phan sinh ngon. Do d6, trong giai doan hinh thanh mo6 phéan sinh ngon ¢é sy gia tang
ham lugng cytokinin. Trong nghién ctru Arabidopsis thaliana, md phan sinh chdi
khong thé phat trién binh thudng néu khong c6 su chuyén ddi cytokinin tir dang lién
két sang dang tu do. Nguyén nhan c6 thé 12 do ham lugng cytokinin khong dii cung
cap cho hoat dong ctia céc té bao viing md phén sinh ngon, din dén giam st su tong
hop auxin, ham lugng auxin khong du cho su di chuyén hitu cuc dén cdc vi tri hinh
thanh co quan phéi. Tt d6, su trudong thanh cua phoi khong duoc tiép tuc do khong
c6 su phdt trién ctia mé phan sinh chdi va ré. Nhu vay, cytokinin can thiét cho su phat
trién phoi binh thudng. Két qua phan tich ham lwong cytokinin (bao gdm kinetin, 2iP
va zeatin) trén ddi trong sim Lang Bian ciing cho thiy, tit ca cac giai doan cam tng,
tao md seo c6 kha ning phat sinh phoi, phoi hinh cau va phoi c6 14 mam & ca hai miu
L-tTCL va P-ITCL déu c¢6 sy hién dién cta cytokinin. Mdc du ham luong kinetin, 2iP
va zeatin ¢6 su bién dong gifra cac giai doan khac nhau ctia qua trinh phét sinh phoi,
tuy nhién, ching lai can thiét cho su phan chia té bao ciing nhu sy phét trién binh

thuong cua phoi soma.

Meta — topolin (mT) 1a dan xuat cua BA tu nhién dugc phat hi¢n gén day. mT
da dugc chirng minh 1a c6 hi¢u qua va dugc sir dung trong nghién ctru qud trinh phét
sinh phdi cua céc doi tuong thyc vat khac nhau. Saharan va cong sy (2011) da bao
cdo rang mé seo Balanites aegyptiaca c6 ngudn gdc tir r& phat sinh phoi khi duoc
nudi trong moi truong MS bén ran bo sung 0,5 mg/L mT va 2,5 mg/L 2,4-D. Phoi
soma thu duoc trong méi truong 1ong bo sung mT c6 tan suét téi sinh cao (78%) voi
choi va ré phat trién t6t [217]. Tuong tu, trong nudi cdy phdi Iia mach, Esteves va
cong sy (2014) bdo cdo rang viéc thay thé BA bang mT trong mdi trudng tai sinh da
cho ty 18 nay mam ciia phoi tao thanh cay con tang gap 2,9 1an [82]. Saeed va Shahzad
(2015) str dung mT nhu mot chat bd sung thudc nhoém cytokinin trong cac giai doan
khac nhau ctia qua trinh phét sinh phdi soma Albizia lebbeck bao gdm cam (g, phat
sinh va phat trién va ndy mam cua phdi soma. Ty 1¢ phoi va s6 phoi truong thanh cao
hon khi mau dugc nudi cay trong méi trudng bo sung 1,2 mg/L mT két hop véi 2,5

NAA va 11 mg/L glutamine [218]. Ngoai ra, trong giai doan ndy mam, Solérzano-
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Cascaante va cong su (2018) bao céo ré“mg mT c6 tac dong tich cuc dén su nay mam
ctia phdi soma du du Carica [219]. Két qua phan tich ham lwong mT trong nudi ciy
phoi soma sam Lang Bian ciing cho thiy, dbi voi ca hai mau cdy L-tTCL va P-ITCL,
mT dugc phat hién véi ham luong 16n ¢ giai doan ban dau ciing nhu giai doan cam
g can thiét cho su phat sinh phoi soma. Sau d6, ham lugng mT giam & giai doan
tao mo seo cO kha nang phat sinh phoi trude khi tang tro lai ¢ giai doan phoi soma

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

Trong qud trinh tao phdi hop tir, GA ndi sinh duoc yéu ciu chu yéu ¢ giai doan
dau cia qud trinh phat trién phdi va c6 thé lién quan dén dy treo. DAy treo ctia phoi
¢ giai doan hinh cau duoc phat hién c6 chira mot s6 hormone thue vat nhu GA, auxin,
cytokinin va acid abscisic. Sy tong hop GA trong diy treo ¢ vai trd quan trong cho
su phét trién phoi. Hon nita, trong diy treo c¢6 cic mRNA ma héa GAs-oxidase,
enzyme sinh tong hop gibberellin ¢6 hoat tinh sinh hoc quan trong. GA3 va GAs-
oxidase mRNA ciing dugc tich Iy trong day treo ctuia cdc ciy ho dau khéc, vi du:

Glycine max va Cytisus laburnum [86].

Ngoai ra, trong su phdt sinh phdi soma, GA c6 tac dong dén hudng dit cia cdc
vi 6ng O vi tri ngoai vi té bao, dan dén kiém soat hudng dat cac vi soi cellulose duoc
tong hop trén vich té bao. GA dugc bd sung vao trong méi trudng nudi ciy M. sativa
cv. Rangelander ¢ hai giai doan khac nhau: trong giai doan cam ng va bi¢t hda da
lam giam sy ting sinh mo seo va ting s6 lugng phdi soma; kha ning phat sinh phoi
tang manh khi GA cé mat trong moi truong biét hda [220]. Ngoai ra, ham lugng GA
noi sinh (GA1, GAs, GA2o) cao hon dang ké duoc tim thdy trong mé seo ¢ kha ning
phat sinh phoi cua ngd, so voi ham lugng GA ndi sinh & mo6 seo khong c6 kha nang
phat sinh phoi [221]. Tuong tu, trong su phét sinh phdi soma gidn tiép & M.
truncatula, md seo c6 ngudn gdc tir mau 14 cam g phat sinh phdi soma chil yéu di
kém vé&i qué trinh sinh tong hop GAj;. Ngoai ra, chat {rc ché sinh tong hop GA
(paclobutrazol) d4 trc ché manh mé su ting trudng clia mod seo va qud trinh phat sinh
phoi sau d6 [86]. Nhiing két qua nghién ctru nay chi ra rang GA noi sinh can thiét cho
c4 qud trinh cam @ng va qua trinh biét héa phdi soma. Két qua phan tich ham lugng
GA; trén sim Lang Bian ciing cho thay, ham luong GA; ting manh trong giai doan

cam ung can thi€t cho su cam ung va phat sinh phoi soma.
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Vai tro cua acid abscisic

Trong toan bd qua trinh phat sinh phoi soma, ABA duoc téng hop trong tit ca
cdc mo thue vat nhu cudng 14, 14, mo seo, phdi & cac giai doan phit trién khdc nhau
nhung ham luong ABA tuong ng & cic giai doan 12 khdc nhau. Sy khdc biét vé ham
lrong ABA giita cdc md thyc vat ciing nhu cac giai doan phét sinh phoi c6 thé 1a do
ABA duoc téng hop va tdn tai & hai dang tu do hoac lién két. Mot sb con duodng trao
ddi chat ma qua do ABA c¢6 thé duoc loai bé hodc phan huy trong mo thuc vat nhu
mat bién phap diéu chinh ham lugng ABA. ABA c6 thé duoc chuyén héa bang qué
trinh oxy héa, khur hoac tao ra dang lién két khong c6 hoat tinh [phé bién nhit 1a

glucosyl ester (ABA-GE)] dugc tich liiy trong khong bao hodc apoplast [87].

ABA ndi sinh ¢ y nghia quan trong d6i véi sy khoi ddu cia qua trinh phodi &
mot sb thuc vat. Nakagawa va cong su (2001) da bao cao ham lugng ABA cao hon &
cac dong mo seo c6 kha nang sinh phoi & dua (Cucumis melo) [222]. Thi va Pleschka
(2005) d4 bao cao vé mdi quan hé tich cyc giita ham luong ABA ndi sinh trong mau
céy cuéng 14 va qua trinh tao phdi soma cua mot s6 loai Daucus [223]. Thém vao do,
su phét sinh va phét trién phdi soma Arabidopsis thaliana bi e ché khi bo sung
Fluridone (FL), mot chat trc ché sinh tong hop ABA, vao trong mdi trudng nudi ciy
phit sinh phdi soma. Hop chat nay tiac dong t&i phytoene desaturase, tham gia vao
qud trinh sinh tong hop carotenoid — tién chat dé sinh tong hgp ABA [224]. Ngoai
ra, su téng hop va tich liiy ABA 1a mdt dac diém quan trong trong viéc cai thién sy
phit trién phdi soma cua thuc vat. ABA duoc gia ting tong hop trong giai doan tich
lity dinh dudng du trit va tham gia vao qud trinh biéu hién gen lién quan dén tong hop
céc protein duy trit va protein LEA. Dong thoi, ABA gitip han ché su ph4 v biéu bi
thong qua viéc can phoi tang trudng dé tiép tuc phdt trién binh thudng. O ciy 14 kim,
ABA thuong duogc bd sung trong mdi trudng nudi cay dé ting cudng sy trudng thanh

cua phoi soma.

Tuy nhién, ABA lai c¢6 tic dong @rc ché su phit trién tiép tuc cta phdi soma;
s6 lwong phoi hinh cau va hinh thuy 16i dugc tao ra nhidu hon so véi phdi ¢6 14 mam.
Phoi soma cham phat trién la do ABA tc ché hoat dong ACC oxidase (ACO), tir d6
giam tong hop va hoat dong ethylene, kiém soat cac giai doan phdt sinh phdi soma.
Pong thoi, ABA gitip cdc phdi hinh cau c¢6 su biéu bi hoa & hon va nhanh chéng dat
dén giai doan thay 16i. Tuy nhién, néu tiép tuc duy tri ABA & ham luong cao, phoi s&
khong tiép tuc phdt trién va ndy mam thanh cy hoan chinh. Trong nghién ctru nudi
ciy phoi soma Medicago spp ciing cho thiy, ham lugng ABA tuong ddi cao trong

cac mau cuong 1a ban dau, sau do, giam manh trong giai doan cdm irng mo se¢o, nhung
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lai ting déng ké & cac phoi dang biét héa, tiép theo d6, ham lwong nay lai giam & giai
doan phdi c¢6 14 mam [225]. Két qua twong ty ciing duoc ghi nhan khi ciy chuyén mo
seo Lycium barbarum sang moi truong phat sinh phoi, ham lugng ABA ndi sinh tang
1én déng ké, theo d6 ham lwong cao nhit tring v6i giai doan tao té bao c6 kha ning
phit sinh phoi [226]. Déi v6i sim Lang Bian ching ti ciing nhén thay, ABA dugc
phit hién trong miu ciy P-tTCL ban dau, sau do, tiép tuc gia ting manh & giai doan
cam ung. Tuy nhién, ham luong ABA lai giam & giai doan tao md se¢o c6 kha nang
phat sinh phdi trudc khi ting tré lai & giai doan phoi hinh cau va giam ¢ giai doan
phoi c6 14 mam. Két qua twong tu cling dugce ghi nhan ddi véi mau cay L-tTCL, tuy
nhién, & giai doan dau khong ghi nhan dugc sy hién dién cia ABA, ham luong ABA
lai gia ting & giai doan tao md seo c6 kha ning phat sinh phoi va dat gid trj cao nhét
& giai doan phoi hinh cau trudc khi giam & giai doan phoi ¢6 14 mam. Tir cdc két qua
nghién ctru cho thiy rang, ABA c6 lién quan dén cam tng phét sinh phoi soma, dong

thoi, ting cuong su phét trién phoi soma saim Lang Bian.
Vai tro cua acid salicylic

Acid salicylic (SA) déng vai trd 1a mot yéu t6 tin hiéu lién quan dén diéu hoa
hormone va dé khdng ctia thyc vat. Déi véi su phat sinh phdi soma, nhiéu nghién ciru
d3 ching minh, SA thong qua viéc tc ché sinh tong hop ethylene, c6 thé thic day

biéu hi¢n cua cdc protein lién quan dén sy phét sinh phdi soma.

Ngoai ra, SA diéu chinh qud trinh sinh tong hop va van chuyén IAA, do d6 tac
dong dén sy phét sinh hinh thdi cia mau cdy. Bén canh d6, mot s6 nghién ciru cho
thdy rang SA gy ra su gia ting néng d6 hydrogen peroxide (H>0>) trong md thuc
vat, tir d6 thiic ddy qua trinh phat sinh phoi soma. SA 1am tang ndng d6 H>O2 ndi sinh
bang cach tac dong dén cdc enzyme chuyén héa H,O, dé thay doi trang thdi oxy héa
khir cta té bao va tao diéu kién thuan loi cho viéc tao ra SA* dé bat dau qud trinh
peroxide hoa lipid, do d6 kich hoat su biéu hién cta céc protein chitinase va glucanase

diéu héa qua trinh phét sinh phoi soma [227].

Da c6 mot s6 nghién ctru vé tac dung ctia SA 1én sy phat sinh phdi soma dugc
thyc hién. SA & nong do rat thap (1,38 x 10° mg/L) da cho hiéu qua trong viéc hinh
thanh phdi soma tir m6 seo cua Coffea arabica [228]. Tuong ty, trong nudi ciy
Astragalus adsurgens, SA & nong d6 thap hon 27,6 mg/L phit hop dé cam tng su
hinh thanh phoi soma [229]. Tuy nhién, theo Hao va cdng su (2006), ndong do SA rat
cao (70 mg/L) lai c6 tdc dung cai thién sy hinh thanh ph6i soma tir cic phén géc 14
non cua yén mach (Avena nuda) [230]. Két qua phan tich ham lugng SA ¢ mau sim

Lang Bian ciing cho thiy, ham luong SA & cic miu cay L-tTCL va P-ITCL ban dau
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cling nhu ¢ giai doan cdm Ung cao, day cling 1a mdt yéu to gép phan cam tng sy phat

sinh phoi soma.

Tay thudc vao loai mau cdy, ty 1& hormone ndi sinh rat khdc nhau trong qué
trinh phat sinh phéi soma so cip. Ty 16 IAA va MEL/CK, & ca hai loai mau ciy, dat
cao nhit ¢ giai doan cam tng, sau d6 giam manh & giai doan hinh thanh mé seo c¢6
kha ning phat sinh phoi soma so cdp va duy tri 6n dinh (ting/giam nhe) & cdc giai
doan phat sinh phoi soma so cip con lai (Hinh 3.13). Trong khi do, ty 16 ABA/GA3
cao nhét & giai doan hinh thanh mé seo c6 kha ning phét sinh phdi soma va giam &
giai doan phoi soma hinh cau (Hinh 3.13). Tuy nhién, ¢ giai doan phoi soma c6 14
mam, ty 1& nay tiép tuc giam ddi v6i mau P-ITCL nhung ting 1én dbi véi miu L-
tTCL. Ngoai ra, trong giai doan cam tng, ty 16 ABA/GA; khong dugc quan sit thy
trong mau L-tTCL. Ty 16 ABA/CKs, ABA/MEL, IAA va MEL/ABA va IAA va
MEL/GA; (Hinh 3.14; Hinh 3.15) tang dan tir thoi diém nudi cay dén giai doan cam
g phét sinh phoi soma so cAp va giam dan & cac giai doan tiép theo d6i véi mau P-
ITCL. Trong khi do, ty 1¢ ABA/CKs va ABA/MEL tang trong giai doan hinh thanh
mo s¢o ¢6 kha nang phat sinh ph61 soma so cép va 6n dinh hodc tang nhe (Hinh 3.14),
va ty 1¢ IAA va MEL/ABA va IAA va MEL/GA;j; giam trong cac giai doan con lai
clia qué trinh phat sinh phdi soma so cap ddi v6i mau L-tTCL (Hinh 3.15).

Su phét sinh phdi soma vira 13 mot phwong thirc quan trong dé tdi sinh thuc
vat vira 1a mdt trong nhirng linh vyc thd vi nghién ctu v& hinh théi, sinh 1y va nguyén
tac di truyén cta qud trinh cam Gng va phét trién phdi soma. Dé kiém sodt qud trinh
nay, diéu quan trong 12 phai hiéu co ché sinh Iy ctia qud trinh cam @ng phat sinh phéi
soma. Béng céch tao diéu kién thuén 1gi cho su truyén tin hiéu gidp lap trinh lai céc
biéu hién gen, cdc hormone ndi sinh dugc st dung 1am phén tir tin hiéu cho qud trinh
phat sinh phoi soma. Tuy nhién, chua c6 nghién ctru ndo vé sy bién dong cta cic
hormone lién quan dén qua trinh phat sinh phoi soma so cip sim Lang Bian dugc
cong bd. Nhiéu nghién ctru cho rang polyamine ngoai sinh anh huéng dén sy phat
sinh ph6i soma bang cich anh huong dén ham luong phytohormone ndi sinh. Viéc
b6 sung polyamine ngoai sinh trong nudi ciy phdi soma Araucaria angustifolia 1am
tang ham luong TIAA va ABA noi sinh, tir d6 cho thdy mdi quan hé tryc tiép giira
polyamine va su tich llily ABA, cai thi¢n chét lugng cua phdi soma, dac biét 1a trong
giai doan trudng thanh [98]. Két qua tuong tu cling dugc Wang va cong sy (2020)
béo cdo trong nghién ciru vé anh hudng ctia spermidine ngoai sinh ddi véi sy phat
sinh phodi soma, n@)ng d6 ctiia bon loai hormone noi sinh (IAA, ABA, GA va ZEA)

déu tang khi cac mau dugc nudi cay trong moi truong bd sung spermidine ngoai sinh.
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bac bi¢t, ham lugng IAA trong md seo cao nhét va giam dan theo qua trinh phat sinh
va trudng thanh phoi soma. Tuong tu TAA, ham lugng GA c6 xu hudéng tang nhanh
va sau d6 giam dan trong qud trinh phét sinh phoi soma khi mau dugc nudi cy trong

mdi trudng c6 bd sung spermidine ngoai sinh [106].
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Hinh 3.13. Ty 16 IAA va MEL/CKs va ABA/GA; ctia miu & céc giai doan khac

nhau ciia qua trinh phét sinh phoi soma so cip saim Lang Bian
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Hinh 3.14. Ty 1é ABA/CKs va ABA/MEL ctia miu & cdc giai doan khic nhau cua
qua trinh phét sinh phoi soma so cp sim Lang Bian
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Hinh 3.15. Ty 1¢ IAA vi MEL/ABA va IAA va MEL/GAj; ctia mau & céc giai doan

khéc nhau cta qua trinh phat sinh phoi soma so cdp sim Lang Bian

Nguoc lai, ABA va ZEA c6 xu hudng ting & giai doan sau cia qud trinh phat

sinh phoi soma. Do d0, giai doan dau cua qua trinh phat sinh phdi soma yéu cau nong
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do TAA va GA cao, nguoc lai, & cac giai doan sau lai can gia tang néng do ABA va
ZEA [106]. Trong nghién ctru qud trinh phét sinh phdi & Medicago spp., su tong hop
TIAA dién ra manh mé voi ham luong IAA ngay cang ting tir giai doan dau dén cam
g phat sinh phdi. Sau d6, ham lugng IAA giam dan [225]. Nhu vdy, c6 su tuong
quan gitta cac giai doan phdt sinh phéi va sy thay d6i ham luong cdc hormone noi
sinh. O giai doan hoat héa té bao, c¢6 su gia ting ham lwong IAA va cytokinin trong
té bao. Khi phéi hinh thanh va truéng thanh, ham luong IAA va cytokinin déu giam
(nham giam ti 1¢ auxin/cytokinin). Hon nita, Khai va cong sy (2021) ciing cho thay
auxin chi hién dién & giai doan cam rng qué trinh phét sinh ph6i soma (ngay nudi thir
30), sau do6 giam dan, tao diéu kién thuan loi cho phoi soma phat trién; sau 60 - 120
ngay nudi cdy, cic tic gia khong ghi nhan dugc ham luong auxin trong mau phoi
soma Begonia [83]. Két qua nghién ciru cta chiing toi cling twong tu nhu két quéa cua
nghién ctru trén; sau 12 tuan nudi cdy, hau hét cac phoi soma déu & giai doan thanh
thuc va ¢ giai doan nay khong phat hi¢én duoc sy hién di¢n cua auxin ndi sinh, cu thé
1a IAA. Ty 16 ABA/GA; lién quan dén kha ning sinh truong hay ngu nghi cia thuc
vat, ciing nhu giai doan phdt trién cta phoi soma. O céc giai doan khic nhau cta qué
trinh phét sinh phdéi soma Ormosia henryi Prain, ty 1€ 1AA/GAs, IAA/ABA,
AUX/ABA va AUX/GAs cao, va ty 1¢ GAs/CKs va ABA/CKs thép thuan 1lo1 cho
viéc cdm Ung tao mo seo ¢ kha ndng phat sinh phodi soma; tuy nhién, ty 1¢ IAA/CK
va AUX/CK thap hon & phdi soma dang 14 mam, diéu nay thuan loi cho su trudng
thanh va biét héa phdi soma. Két qua nay phit hop véi 1y thuyét, can c¢6 nong d6 AUX

thdp va CK cao 12 can thiét cho su truong thanh va biét héa phdi soma [231].

Nhu vay, viéc nghién ciru vai trd ctia cac acid amin va spermidine ddi voi qué
trinh phét sinh phdi soma so cip clia sim Lang Bian c6 y nghia rat 16n trong viéc ting
hiéu qua sy phat sinh phoi soma so cdp va nang cao chit lugng phoi soma, tir d6 tao
ngudn vat lidu cho su ting sinh phdi soma thi cap & giai doan tiép theo trong qué
trinh vi nhan giéng. Ngoai ra, anh hudng cua céc acid amin va polyamine b6 sung
vao mdi trudng nudi cay dén mot sb chi tiéu sinh 1y - sinh hoa nhu cac enzyme chong
oxy héa va su bién dong cua cic hormone ndi sinh trong qué trinh phét sinh phdi

soma so cap sdm Lang Bian ciing duoc ghi nhan va 1am rd trong nghién ciru nay.
3.3. Noi dung 3: Sw phat sinh phdi soma thit cap
3.3.1. Anh hwéng ciia méi trwong khodng dén sw phdt sinh phéi soma thir cip

Trong nudi cay cdc loai thudc chi Panax, nu6di cay phoi soma thir cap c6 nhiéu
uu diém hon so v4i phdi soma so cap, dac biét la toc do gia tang sinh khdi va mirc do

déng nhét cao [39]. Tir d6, hia hen tao ra mot sb lugng 16n cay con c6 chit lugng
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cao trong mot thoi gian ngin, giai quyét dugc nhu ciu ngudn gidng ciing nhu giam
thiéu 4p luc khai thdc gidng trong tu nhién. Phdi soma so cap dugc thu nhan tir cdc
nghién ctru trude s& duoc tiép tuc str dung cho qud trinh phét sinh va ting sinh phéi
soma thir cAp nham muc tiéu rdt ngén thoi gian nhan gidng va ning cao hiéu qua cua

qud trinh vi nhan giéng sim Lang Bian theo con dudng phat sinh phoi soma.

Sy hinh thanh phoi soma thir cAp, qué trinh hinh thanh ph6i soma méi trén bé
mit ctia phoi soma so cdp, gitip ning cao hiéu qua cta qud trinh vi nhan gidng. Nghién
ctru phét sinh phéi soma thir cap dd dugc ghi nhan & mot sé loai thudc chi Panax bao
g@)m P. quinquefolius [69], P. ginseng [12], P. notoginseng [13], P. vietnamensis [39].
Trong nghién ciru nay, két qua ghi nhan ciing cho thiy su phét sinh phoi soma thir
cAp tir phdi soma so cip sdm Lang Bian nudi cdy trén cac méi trudng khéc nhau (SH,
MS, 4 MS, WPM va B5) sau 12 tuan nudi cdy (Bang 3.10).

Tat ca cac phoi soma so cAp nudi ciy trong cic moi trudng khodng khic nhau
SH; MS; ¥4 MS; WPM hoic B5 bd sung 1,0 mg/L 2,4-D, 30 g/L sucrose va 8,0 g/L
agar déu cam tng phét sinh phdi soma thr cap. Sau 8 tuan nudi cdy, phdi soma thir
cap duoc cam tng trén bé mit phoi soma so cap, c6 dang hinh cau va phan b & vi tri
dau va than phoi. Sau do, cac phdi soma thir cap ting sinh tao thanh cdc cym phoi
soma v&i cac giai doan phat trién khdc nhau sau 12 tudn nudi cdy (Hinh 3.14). Sb
phoi soma thtr cdp (39,20 phdi/mau), khdi lwong twoi (1005,34 mg) va khdi lwong
kho (77,90 mg) cao nhéat duoc ghi nhan khi mau phéi soma so cap nudi cay trén moi
truong ¥2 MS sau 12 tuan nudi cdy. Dong thoi, cdc phdi soma tht cip hinh thanh
trong moi trudng ¥2 MS chu yéu ¢ dang ¢6 14 mam. Pay la dang phdi soma phit hop
dé tdi sinh ciy con hoan chinh tir phdi soma khi ching dugc cdy chuyén sang mdi

truong thich hop.

Ham luong dinh dudng khoang trong méi truong nudi ciy thiéu hay du thira
déu c6 tac dong tiéu cuc dén sy ting truong tiép theo ctia phoi soma. Két qua nghién
ctru cho thdy méi truong MS cho hiéu quéa phat sinh phdi soma thir cap cao nhat so
v6i cac moi truong SH, WPM va B5 thé hién céc chi tiéu theo doi bao gom so lugng
phoi soma thir cap, khéi lwong tuoi, khdi lugng kho (Bang 3.10). Ngoai ra, sy khic
biét vé ham lugng dinh dudng khodng sin c6 trong mdi trudng phit hop cho hoat

dong trao doi chat bén trong té bao, dan dén sy ting sinh phoi soma thir cap.
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Bang 3.10. Anh hudng ctua mdi truong khodng dén sy phdt sinh phoi soma thir cAp

sau 12 tuan nudi cay

Méi  S6 lwong phéi Khéi lwong Khéi lwong - y
. ay . . Dac diém phoi soma thir cap
troeong soma thir cap twoi (mg) kho (mg)
Phoi soma thtr cap bao gdm céc
17.70 99.90 18.95 glf:}l di)a:ln ‘ph,at t{len hll’i}.l cau, tlm,’
SH thuy 161 va 14 mam. phoéi soma thir
+0,754 +4,904 +1,09¢ e A . A
cap chu yéu ¢ giai doan hinh cau
va thuy 161
Phoi soma thir cap bao gém céc
giai doan phit trién hinh cau, tim,
S 30,30 499,15 54,62 thiy 16i va 14 mam mam véi bé
+3,83b +25,87° +3,48> mit tron nhan va tach biét khoi
nhau. Cic phdi soma chu yéu &
dang 14 mam
Phoi soma thir cap bao gém céc
39.20 1005.34 77.90 giai dof'_tn phat t‘rlen hl‘nh‘ cau, tim,
12 MS £1.508 £ 80310 £9.890 thuy 16i va 14 mam véi bé mat tron
- - -7 nhan va tach biét khoi nhau. Cac
phoi soma chi yéu ¢ dang 14 mam
Phoi soma thtr cap bao gdm céc
22.90 425,75 51,04 giai d(jé:ln Phat tflen hln}'l cau, tim,
WPM thuy 161 va 14 mam. Phéi soma thi
+2.26° +31,53¢ +8,80° s A . e A
cap chu yéu ¢ giai doan hinh cau
va thuy 161
Phdi soma thir cap bao gdm céc
BS 22,10 101,25 17,38 giai doan phat trién hinh cau, tim,
+1,78¢ +2.27¢ +1,29¢ thiy 16i va 14 mam. Phoi soma thir

cap chu yéu ¢ giai doan hinh cau

Ghi chi: Cdc chir cai khac nhau (a, b, ...) trén cung mot cot chi sy sai khdac co y nghia

théng ké ciia cdc gid tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan’s test). Gid tri thé hién trong

bang la gid tri trung binh + SD (d¢ léch chudn).

Mit khac, ham luong khodng trong méi truong MS giam xudng 1/2 MS (ham

luong khoang da lugng giam di mot nira) thi s6 phdi soma tao thanh ting 1én (tir 30,30

phéi ting dén 39,20 phdi), khi luong tuoi ciing ting 1én gap 2 1an (tir 499,15 mg

tang 1én 1005,34 mg). Két qua twong tu ciing duoc ghi nhin trong nudi cdy phat sinh
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phéi soma Anthurium andraeanum, giam ham luong NH4NOs trong méi truong MS
hodc giam ham luong khoang da luong trong moéi trudng MS xudng 1/8 MS c6 tic
dung kich thich sy phat sinh phoi soma [232]. Nhu vay, hién tuong stress gay ra do

thiéu dinh dudng trong mdi trudng cé thé ciing 1a mot trong nhitng tdc nhén kich thich

su cam ng phét sinh phdi soma tht cap hiéu qua hon.

Hinh 3.16. Su phit sinh phdi soma sim Lang Bian. A. Phoi soma so cap (Thuéc do:
1 mm). B. Phdi soma thir cip & giai doan hinh cdu c6 ngudn goc tir phdi soma so cap
(Thudc do: 1 mm). C. Sy tang trudng cua phoi soma thur cép (Thudce do: 1 mm). D.

Phdi soma thtr cap & cac giai doan phat trién khac nhau (Thude do: 2 mm).
3.3.2. Anh hwéng ciia ham lwong dwong dén sw phdt sinh phoi soma thir cip

Két qua nghién ctru cho théy ham lugng duong sucrose khac nhau (0 ; 10 ;20 ;
30 ; 40 va 50 g/L) c6 anh hudng rat 16n dén sy phat sinh phoi soma th cap tir phoi
soma so cap sdm Lang Bian sau 12 tuan nuoi cay (Bang 3.11). Ty 1¢ mau phét sinh
phoi soma thir cip dat duge 100% sau 12 tuan nudi cdy trong cic nghiém thirc méi
truong ¥2 MS ¢6 bo sung 1 mg/L 2,4-D, 8 g/L agar, 20 — 50 g/L dudng sucrose; trong
khi d6, moi trudng khong bd sung dudng sucrose, ty 16 mau tao phdi soma thir cip

chi dat 43,33%, mau chu yéu hinh thanh m6 seo ¢ mau nau sam.

S6 phoi soma thir cap (47,40 phoi/mau), khéi lugng tuoi (1062,29 mg) va khoi
luong kho (82,77 mg) cao nhat duoc ghi nhan khi phdi soma duoc nudi ciy trén moi
truong c6 bd sung 40 g/L duong sucrose sau 12 tun nudi cdy. Trong méi trudng
khong bo sung dudng sucrose van ghi nhan dwogc su hinh thanh phdi soma thir cap,
tuy nhién, s lugng phdi soma thir cAp hinh thanh, khdi luong tuoi va khéi luong kho
twong ung chi dat 9,93 phdi/mau; 152,25 mg va 9,75 mg).

Ngoai ra, ham luong dudng sucrose duge bd sung vao trong méi truong nudi
ciy anh huong rat 16n dén sy phat trién tiép theo ctia phdi soma thtr cip. Trong cling
mot mau c6 thé quan st cac giai doan phit trién phodi soma khdc nhau (Hinh 3.17).
S6 luong phdi soma & cac giai doan khac nhau thay déi tuy thudc vao ham luong

dudng sucrose bd sung vao moi truong nudi cay. Trong moi trudng doi chiing khong
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bd sung dudng sucrose, phdi soma thtr cAp duwgc hinh thanh chu yéu dang hinh cau,
hau hét phdi soma trong nghiém thirc nay déu & trang thai chua trudng thanh va ching
can dugc phit trién qua cac giai doan tiép theo dé tao ciy hoan chinh. Trong khi do,
phoi soma thir cip dugc hinh thanh trong méi trudng c6 bo sung 40 g/L dudng sucrose
cho ty 18 phoi soma & cac giai doan hinh thiy 16i va ¢6 14 mam cao hon (79,48%).
Tuy nhién, trong treong hop tiép tuc gia ting ham luong duong sucrose thi ty 16 phoi
soma dang thuy 16i va dang c¢6 14 mam giam xubng. Ty 1& phoi soma trudng thanh
(giai doan thity 16i va 14 mam) trong méi trudng bd sung 50 g/L sucrose chi con twong
g 31,56% phoi soma hinh thiy 16i va 23,40% phdi soma c6 14 mam (Hinh 3.17).

Bang 3.11. Anh hudng ciia ham lugng dudng sucrose dén su phat sinh phdi soma thir

cap sau 12 tuan nudi cay

Ham lwong TV 1é miu P

) o S0 lwgng £ . £

duwong phat sinh . Khoi luwgng twoi Khoi luwgng

. phoi soma . . "
sucrose phoi soma thi o (mg/mau) kho6 (mg/mau)
. r ca
@L)  thirclp (%) P

0 4333 +£9,13° 9,93 £0,95 152,25 £ 39,39¢ 9,75 £ 0,62°¢
10 76,67 £9,12° 20,10+ 1,37° 324,12 £ 67,314 23,43 +3,13¢
20 100 £0,00* 30,78 £1,78¢ 693,55 £ 107,53 52,54 + 3,29
30 100 £0,00* 36,20 £3,17° 799,53 +75,85" 62,99 + 5,46°
40 100 £ 0,00 46,97 +£4,04* 1062,29 £116,57* 82,77 + 3,70*
50 100 £0,00* 25,03 £3,56¢ 493,70 + 163,89° 50,13 £4,09¢

Ghi chii: Péi chitng la méi trwong MS bé sung 1 mg/L 2,4-D, 8 g/L agar va khéng bé
sung duong. Cdc chir cai khdc nhau (a, b, ...) trén cung mot cot chi sy sai khdc co y
nghia thong ké ciia cdc gid tri trung binh véi p < 0,05 (Duncan’s test). Gid tri thé

hién trong bang la gid tri trung binh £ SD (do léch chudn).

Puong déng vai trd quan trong cung cap ning luong, xy dung cac dai phan
tir sinh hoc va diéu chinh tham thau ctia méi truong nudi cay. Cac nghién ctru trude
day cho rang viéc bo sung dudng vao moi trudng nudi cdy giy ra nhiing stress kich
hoat qu4 trinh tao phdi tir té bao soma. Do d6, viéc thay d6i ham lugng dudng sé tac

dong dén hiéu qua cam tng phét sinh phdi soma [233]. Ham luong duong phit hop
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cho su phét sinh phdi soma Pinus radiata nam trong khoang 10 — 30 g/L [234], 17
g/L ddi v6i Picea omorika [235].

Nhut va cong sy (2012) cho rang dudng & ham lwong thip 1am giam kha ning
phat sinh ph6i soma ¢ sdm Ngoc Linh. Trong céc loai duong dugc st dung thi sucrose
c6 tac dung phat sinh phdi soma tdt hon so véi glucose va fructose va ham luong
duong sucrose t6i wu nhit cho su phdt sinh phdi soma 12 50 g/L [93]. M6t s6 nghién
ctru trén dbi trong khac ciing cho rang sucrose 13 lyra chon tot nhat cho sy phdt sinh
phoi soma [122]. Theo Blanc va cOng su (2002), sucrose thuy phan thanh hexose va
cdc hop chat du trit nhanh hon céc ngudn carbon khac, diéu nay c6 thé thuc day sy
tang sinh té bao [236].

Tac dong tiéu cuc cta ndng do dudng sucrose qua cao ciing da duoc bdo cdo
0 cac loai thuc vat khac nhu Paeonia sect. Moutan, Euonymus alatus [57, 237].
Nguoc lai, & P. quinguefolius, 10ai c¢6 ho hang gan voi P. ginseng, ty 18 tao phdi soma
cao nhat & murc 70 g/L sucrose [69]. Pbi véi sam Lang Bian, kha nang phét sinh phoi
soma thir cap cao nhat thé hién qua céc chi tiéu theo ddi nhu ty 18 mau phat sinh phoi
soma, s6 phoi soma hinh thanh ciing nhu s6 luong phdi soma ¢ giai doan thiy 16i va
¢6 14 mam & ham luong dudng bo sung 40 g/L. Vi vdy, nhu cau vé ham luong dudng

t6i wu c6 thé thay d6i phu thudc vao loai.

Song song véi vai tro tham thAu, duodng c6 thé anh huong dén sy thanh thuc
phoi soma thong qua tac dong dén sy thay d6i ham luong ABA ndi sinh ctia mé hodc
tich Ifiy tinh bot [235]. Sy thanh thuc ctia phdi soma la mdt trong nhirng tré ngai 16n
cho qua trinh tao phdi soma & cic loai thyc vat khiac nhau khi sy phat trién bi dung
lai & giai doan hinh cau. Su thanh thuc cua phoi soma la diéu can thiét dé tai sinh thuc

vat thanh cong.

Trong nghién ctru nay, ham lugng duodng sucrose trong moi truong anh hudng
dén sy phat trién ciia phoi soma (Hinh 3.15). O nghiém thirc ddi chimg va bd sung
duong sucrose ¢ ham lugng 10 — 20 g/L, ty 1¢ phdi soma hinh cau chiém ty 18 cao.
Tuy nhién, 30 — 40 g/L sucrose d thiic diy qu4 trinh chuyén phoi soma chua truéng
thanh sang giai doan trudng thanh, ty 1¢ phoi soma & giai doan hinh thuy 16i va c6 14
mam ting lén. Kim va cong su (2012) cho rang nhiéu phdi soma P. ginseng da chuyén
tir giai doan hinh ciu sang giai doan 14 mam khi duoc nudi cy trong méi trudng cé
b6 sung 2% sucrose [12]. Nhiing két qua nay cho thay, viéc ting nong do sucrose da

cai thién sy truong thanh cua phoi soma.
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Thong thuong & giai doan trudng thanh cua phdi soma, nong d6 duong cao
hon 14 can thiét dé rc ché sy ndy mam sém ctia phoi soma, nhung ndng do6 dudng qud
cao c6 thé can tré su phat trién ctia phdi soma. Két qua nghién ctru ciia chung toi cling
cho théy, viéc str dung duong sucrose ¢ ham lugng 50 g/L. anh hudng ti€u cuc dén sy
phdt sinh phdi soma thtr cdp va truéng thanh phoi soma (ty 1& phdi soma ¢ giai doan
hinh thity 16i va ¢6 14 mam thp hon). Két qua twong tu cling dwoc ghi nhan trén mot

s6 ddi tuong thuc vat nhu Picea pungens, cac loai van sam khac [235].
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Hinh 3.17. Anh huéng ctia ham luong dudng sucrose dén sy phét sinh phoi soma thir

cAp & cac giai doan khdc nhau sau 12 tuan nudi cay
3.3.3. Anh hwong ciia ham lwong nwdc diva dén sw phdt sinh phéi soma thir cip

Nhiéu nghién ctru d3 chirg minh, nudc dira c6 hiéu qua gia ting sinh khdi mo
seo c¢6 kha ning phat sinh phoi soma ciing nhu cai thién su phét sinh, phat trién phoi
soma cliia mau nudi cay [114]. Cic phdi soma sdim Lang Bian dugc nudi cdy trong
moi truong %2 MS bo sung 1,0 mg/L 2,4-D, 40 g/L duong sucrose, 8,0 g/L agar va
nuéc dira & ham lugng khac nhau. Két qua nghién ctru cho thay tat ca cic mau duoc
nudi cdy trong cdc nghiém thirc ddi chirg (khéng bd sung nude dira) va bd sung nude
dira déu phét sinh phdi soma thtr cip sau 12 tuan nudi cdy. Tuy nhién, ham luong
nuéc dira anh huong rat 16n dén s6 luong phdi soma tao thanh ciing nhu khéi lugng
tuoi, khdi luong khd (Bang 3.12). S6 lwong phoi soma hinh thanh ting tir 61,80

phoi/mau 1én 115,00 phdi/mau khi ham lwong nudc dira bd sung vio mdi trudng nudi
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ciy tang tir 5% dén 15% va giam & ndng 4o tir 20 — 30%. S6 lugng phdi soma cao
nhit thu duoc trong méi trudng bd sung 15% nudce dira (115,00 phdi/mau) tiép theo
12 10% (77,80 phoi/mau), sb luong phdi soma thap nhit & cdc nghiém thirc khéng bd
sung va bo sung 30% nudc dira (tuong tng 44,00 va 42,44 phdi/mau). Khbi luong
tuoi va khdi luong khd cao nhat twong tng 13 1954,40 mg va 144,40 mg khi mau
duoc nudi ciy trong moi truong bo sung 15% nudc dira, tiép d6 13 10 va 20% va thap

nhit 12 mdi truong ddi ching va bo sung 30% nudc dira.

Bang 3.12. Anh hudéng ctia ham luong nudce dira dén su pht sinh phdi soma thir cip

sau 12 tuan nuodi cay

Ty 1¢ méu

Ham
phét Sinh A Ae Ao . Ae
lwgng . SO lwgng phoi  Khoi lwgng twoi Khoi lwgng
o phoi soma oz x . .
nwéc dira o soma thir cap (mg/mau) kho6 (mg/mau)
thwr cap
(%)
(%)
0 100 44,00 + 2,804 936,00 + 89,434 74,63 + 1,369
5 100 61,80 + 3,66° 1119,10 £66,28° 94,17 £ 5,37¢
10 100 77,80 + 6,68  1302,30 +75,37° 109,50 + 5,51°
15 100 115,00 £7,78*  1954,40 £ 67,33* 144,40 £ 4,22*
20 100 65,00 £ 7,31¢ 1201,00 £ 91,58 107,50 + 5,49°
30 100 42,44 + 1,294 841,40 + 63,904 68,00 + 3,16°

Ghi chi: Poi chitng la méi trwong MS b sung 1 mg/L 2,4-D, 40 g/L dwong sucrose,
8 g/L agar va khong bé sung nude dira. Cdc chit cdi khdc nhau (a, b, ...) trén ciing
mét cot chi sy sai khdc ¢é ¥ nghia thong ké ciia cdc gid tri trung binh véi p < 0,05

(Duncan’s test). Gid tri thé hién trong bang la gid tri trung binh +SD (d¢ léch chudn).

Phoi soma & cac giai doan phét trién khéc nhau bao gdm phdi soma hinh cau,
tim, thiy 16i va ¢6 14 mam duoc ghi nhan & cdc mau duge nudi cay trong moi truong
d6i chig va bo sung nudc dira. Tuy nhién, nudc dira con anh hudng dén sy phat
trién ctia phdi soma thé hién qua ty 1é phoi soma thu nhan duoc & giai doan khac
nhau. Phoi soma & giai doan c6 14 mam chiém ty 1¢ cao hon so véi giai doan hinh cau

va tim ¢ cdc nghiém thirc bod sung nudc dura (Hinh 3.18).
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Hinh 3.18. Anh huéng ctia ham lugng nuée dira dén sy phat sinh phdi soma thir cap

¢ céc giai doan khéac nhau sau 12 tuan nudi cay

Nuée dira chira mot s6 hop chat hitu co va chat dinh dudng khoang ciing nhu
phytohormone bao gdm auxin, cytokinin, gibberellin va acid abscisic [238].
Farhatullah va cong sy (2007) ciing d4 bao cao rang nudc dira c6 chira Gibberellin-1
(16,7nM), Gibberellin-3 (37,8 nM) dugc str dung trong mdi trudong nudi céy in vitro
c6 hi¢u qua trong sy tang sinh mau céy [239]. Ngoai ra, su hién di¢n cua cytokinin
trong nudc dira dong vai trd quan trong trong su phén chia té bao, tir 6 gitip cho mau
cdy tang truong.

Bén canh do, thanh phﬁn céc chét co trong nudc dura, dac biét 1a cac hormone
tu nhién c6 thé tuong tic voi cac hormone noi sinh bén trong mau va hormone bo
sung trong mdi truong nudi cay tac dong kich thich su phan chia té bao. Céc té bao
nay sau do trai qua mot loat cac thay doi vé hinh thai va sinh hoa va cudi ciing hinh
thanh ph6i soma [240].

Ham luong nuéc dira tdi vu thay doi tuy thudc vao ting d6i tuong thuc vat
khéc nhau. Trong nghién ctru nudi ciy phoi soma ciy co dira (Phoenix dactylifera
L.), Al-Khayri (2010) cho rang nuéc dira ¢6 anh hudng tich cuc dén su phat sinh phéi
soma ctia mau cdy. Su phat sinh phéi soma duoc cai thién ngay ca & ham lwong nudc

dira thip (5%), kha ning phat sinh phoi soma gia ting khi ham luong nudc dira ting
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1én va dat gid tri cao nhat & 10 - 15%. Tuy nhién, ham lugng nudc dira ting 1én 20%
gdy ra sy e ché phit sinh phoi soma. Ngoai ra, thoi gian phat sinh phoi soma ciing
giam xudng 30% khi mau dugc cdy trong moi trudng bd sung nude dira so voi dbi
ching. Sau 12 tuin nudi cdy & nghiém thirc bo sung 10 va 15 % nude dira khoang
90% mau phét sinh phoi soma so v&i 28% trong méi truong dbi chung. Ciing trong
nghién ctru nay nudc dira duoc st dung trong giai doan nay mam c6 thé anh hudng

dén su phét trién phoi soma va tao ciy hoan chinh [241].

Két qua twong tu ciing dugc ghi nhan trong nudi cdy Cymbopogon pendulus,
bd sung nude dira vao mdi truong cé tic dung cai thién cam tng tao mo seo va phat
sinh phdi soma [242]. Trong nudi ciy Citrullus lanantus va Ananas comosus, 10%
nudéc dira cho hiéu qua phat sinh phoi soma tot nhat [243]. Su phdt sinh phdi soma tir
md seo c6 ngudn gde tir mau cdy 14 ex vitro cay Dinh ling 14 xé nho (Polyscias
fruticosa L. Harms) tot nhat trong méi trudng MS ¢6 b sung 10% nude dira két hop
v6i 0,5 mg/L BA [244]. Tuong tu, nude dua c6 tac dong tich cuc dén kha nang phat
sinh phoi soma thtr cAp & saim Ngoc Linh. Cdc 14 mam cit ra tir phdi ¢6 14 mam in
vitro dugce nudi ciy trén moi truong MS c6 bo sung 10% nude dira va két hop 0,2
mg/L IBA tao md seo sinh phdi va phdi soma [39]. Tuy nhién, dbi véi ciy cha 12 ham
lugng nude duwa 20% thich hop cho su tang sinh md seo c6 khéa ndng phat sinh phoi
va hinh thanh phoi soma [114]. Khéi luong twoi, khéi lugng kho va s6 luong phdi
soma hinh cau cao nhit dat duoc lan luot 1a 1,95 g, 0,48 g va 65 phoi. Dbéi v6i sAim
Lang Bian, nudc dira c6 anh hudng tich cuc dén su phat sinh va truong thanh phéi
soma thtr cip tir cic phdi soma so cdp. Su phét sinh phéi soma thtr cip dat hiéu qua
cao nhét trong moi trudng ¥ MS bd sung 1,0 mg/L 2,4-D, 40 g/L dudng sucrose, 8,0

g/L agar va 15% nudc dua.

3.4. Noi dung 4: Tao cAy sam tir phoi soma thir cap va xac dinh ham hrong
saponin tich liiy trong cay sam Lang Bian in vitro

3.4.1. Tao cdy sdm tir ph6i soma thir cip

Thong thuong, ty 1¢ séng sét ciia cdy con chuyén tir 5ng nghiém ra vuon wom
rat thap vi chiing c6 bd r& kém phat trién va dé bi nhiém ndm sau khi chuyén ra dat.
Do d6, nghién ctru tao cu cho ciy con in vitro ¢6 ngudn gbc tir phdi soma trude khi
chuyén ra vuon wom gitp gia ting ty 1¢ séng sét ciia ciy con 1a can thiét.

Két qua nghién ctru cho thiy, cic ciy con hinh thanh tir phdi soma thir cap va
choi bat dinh nudi cay trong méi truong SH bo sung 0,5 mg/L BA, 0,5 mg/L NAA,
30g/L dudng sucrose, 1,0 g/L than hoat tinh va 8,0 g/L agar sinh trudng tot, khoe
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manh, 14 ¢é ban rong, mau xanh ddm va khong cé su bét thuong v& hinh théi sau 20
tuan nudi cdy. Ciy con c6 ngudn gdc tir chdi hinh thanh ré bat dinh, trong khi do, ciy

con c¢6 ngudn gdc tir phdi soma thir cdp hinh thanh ci va ré bat dinh (Bang 3.19).

Hinh 3.19. Sy hinh thanh than r& ctia ciy con c6 ngudn gde tir phdi soma thir cip sau

20 tuan nudi cdy. Thudc do: 1 cm

Céc ciy con c6 ngudn gdc tir phdi soma thir cip c¢6 sy hinh thanh cti nho, mau
xanh & phan gdc vai ty 18 hinh thanh cii, duong kinh ct va chiéu dai ci dat duoc 1an
luot 63,34%, 0,65 cm va 1,27 cm sau 20 tudn nudi cdy. Di v6i ciy hinh thanh tir
chdi, sy hinh thanh mé seo duoc quan sit thdy & phan gdc chdi, sau d6 xuit hién céc
1& bat dinh mau tréng, manh va dai tir khdi mo seo. Thém vao do, khong c6 sy khac
biét vé& chiéu dai r& ghi nhan giita hai ngudén mau cy, trong khi dé, sé ré bat dinh
hinh thanh tir chdi (8,14 r&/mau) nhiéu hon so véi cdy tir phdi soma thir cip (6,92
ré/mau) (Bang 3.13).

Céc cti ¢4 vai trd 12 ngudn cung cip dinh dudng cho ciy khi chuyén ra trong &
ngoai diéu kién tu nhién [245]. Mot s két qua nghién ctru hinh thanh thin ré/ct in
vitro cling da dugc ghi nhan & P. vietnamensis [10], P. ginseng va P. quinquefolius
[14], P. ginseng [15]. Kim va cOng su (2019) cho réng viéc tao cu cua cay con lai
giita P. ginseng va P. quinquefolius cho phép chiing c6 thé thich tng tot hon khi dugc
chuyén ra ngoai vudn wom véi ty 16 séng sot 1én dén 80% [14]. Tuong tu, ty 1é séng
s6t ctia cay P. vietnamensis da tao cu dat dén 93,65 % sau 1 nam trong trong nha kinh.

Nhu vay, sy hinh thanh cu ctia cAy con sim Lang Bian 1a mot trong nhiing dic diém
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htra hen giup cdy gia ting kha ning sdng sét khi chuyén ra ngoai vudn wom trong

tuong lai.

Bang 3.13. Su hinh thanh than r& va ré bat dinh cta ciy con c6 ngudn gbc tir phodi

soma thir cap va chéi bat dinh sau 20 tuan nudi cay

Than ré Ré bat dinh Pic diém
A Ty 1€ 5 Ty 1€
Ngubn  "Y*  puyong Chidu . .
A A mau 3 . mau tao So Chiéu
goc cay kinh dai X X .. x
tao . X . x rebat lwong daire
con 5 thanré thanre . i
than re dinh re (cm)
(cm)  (cm)
(%) (%)
Cay con hinh
phoi thanh cu mau
63,34+ 0,65+ 1,27+ 6,92+ 1,53+ A
soma 100" xanh vd&1 cac ré
o 6,67 0,10 0,12 0,97° 0,12 _ ..
thir cap bat dinh dai,
manh, miu trang
Cay con hinh
thanh ré bat dinh
mau tring, dai,
Choi oo B4 159% manh. MO sco
bét dinh 0,84* 021 hinh thanh ¢ gbc

choi, sau d6 1a sy
hinh thanh ré bat

dinh tr mo seo

Ghi chi: Ddu “-* thé hién khong ghi nhdn sw hinh thanh than ré cia chéi bat dinh.

Cdc chiF cdi khdc nhau (a, b, ...) trén ciing mét cét chi sw sai khdc c6 ¥ nghia thong

ké ciia cdc gid tri trung binh véi p < 0,05 (kiém dinh T-test). ns: thé hién khong cé su

khdc biét mang y nghia thong ké. Gid tri thé hién trong bang la gid tri trung binh +

SD (d léch chuan).

3.4.2. Xdc dinh ham lwong mot sé saponin trong thén ré va ré bit dinh ciia cdy

sam Lang Bian in vitro

Than ré ctia cy con c6 ngudn goc tir phdi soma thir cap va ré bat dinh cua cay

con ¢6 ngudn goc tur chdi bat dinh in vitro dugc st dung lam nguén mau dé xac dinh

va so sanh ham luong mot sé saponin tich lity. Két qua phén tich saponin bang phuong
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phéap HPLC cho thdy miu r& bit dinh va than ré sim Lang bian in vitro 20 tuan tudi
déu c6 sy hién dién cua Rgl, Rd va Rbl. Trong d6, ham luong Rgl, Rd, Rbl va
saponin tong sb & than ré (703,38; 770,67; 174,81 va 1648,86 ng/g) cao hon so véi
ré bat dinh (325,79; 171,08; 4,78 va 501,65 pg/g) (Bang 3.14, Hinh 3.20).

Céc loai thudc chi Panax da dugc st dung rong rai & Trung Quéc, Han Qudc,
Viét Nam va cac noi khéc trén thé gi6i véi cong dung bdi bd stic khoe, ting cuong
mién dich, chéng stress, hd tro diéu tri tiéu dudng va mot s6 bénh nan y [246].
Saponin dugc xem 1a thanh phan hoat chit chu yéu cua cac loai sam, trong do, cac
saponin triterpene loai dammaran c6 vai trd quyét dinh cho gid tri duoc liéu cia sam.
Ginsenoside-Rb1, -Rb3, va -Rd 1a céc dai di¢n chinh cho nhém saponin dan sudt tur
20(S)-protoPanaxadiol (g@)m 22 hop chat); ginsenoside-Re, -Rgl, va
notoginsenoside-R1 dai dién cho nhém din suit tir protopanaxatriol (gém 17 hop
chit); con majoside-R1 va -R2 dai dién cho nhém c6 cAu tric occotillol (gém 11 hop
chét).

Bing 3.14. Ham luong saponin trong thin ré va ré bat dinh sim Lang Bian 20 tuan

tudi
Loai Ham lwgng saponin (ng/g)
mau Rel Rd Rb1 Rgl+Rd+Rbl

Thanté 703,38 +78,34* 770,67 +57,56* 174,81 +£43,15* 1648,86 +52,62°

R& bat
. 325,79 £ 65,45° 171,08 £2,48° 4,78 £0,14°
dinh 501,65 +50,52°

Ghi cha: Cdc chir cdi khac nhau (a, b, ...) trén cung mot cot chi sy sai khac co y nghia
thong ké ciia cdc gid tri trung binh véi p < 0,05 (kiém dinh T-test). Gid tri thé hién
trong bang la gid tri trung binh £ SD (d¢ léch chuan).

Cay sam c6 thé chtra nhiéu loai saponin khic nhau va cdc ciu tric nay lién
quan chat ch€ vdi nhau. Sy da dang trong ciu trac da tao nén mot loat céc saponin
khac nhau dang dugc khai thic va sir dung rong rii trong nhiéu linh vyc nhu duoc
pham, thyc pham va m§ pham. Hién nay, c4c nha khoa hoc da xac dinh dugc trén 50
loai saponin trong cic loai P. ginseng, P. notoginseng, P. quinquefolius va P.

vietnamensis [247].
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dat c6 sy khéc biét vé loai va ham lwong saponin, saponin trong ré da dang hon so
v6i 14 [248]. D6i v6i sAm Ngoc Linh, ph'?ln ré va than ré duoc coi 12 bd phan chinh st
dung cho cdc muc dich y hoc, trong khi d6, phan 14 va than chi duoc str dung dudi
dang tra thao moc. Do d6, hau hét cdc nghién ctru vé cdc thanh phan héa hoc va tic
dung duoc 1y di dugc tip trung vao phan thin ré cia sim Ngoc Linh. Nim muoi
saponin triterpene loai dammarane bao gém 26 hop chit méi da duoc bdo cdo & cic
bd phan dudi mat dét [22]. Bén canh do, Le va cong su (2015) da xac dinh dugc ham
lugng 17 saponin trong cdc bd phan khic nhau cta sdm Ngoc Linh. Ham luong
saponin trong than ré, ctl va ré twong tmg 12 195, 156 va 139 mg/g, rat cao so véi cic

cac loai thudc chi Panax khac [249].

Nhin chung, qua két qua phan tich dinh lugng mau than ré va ré bat dinh sim
Lang Bian cho théy ¢6 su hién dién cua mot sd saponin chinh bao g6m Rgl, Rd va
Rb1 va day la nhiing loai saponin chinh cé gid tri duoc li€u, c6 tiem nang su dung
trong y hoc. Trong d6, ham luong saponin ctia than ré& cao hon so véi ré bat dinh. Nhu
vdy, cdc ciy con c¢6 ngudn goc tlir phdi soma khong nhitng c6 kha ning hinh thanh
than ré& hira hen gia ting ty 1¢ séng s6t khi chuyén ra vudn wom ma con tich liy duoc
ham luong mét sb loai saponin cao hon so véi ciy con c6 ngudn gde tir chdi bat dinh.
Do d6, nudi ciy phdi soma 12 mot phuwong phap day hira hen dé nhan giéng saim Lang

Bian, gép phan giai quyét tinh trang khan hiém gidng hién nay.

3.4.3. Sw sinh trwong tiép theo ciia phoi soma sam Lang Bian trong méi trwong cé
bé sung AgNPs

Vi¢c stir dung cic hat nano trong nudi céy mo thuc vat da thu hut duoc su chu
y dang ké trong nhitng nim gan day. Cac hat nano, chu yéu 1a AgNPs, da dugc bdo
cdo c6 tic dung ting cudng sy ting truong va phat trién cia thyc vét trong nudi ciy
md. Nghién ctru nay cho thdy, viéc str dung AgNPs c6 tac dong tich cuc dén su hinh
thanh va sinh truéng clia than ré sim Lang Bian. Phdi soma ¢ dang c6 14 mam duoc
ciy chuyén sang méi truong SH c6 bo sung 0,5 mg/L BA, 0,5 mg/L NAA, 30 g/L
sucrose, 1,0 g/L than hoat tinh, 8,0 g/L agar va 1,2 mg/L AgNPs cho thay ty 1¢ hinh
thanh than r& duoc cai thién so véi dbi chiung (khong bd sung AgNPs) (Bang 3.15).
Ngoai ra, bd sung AgNPs vao mdi trudng con gitp tang ty 1& mau hinh thanh than ré
va cai thién chat luong cdy con so voi nghiém thic d6i ching (khéng bo sung
AgNPs). Cay con trén moi trudng nudi cay bo sung 1,2 mg/L AgNPs c6 mau xanh
dam, ciing cdp va phat trién tot (Hinh 3.21).
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Bang 3.15. Sy sinh trudng tiép theo cua phoi soma thtr cip sdm Lang Bian trong moi

truong c6 bod sung AgNPs sau 20 tuan nudi ciy

o ) Ty 1¢ miu hinh thanh  Puong kinh Chiéu dai
Nghiém thurc .~ x . x .~ x
than reé (%) than reé (cm) than reé (cm)
Pbi ching 47,78 +1,92° 0,42 +0,03° 1,20 + 0,02°
1,2 mg/L. AgNPs 85,56 + 1,932 1,14 £0,03% 2,05 £0,05%

Ghi chi: Cdc chir cdi khac nhau (a, b, ...) trén cung mot cot chi sw sai khdc co y nghia
thong ké ciia cdc gid tri trung binh véi p < 0,05 (kiém dinh T-test). Gid tri thé hién
trong bdng la gid tri trung binh + SD (d¢ léch chudn)

Déi chimg 1,2 mg/I. AgNPs

Hinh 3.21. Hinh théi cdy con c6 ngudn gdc tir phodi soma nudi cay trong moi trudng
khong bo sung (Pdi ching) hodc ¢6 bo sung 1,2 mg/L AgNPs sau 20 tudn nudi cdy.
Thudc do: 1 cm.

Sau khi duoc hép thu vao bén trong té bao, AgNPs dugc tich tu trong thanh té
bao, nguyén sinh chét, ty thé, khong bao va luc lap. O day, AgNPs c6 tac dung kich

thich sy sinh trudng, phat trién cta thuc vat thong qua cac tac dong dén su sinh tong
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hop va phan mg cua cdc hormone thuc vit, tong hop ROS, phan chia té bao va con

duong chuyén hoa ning lwong [250].

Hormone dong vai trd quan trong trong su sinh truéng va phat trién cta thuc
vat. AgNPs anh huong dén sy sinh truéng va phat trién cua thuc vat bang cach diéu
chinh qud trinh sinh téng hop hodc tac dong dén cac con duong truyén tin hiéu cia
cac hormone nhu auxin, ethylene va acid salicylic [250]. AgNPs khong chi e ché
qud trinh sinh tong hop ma con tac dong dén phan tng cua ethylene ddi véi thuc vat.
Syu va cong su (2014) da phan tich mac d6 phién ma cta cac gen lién quan dén qud
trinh sinh téng hop ethylene va phét hién ra rang biéu hién ciia cdc gen ma héa hai
enzyme ACC (1-aminocyclopropanecarboxylic acid) synthase 7 (ACS7) va ACC
oxidase 2 (ACO2) bi giam xudng [251]. Nhu vay, AgNP c¢6 thé thuc day sy ting
treong va phat trién cua thuc vat bang cch trc ché qud trinh sinh tong hop ethylene.
Ngoai ra, AgNPs con tham gia vao qud trinh tong hop va van chuyén auxin. AgNP
gidn tiép wrc ché su tich tu auxin & chép ré Arabidopsis, thong qua dé e ché tin hiéu
ethylene [252].

Bén canh d6, AgNPs con tac dong dén su tong hop ROS trong té bao. ROS
dong vai trd quan trong trong viéc duy tri su sinh trudng va phat trién binh thudng
cta thuc vat. Duéi mot ngudng nhit dinh, stress oxy hoa c6 thé thuc day su ting
truong cua thue vat. Xu va cong su (2017) cho ring acid salicylic trc ché su biéu hién
ctia cac gen lién quan dén viéc lam sach ROS, 1am ting ham lugng ROS va thuc day
hoat dong ctia mo phan sinh ré [253]. Két qua twong tu cling dugc cong bd trong
nghién ctru nudi ciy chdi Withania coagulans, AgNPs & ndng d6 thich hop kich thich
hinh thanh ré va sinh trudng chdi bang cach diéu chinh hé théng chdng oxy héa trong
diéu kién stress. Nguoc lai, stress oxy hdéa qua mirc dan dén uc ché su kéo dai ré
[254]. Nhu vy, viée xtr Iy AgNPs & ndng d6 phu hop tao ra ROS ¢ mirc thép, thic
day su phan chia té bao va su phat trién cua ré. Trong khi d6, nong d6 AgNP qud cao
tao ra mdt luong 16n ROS va e ché su phan chia té bao. Do do, AgNPs ¢ néng do
thép thuac déy su phat trién cua ré bﬁng cach tao ra su tich tu ROS & néng do tbi uu,
qua d6, 1am gia ting sy phan chia té bao dé thuc day su ting truéng cua mo, té bao
thuc vat. Trong khi do, AgNPs & néng dd cao hon tao ra ROS du thira ¢6 thé lam

giam su phan chia té bao dé wrc ché sy phat trién ctia mau cay.

Ngoai ra, AgNPs con dnh huong dén sy ting trudng ciia thuc vat bang cich
thay d6i biéu hién clia cac protein lién quan dén qua trinh duong phan va chu trinh
acid tricarboxylic, dy 1a hai con dudng quan trong cho qua trinh chuyén héa ning

lugng. AgNPs thiic ddy qud trinh oxy héa pyruvate thanh acetyl-CoA cung cp cho
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chu trinh acid tricarboxylic dé kich thich su sinh trudng va phét trién cua thuc vat,
thong qua d6 tic dong dén ngudn cung cdp ning luong cho té bao [255]. O
Arabidopsis, AgNPs thiic day hoat dong cta chu trinh acid tricarboxylic va cdc con
duong chuyén hoa dudng dé giai phéng nhiéu ning luong cung cap cho hoat dong
séng cho té bao [256].

Su hién dién ciia AgNPs trong mdi trudng nudi cdy di duoc ching minh c6
kha nang lam gia tdng sy phat sinh hinh thai, sinh 1y va sinh héa ctia c4c loai thyuc vat
khéc nhau. Trong vi nhan giéng T. undulata, 60 ug/L AgNPs bd sung trong mdi
truong nudi cy c6 tic dung cai thién chat lugng cua ciy con [257]. Cho dén nay, chi
c6 mot bdo cdo vé anh huong cia AgNPs dén sy hinh thanh than ré sim Ngoc Linh,
Cuong va cong sy (2021) cho rang sy sinh trudng cta than ré sim Ngoc Linh duoc
cai thién 1o rét khi nudi cay trén moi trudng cé bd sung 1,2 mg/L AgNPs [10]. Ngoai
ra, sy ¢6 mat cia AgNPs con gitip cai thién cdc hién trgng bat thudng ctia sim Ngoc
Linh [10], dau tay [152], hoa dong tién [258]. AgNPs duoc biét dén véi vai tro diéu
hoa biéu hién ctia gen TuACS - gen tong hop ACC (tién chét cubi trong con dudng
tong hop ethylene), tir d6, gitip kim ham su gia héa va gia ting sy ting trudng cia
mau cdy. Pong thoi, ching ciing ¢6 vai tro e ché qué trinh sinh tong hop ethylene
thong qua viéc e ché hoat dong ctia enzyme l-aminocyclo-propane carboxylic acid

(enzyme ACC), gitip kiém sodt hién tugng thuy tinh thé.

Hon nita, AgNPs di duoc bao cdo gitip ting cuong tong hop céc chét chuyén
héa thir cap trong thuc vat. Cic chat chuyén héa tht cip nay c6 vai trd thiét yéu trong
co ché bao vé thuc vat va san xuit cdc chat héa hoc thue vat ¢6 gia tri, chéng han nhu
flavonoid, alkaloid va cdc hop chat phenolic. AgNPs ¢6 vai trd kich thich phan (g
stress ¢ thuc vat, kich hoat cadc con duong tin hi€u lién quan dén viéc bao vé va thich
nghi. Trong diéu kién stress, thuc vét thuong ting cuong tong hop cdc hop chét thi
cép nhu mot co ché bao vé. Cé4c hat nano xam nhap vao té bao thuc vat thong qua cac
cau lién bao (plasmodesmata) va kich hoat tin hiéu Ca?* (thong qua viéc lam gia tang
tam thoi ham luong calcium), kich hoat téng hop cac loai oxy hoat héa (ROS), h¢
thong chéng oxy héa, protein kinase hoat héa mitogen (MAPK) bao gém nhiing
protein kinase ddc hiu lién quan dén viée dap ung cua thuc vat vdi cac diéu kién bat
loi cia moi truong. Dan dén téi 1ap trinh phién ma clia qua trinh trao doi chat thir cap.
Pong thoi, ROS ciing déng vai tro nhu mot phan tir truyén tin hiéu cho cac PGRs nhu
acid jasmonic, acid salicylic, ethylene, brassinosteroid cé kha ning diéu chinh céc
qud trinh chuyén héa thir cap [259]. Trong nudi cdy md seo Phoenix dactylifera,

AgNP ¢6 tac dung cai thién sy tong hop phenol, tannin, flavonoid va ting cuong tich
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lity sinh khéi, ham lwgng protein tong sd [260]. Cuong va cong su (2021) ciing cho
thiy viéc bo sung AgNPs vao méi trudng nudi cdy gitp ting cudng dang ké qué trinh

téng hop céc hop chit thir cp trong sim Ngoc Linh [10].

Nhin chung, viéc sit dung AgNPs trong nudi cidy mo thyuc vét di duoc chimg
minh 12 c¢6 anh hudng dang ké dén sy ting trudng, phit trién va tong hop chit chuyén
héa thir cip cua thyc vat. Tuy nhién, cin nghién ctru thém dé hiéu day du cac co ché
lién quan dén viéc ting cudng sy phét trién cua thuc vat va tong hop chit chuyén héa

thir cAp dudi tic dong cua AgNPs.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN

Nghién ctru qué trinh phat sinh phdi soma so cp va thir cAp sim Lang Bian
(P. vietnamensis var. langbianensis), mot trong nhitng cay dugc li¢u quy dac hiru tai

Lam Doéng, Viét Nam thu nhan duoc nhitng két qua nhu sau:
1. Tao ngudn mau in vitro

Hiéu qua khtr tring mau than r& tot nhit trong dung dich AgNPs ¢ néng do
0,15%. Cdc miu than ré sau khi khir tring dugc nudi cdy trong méi truong MS bod
sung 1,0 mg/L 2,4-D, 0,2 mg/L TDZ, 30 g/L dudng sucose, 8,0 g/L agar dé tao md
seo. Cdc mau mé seo kich thich tdi sinh chdi bat dinh khi duoc cay chuyén sang moi
truong SH bd sung 2 mg/L BA, 30 g/L duong sucose, 8,0 g/L agar. Cic chdi bat dinh
tiép tuc dugc nhan nhanh trong mdi trudng SH ¢6 bo sung 1 mg/L BA, 30 g/L duong

sucrose, 8,0 g/L agar.
2. Phit sinh hinh thai thong qua nudi ciy TCL

NAA hoac 2,4-D ¢6 tac dung tich cuc dén su phét sinh phdi soma so cép tu
cdc mau TCL véi néng do thich hop nhét ghi nhan dugc lan luot 1a 7,0 mg/L NAA
(d61 v6i mau L-tCL) hodc 1,0 mg/L 2,4-D (461 v6i mau P-ITCL).

Glutamine, proline hodc spermidine déu ¢6 anh hudong dén qua trinh phat sinh
phoi soma so cdp sim Lang Bian. Trong d0, ca hai loai mau L-tTCL va P-ITCL c6
hiéu qua phat sinh phdi soma so cap t6t nhat khi duoc nudi cdy trong méi trudng MS
¢6 bd sung 7 mg/L NAA (d6i véi mau L-tTCL) hodc 1 mg/L 2,4-D (d6i véi mau P-
ITCL), 30 g/L sucrose, 8,0 g/L. agar va 1,5 mg/L spermidine thong qua viéc tang
cudng tong hop cac enzyme chong oxy héa (APX, CAT va SOD).

Céc hormone ngi sinh trong ting giai doan cta qua trinh phat sinh phoi soma
SO cép sam Lang Bian c6 su bién dong. Ham lugng CK ndi sinh (ZEA, 2iP, kinetin,
mT), IAA va GAj cao nhét trong giai doan cam g phat sinh phdi soma so cap & ca
hai loai mau céy L-tTCL va P-ITCL. Trong khi d6, cac hormone ndi sinh con lai
(MEL, ABA va SA) khong biéu hién xu huéng bién dong r6 rang. IAA chi dugc phat
hién & giai doan cam tng phat sinh phdi soma so cap trong ca hai loai mau ciy. Pong
thoi, sy hién dién va ham lugng cua cac hormone ngi sinh nay cling khac nhau gitra
méu L-tTCL va P-ITCL.
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3. Phat sinh phdi soma thir cip

Phdi soma thtr cip chil yéu ¢ dang c6 14 mam dugc thu nhén tir nudi cdy phoi
soma so cip dang thuy 16i trén méi truong 1/2 MS bd sung 1,0 mg/L 2,4-D, 40 g/L

duong sucrose, 15 % nudc dura va 8,0 g/L agar.

4. Tao cAy sam tir phdi soma thir cip va xac dinh ham lwong saponin tich liiy

trong cay sam Lang Bian in vitro

Cay con in vitro sim Lang Bian c6 ngudn gc tir phdi soma thir cAp nudi ciy
trong moi trudng SH ¢6 bo sung 0,5 mg/L BA, 0,5 mg/L NAA, 30 g/L sucrose, 1,0
g/L than hoat tinh, 8,0 g/L agar va 1,2 mg/LL. AgNPs c6 kha nang sinh truéng va phat
trién tdt, cdy sinh truéong khoe manh, 14 to, mod rong, c6 hinh thanh than ré trong dicu
kién in vitro, htra hen gia tang ty 18 séng s6t khi chuyén cdy ra trong & ngoai vuon
wom trong tuwong lai. Ngoai ra, két qua phan tich saponin cho thiy mau thin ré sim
Lang Bian in vitro 20 tuan tudi c6 sy hién dién cta saponin Rgl, Rd va Rbl. Pay la

nhitng loai saponin chinh c6 gi4 tri duoc liéu, ¢ tiém ning sir dung trong y hoc.
KIEN NGHI

Nghién ctru da x4c dinh dugc mot s6 yéu to anh hudng dén qua trinh phét sinh
phoi soma sam Lang Bian va tao dugc ngudn phoi soma cling nhu cdy con ¢c6 nguon

g0c tur phdi soma in vitro, Chiing t61 dua ra mot so kién nghi nhu sau:

Nghién ctu da dua ra dugc mot s6 yéu to anh hudng dén phat sinh phoi so
cap, thir cap sim Lang Bian; tuy nhién, dé€ 1am rd dugc tdc dong nay can phai tiép tuc
nghién ctru chuyén sau nhirng bién doi sinh ly va biéu hién cta cac gen li€n quan.

Tiép tuc nghién ctru danh gia kha nang thich nghi va sinh truéng ctia cay con
c6 ngudn goc tur phdi soma in vitro trong di€u ki€n vudn vom.

Dua trén nhiing két qua nghién ctru phét sinh pho6i soma, ti€p tuc nghién ctru
va ung dung nhan nhanh phdéi soma ¢ quy mo 16n hon véi muc ti€u dap ung duogc

nhu cdu cay giong phuc vu cong tac bao ton va phét trién.
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VIEN HANLAM CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HQC VA CONG NGHE VN DPoc lap - Ty do - Hanh phic
HOC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE -

Sé: 855 /QD-HVKHCN Ha Ngi, ngay 05 thdng 07 nam 2024

QUYET PINH
Vé viéc thanh 1ip Hoi ddng danh gia luiin 4n tién si cap Hoc vién

GIAM {)Og )
HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Cdn cir Quyét dinh sé6 303/QD- VHL ngay 01/03/2023 cua Chu tich Vién Han
lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam vé viéc ban hanh Quy ché t6 chirc va hoat
dong cua Hoc vign Khoa hoc va Cong nghé,

Cdn cir Thong twe s6 08/2017/ TT-BGDDT ngay 04/04/2017 cua B¢ truong Bo
Giao duc va Dao tao ban hanh Quy ché tuyén sinh va dao tao trinh dg tién si;

Can cir Quyét dinh s6 1948/QD-HVKHCN ngay 28/12/2018 cua Giam déc Hoce
vién Khoa hoc va Céng nghé vé viéc ban hanh Quy dinh dao tao trinh do tién st tai Hoc
vién Khoa hoc va Cong nghé,

Cén ctr Quyét dinh s6 1202/0D-HVKHCN ngay 21/10/2019 cua Giam doc Hoc
vién Khoa hoc va Cong nghé vé viéc cong nhan nghién civu sinh tring tuyén nam 2019,
Chuong trinh thong thiong - Thang 09/2019;

Can cir Quyét dinh sé 902/QP-HVKHCN ngay 14/07/2023 cua Gidm déc Hoc
vién vé viéc gia han thoi gian hoc tap lan l: 12 thang tir 21/10/2023-21/10/2024 cho
NCS. Truong Thi Lan Anh,

Xét dé nghi ciia Truong phong Pao 1go.

QUYET DINH:

Piéu 1. Thanh 1ap Hoi déng danh gia ludn an tién si cép Hoc vién cho nghién
ctru sinh Truong Thi Lan Anh véi dé tai:

Nghién clru qua trinh phat sinh phoi soma Sdm langbian (Panax vietnamensis
var. langbianensis) ’

Nganh: Sinh ly hoc thuc vit Midso: 94201 12

Danh sach thanh vién Hoi ddng danh gia lufin an kém theo Quyét dinh nay.

Pidu 2. Hoi ddng ¢6 trach nhiém danh gid lun an tién si theo dung quy ché hién
hanh cua Bo Gido duc va Pao tao, Hoc vién Khoa hoc va Cong nghg.

Quyét dinh 6 hi¢u luc téi da 90 ngay ké tir ngay ky. Hoi dong tw giai thé sau
khi hoan thanh nhiém vu.

Pidu 3. Trudng phong Td chirc - Hanh chinh va Truyén thong, Trudng phong
Pao tao, Truong phong Ké toan, céc thanh vién c6 tén trong danh séach Hoi dong va
nghién ctru sinh ¢6 tén tai Diéu 1 chju trach nhiém thi hanh Quyét dinh nz‘ly.f.%,

GIAM POCT~

Noi nhan:

- Nhu Diéu 3;

- Luu hd so NCS;

- Luu: VT, BT, MT17.
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BAN NHAN XET LUAN AN TIEN Si

Ho va tén ngudi viét nhian xét ludn én: Nguyén Huy Hoang
Hoc ham, hoc vi: GS.TS.
Co quan cdng tac: Viégn Nghién ciru h¢ gen
Ho va tén nghién ctru sinh: Truong Thj Lan Anh
Tén d& tai ludn 4n: Nghién ctru qué trinh phét sinh phdi soma sim Lang Bian (Panax
vietnamensis var. langbianensis)
Y KIEN NHAN XET

1. Tinh cin thiét, thoi s, y nghia khoa hgc va thyec tién ciia deé tai

Viée cham séc strc khoé sir dung céc dang thyc phim chirc niing c6 ngudn gbe tyr nhién
hién nay diing 1a mdt xu thé trén thé gidi va Viét Nam. Viée sir dung céc dang thyc phim chire
ning ndy c6 tinh an toan va phong trach tir xa. Chinh vi vay, cic ngudn théo dugc qui hiém
trong tw nhién ngay cang can kiét. Trong céc duge thio qui hiém ciia Viét Nam phai ké dén
chi Sdm (Panax) trong d6 nhu sim Ngoc Linh, sim Lai Chéu,... Gan diy cc nha nghién ctru
Viét Nam ciing d phat hién thém mét loai sim méi tai tai huyén Lac Duong, tinh Lim Dong
va dit tén Ja sim Lang Bian. Sam Lang Bian dang bj khai thic mét bira bdi, dén nay rat kho
c6 thé tim thiy cic cé thé trong nimg tai tinh Lim Ddng.

Chinh vi vdy dé bao ton va phat trién ngudn dugc liéu qui hiém gidng sim Lang Bian tai
tinh LAm Ddng, chiing ta cin phai nghién ctru 4p dung céc k§ thuit khoa hoc nhan gidng nhim
bao tdn va dura vao san xuft. Trong d6 viéc nudi cdy phéi soma 1 phuong phap di va dang
dugc ap dung trén céc gidng sim chi Panax. Do vdy dé tai nghién ctru qua trinh phit sinh phéi
soma sim Lang Bian s& g6p phin trong viéc bdo ton phit trién ngudn duge liéu qui hiém ciling
nhu 4p dung vao cudc séng bing ngudn duge ligu ndy.

2. Sy khéng trung lip ciia dé tai nghién ciru so véi cdc cong trinh, ludn vin, luin dn
d3 cong b & trong va ngodi nuwéc; tinh trung thye, rd ring va diy di trong trich
din tai li¢u tham khio

Dé tai sir dung ngudn duge ligu thu thap tir tai Lam Ddng, Viét Nam gidéng sim Lang Bian
¢6 tinh cht ban dja m&i duge phat hién nim 2016 do d6 khong c6 sy trang 1p, truée d6
cé4c nghién ciru tdp trung vao sim Ngoc Linh. Nghién ciru sinh sir dung 284 tai li¢u tham
khéo trong va ngodi nuéc duge trich din rd rang trong ludn én.

3. Sy phis hgp gidra tén A& tai véi ndi dung, giira ndi dung véi chuyén nganh vi mi

s6 chuyén nganh

Tén va ndi dung cling nhu chuyén nganh ciia nghién ciru sinh 13 sinh ly hoc thye vit 1a
hoan toan phit hgp véi ma s6 9420112,


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

4. D{ tin cfy va tinh hi¢n dai cia phwong phép di sir dyng dé nghién ciru

Céc phuong phap str dung duge thyce hién c6 tinh chon loc va ké thira tai phong thi nghi¢m
chuyén siu vé& nudi ciy mé thyc vat nhu: Khir tring b& mit miu thyc vét, nudi cly 16p
mong té bao, ... cic phuong phap hod sinh nhu: hoat tinh enzyme chéng oxy hoa (SOD,
CAT va APX), phuong phép quang phd tir ngoai, sfic ky 16ng siéu hiéu ning,... Ngoai
ra con sir dung céc phin mém tin sinh hoc dé phn tich sd ligu. Céc phuong phép nay
mang tinh thudng qui, hi¢n dai, ¢ d¢ tin cdy cao, dap lmg cic ndi dung dé ra.

5. Két qui nghién ciru mdi ciia tic gid; nhimg déng gép méi cho sy phat trién khoa
hoc chuyén nganh; déng gép méi phyc vy cho sin xuit, kinh té, quéc phong, xi hji
va doi sdng. Y nghia khoa hoc, gi4 trj va d§ tin cdy cia nhimg két qua dé.

Két qua ctia dé tai: ap dung dugc AgNPs khir triing vao cdc mau than ré c6 tac dung kich
thich miu téi sinh chdi bat dinh. Phét sinh dugc hinh thai nudi cdy phdi soma 16p méng
té bao thong qua mdt sé chit anh hudng t6i qué trinh nudi cdy nhu Auxin, Glutamine,
proline, spermidine. Phat sinh hinh thi phdi soma thir cép tir so cép. Cuéi cing tao dugc
cdly sdm tir phdi soma thir cap ngodi ra ciing x4c dinh thém ham lugng saponin tich trong
cdy cdy sam Lang Bian.

Két qua cua dé tai c6 ¥ nghia trong viéc nhan giéng sim Lang Bian tai tinh Lam Ddng
g6p phin vao viéc bao tdn va phat trién ngudn dugc lidu qui hiém. Day sé 1a tién dé dé
phit tridn ngudn gidng phat trién ngudn dugc ligu cho tinh Lim Ddng g6p phén phat trién
kinh t& cho ngudi din, mang tinh chét dic hiru viing midn cuia Viét Nam.

Két qua nay c6 d tin ciy cao vé khoa hoc duge thong qua céc bai bdo khoa hoc quéc té
uy tin dugc cong ddng thé gisi cong nhan. Piy ciing s& 1a ngudn tii lidu quan trong trong
nghién ciru va giang day tai cic vi¢n nghién ciru va trudmg dai hoc trong va ngodi nudc.

6. Uu diém va nhwge diém vé nji dung, két cfu va hinh thirc ciia luin én

Uu diém ciia ludn dn:

luén 4n dugec trién khai 4 n$i dung nghién ciru tir viéc: Tao ngudn miu in vitro (c6 d¢ tin
cy cao va chit lugng tir vt liéu ddu vao); Phét sinh phéi soma so cip théng qua nudi cdy
16p méng té bao; Phét sinh phdi soma thir cdp; Tao cdy sam tir phdi soma thir cip va xéc
dinh ham lugng saponin tich lu§ trong cdy sim Lang Bian in vitro. Két cdu cac ndi dung
logic, hgp 1y, 6 tinh khoa hoc. Céc két qua rd rang dwgc minh chimg bing cac hinh anh,
bang biéu dep, phan tich két qua rd rang c6 sy danh gi4, so sanh v6i cdc nghién ciru trén
c4c ddi tugng nghién ciru khic trude d6, din chimg so sanh tai liéu tham khdo sat véi ndi
dung nghién ciru.

Hinh thtrc cia lugn 4n duge phin b hgp ly: Mé dau 3 trang, Téng quan tai li¢u: 38 trang,
Vit liéu va ndi dung va phuong phép nghién ciru: 14 trang, Két qua va thao ludn 58 trang,
Két ludn va kién nghi: 2 trang; Tai liéu tham khdo trong va ngodi nuéc 284 tai lidu: céc
tai li¢u md&i va cdp nhat,

Nhuge diém cia lu@in dn:


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

Hinh thire: Myc lyc: M& ddu khéng cén thiét phai viét toan b tén cdc myc tai phin
mé ddu (Khéng c6 y nghia nhiéu vé théng tin vi qua ngén va phin niy mang tinh gi6i
thi¢u). Mjt s6 bang cin duge dit gdn véi cdu vin trich din dé c6 thé tién theo ddi nhu
bang 1.5, bang 1.6: nén dua vdo mdt cdu van (Xem lai trich din bang trang 36).

N§i dung:

+ Phan tdng quan nén ¢é thém théng tin vé& céc giéng sim khac ngoai sim Ngoc Linh c6
gid trj kinh t&, nghién ctru khéc nhu sém Lai Chau,... hojic cich viét thé hién dugc mang
tinh cht tdng thé vé céc gibng sim maéi quy hiém tai Viét Nam.

+ Néu ¢6 thém so dd nghién ciru tdng thé sau phin tdng quan hoic trong phin vét ligu
phuong phép nghién ciru thi s& c6 céi nhin tdng thé cic ndi dung thyc hién.

+ Phén phuong phép nghién ciru khéng nhét thiét phai viét muc 2.3.1 Céch tiép cin (mang
tinh dé tai nghién ciru: céc théng tin & diy dua ra khdng c6 ¥ nghia nhiéu). Néu c6 thém
hinh anh vé cdy sam Lang bian 10 nim thi ¢6 ludn 4n c6 y nghia nhiéu hon trong phén vit
li¢u thyc vat. Thiét bi may 16m nén duge dua vao danh myuc nhu HPLC, UHPLC.

+ 86 lugng tai liéu tham khao 13 284 kha dai so v&i mot ludn an (nén bd bt mdt sb tai
li¢u tham khéo qué lau tir 1au tir ndm 1972, 1974, 1980..).

+ Mot sb tir viét tit tuy di c6 trong danh muc ky higu chir viét tit, tuy nhién khi bt diu
viét trong cdu vin dau tién ciing nén c6 chi thich bén canh dé ngudi doc tién theo dai.

7. Npi dung ciia luin in di dwge cong bo trén tap chi, ky yéu hji nghj khoa hoc nao
va gid trj ciia cdc cong trinh di céng bd

N¢i dung luan 4n dugc ding trén 2 bai bio quéc té: 1 trén tap chi Plant cell, Tissue and
Organ Culture (PCTOC) 2022: QI, IF>2,8, H-index 98. M{t bai trén tap chi: South
African Journal of Botany 2023: Q2, IF> 3, H-index 83. NCS déu 14 tac gia chinh cua 2
bai béo quéc té SCIE, cdc ndi dung cua bai bdo 1a mot phin ciia két qua nghién ciru, da
cho thdy NCS di thyc hién va lam chu céc k¥ thudt trong cc ndi dung nghién ciru.

8. Két lujn chung:
NCS Trurong Thj Lan Anh da thyc hién ndi dung ctia lufin 4n ¢6 khéi lugng cdng viée nghién
clru khoa hoc, logic, hgp ly, cong vige dd s§. Cac ndi dung clia ludn an ddp img véi mot ludn
4n tién s§ chuyén nganh Sinh 1y hoc thyc vit. Dé nghj Hi ddng cho phép NCS duge bao vé
dé nhan hoc vj TS.
Ha Ngi, ngay 26 thang 7 ndm 2024
Ngudi viét nhin xét

o

Nguyén Huy Hoang
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BAN NHAN XET LUAN AN TIEN Si

Ho va tén ngudi viét nhin xét ludn 4n: Nguyén Du Sanh
Hoc ham, hoc vi: PGS.TS
Co quan cong tic: Trromg DPHKHTN- PHQGTPHCM
Ho va tén nghién ctru sinh: Trwong Thj Lan Anh
Tén dé tai ludn 4n: Nghién ctru qué trinh phat sinh phdi soma sim Lang Bian (Panax
vietnamensis var. langbianensis)
Y KIEN NHAN XET

1. Tinh cin thiét, thdi sw, y nghia khoa hoc va thye tién ciia dé tai

S&m Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) la loai sim dic hiru, cé gia tri duge
lidu rdt cao vi c6 chira ham lugng cao saponin dic tnrng MR2, G-Rb1 va G-Rgl. Trong
ty nhién, sy hién di¢n ngdy cing bj thu hep do khai khic qua mirc. S&m Lang Bian
(Panax vietnamensis var. langbianensis) 12 mdt thir lodi méi dugce phat hién va cong bd
vao nidm 2016 vé&i sy phan b6 han hep, nén viéc nghién ciru dé bao tdn va phét trién thi
loai nay 1a mot cong viéc rit cin thiét, c6 ¥ nghia khoa hoc. Mubn phat trién viing trong
sam Ngoc Linh langbianensis (di phuc vu cho viéc bao tdn hay dé khai thic) déu doi héi
phai san xuit dugc nhiéu cdy gidng cé chit lugng cao, séng va cho than ré ngoai tu
nhién. Pdy 12 mjt viéc 1am can thiét vi nghién ctru tao cdy sim Ngoc Linh qua sy phat
sinh phdi soma néu thanh céng s& 1a mjt ngu%m tu liéu quy vé dbi tuong (duge ligu) va
phuong phép phu hop dé co thé dua ra quy trinh 4p dung cho cic loai cdy trong c6 gia tri
kinh té khac. Chinh vi thé, luin 4n c6 y nghia khoa hoc va thuc tién qua viéc sir dung
thanh tyu ciia cong nghé sinh hoc thyc vét trong nghién ctiru mét loai dic san, quy, hiém,
phan bd hep & nudc ta.

2. Sy khéng tring lip cia dé tai nghién ciru so véi cic cdng trinh, ludn vin, lujn 4n

da cong b & trong va ngoai nwéc; tinh trung thyce, rd rang va dﬁy di trong trich din

tai liéu tham khao
Trén thé gi6i, c6 nhiéu nghién ciru vé& chi Panax & cdc khia canh khéc nhau dac biét chi
trong vé duge tinh. O Viét Nam g?m day céc loai nPﬁn sdm ciing dugc nhiéu nha khoa
hoc quan tim. Ban than chua thay cé sy trung lap vé ndi dung cuia cong trinh va luin 4n
duge cong bb trude day (ddc biét véi dbi tugng I4 sim Lang Bian). Dy 12 m{t cong
trinh nghién ciru kha chi tiét vé nudi cdy tao nguon méu (tir mau thn ré 10 nim tudi thu
nhin ngoai ty nhién, duge khir tring bang dung dich AgNPs va véi ky thujt cat 16p
modng (TCL) di dua dugc miu vao dng nghi¢m). Céc mau cdy vo tring ndy dugc sir
dung dé tao phoi soma qua viéc bd sung glutamine, proline, spermidine bén canh PGRs
vao mdi trudmg dé khao sat sy tao phdi in vitro (so cap) va (thir cdp). Céc phdi soma thir
cap ndy dugce khao sét sy sinh truéng va tao cu in vitro dé thanh cdc cdy sim Lang Bian
con 6 chira saponin so véi cdy sim con sinh truéng tir chdi bét dinh, djc biét 1a vige bd
sung 1,2 mg/L. AgNPs vao mdi trudng gitip cho cdy con ting trudmg gip ddi sau 20 tudn
nudi cdy (tr.111-112). Céc két qua thi nghiém thu nh@n dugc trinh bay rd; Céc ghi nhin
va Iy gidi c6 lién quan dén sy hinh thanh va phét trién phdi soma sim Lang Bian déu
dugc trich din.
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3.

Sy phu hep giira tén d@ tai véi ndi dung, giira ndi dung véi chuyén nganh va ma sé

chuyén nganh

5.

Tén d¢ tdi lugn 4n da thé hi¢n diy dii qua ndi dung nghién ciru va phit hop véi nganh
Sinh 1y hoe thye vt va ma s 9.42. 01.12. Noi dung lun 4n phit hgp véi cach dat vin dé
(néu duge ly do vd myc dich nghién ciru). Luén 4n gdm 4 ndi dung véi 9 thi nghiém
duge thye hign. Da thu thip duge cic sd liéu chimg minh cho muc tiéu dé ra dya vao céc
phwong phép duge sir dung trong nudi cdy in vitro xit Iy vit li¢u bing dung dich AgNPs.
Véi k§ thudt nudi cdy 16p méng (TCL) da tao ra ngugn vét ligu in vitro. Tir ngudn vit
li¢u ndy da nghién ciru tiép sy tao phdi soma so clp va thir clp v6i ham lugng dudmg,
nrde dira cung cdc héa chit nhu glutamine, proline, spermidine bén canh PGRs. Céc
phdi soma thir cip duge cho tiép tuc sinh trudng in vitro c6 bd sung 1,2 mg/L AgNPs dé
theo ddi sy tao than ré. Céc thi nghiém d3 dat dugc nhiéu két qua rat dang cha y.

. D{ tin cdy va tinh hi¢n dai ciia phwong phép da sir dyng dé nghién ciru

Phuong phép nghién ciru trong luén 4n 13 cic phuong phép thudémg dugce sir dung trong
nghién ciru vé sinh 1y hoc thye vét trong éng nghiém nhu: khir tring mau, k§ thudt nudi
cay 16p mong (TCL), tao phéi soma (so & thir cép), tai sinh chdi, tao cdy con bing cach
sir dung phytohormone (PGRs), polyamine ciing cic yéu té méi trudmg tic dong dén su
sinh trudng va tao than ré clia cdy sim Lang Bian trong diéu kién nudi cy in vitro. Bang
s6 liéu c6 tinh thong ké; Hinh anh minh hoa 13, ¢6 ghi chi bd sung va thém céc ly giai
(thao luén) da thuyét phuc dugc ngudi doc.

Két qu4 nghién ciru méi cia tic gid; nhirng déng gép méi cho swr phit trién khoa hoe

chuyén nganh; déng gép méi phyc vy cho sin xuit, kinh té, quéc phong, xi hdi va doi
song. Y nghia khoa hoc, gid trj va dj tin cdy ciia nhimg két qua dé.

6.

D3 sir dyng AgNPs dé khir tring than r€ ban diu ciia sim Lang Bian, ding méi trudmg
c6 bd sung BA dé tao ngudn mau ban dau cho viéc nhan gidng in vitro. Cac thi nghiém
da dua ra dugc cic thong sé vé téi sinh chdi va tao phdi soma (phdi sinh dudng). Dic
biét, da sir dung ham lugng dudng, nuéc dira va bd sung cic polyamine nhu: glutamine,
proline, spermidine bén canh PGRs dé khio sét qua trinh tao phdi soma so cdp va tha
cdp cta thir loai sim Lang Bian. Tir cdc phdi soma thir cap khi c¢6 bd sung 1,2 mg/L
AgNPs di tao ra dugc cdy con c6 thin cti in vitro nhanh gin gip doi so véi ddi chimg
sau 20 tuln nudi cdy. Tir ddy c6 thé dua ra trdng trong nha wom va c6 thé xay dyng dugc
qui trinh vi nhin giong cdy sim Lang Bian.

U'u diém va nhwrge diém vé ni dung, két cau va hinh thirc ciia lujn dn

Luén 4n phi hgp véi cich dat vin dé (néu dugc ly do va myc dich nghién ciru). Ludn 4n
gbm 4 ndi dung véi 09 thi nghiém duge thyc hién, di thu thip dugce cic sb liéu chimg
minh cho muc tiéu dé ra dya trén céc phuong phép dugc sir dung trong nudi cdy in vitro
xir Iy héa chét dé tao ra phdi soma va budc dau tgo ra duge cdy sim Lang Bian in vitro
c6 tich lily saponin (mdt dugc chit ctia sdm) in vitro. Ludn 4n c6 diy du cdc phin theo
quy dinh. Ludn 4n trinh bay trong 148 trang. Cdc phin dugc phin phdi hgp ly. M diu:
(03 trang) véi phin dit vin d& rd (néu duge ly do va myc dich nghién ciru); Chwong 1:
Tong quan tai li¢u (38 trang) twong ddi diy du (lién quan dén ddi tuong, ndi dung
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nghién ciru qua tham khao cdc tai li¢u da xudt ban); Chwong 2: Vit ligu, Nji dung va
Phwong phap Nghién ciru : (14 trang) Tuong d6i ddy di, rd rang; Gdm 4 ndi dung véi
09 thi nghi¢m dugce thye hi¢n. N§i dung 1:Tir viée khir tring b& mit thin ré bing dung
dich AgNPs (tr.44- 46); Dén viéc bd sung dung dich BA dé nhan nhanh chdi in vitro
(tr.46); N¢i dung 2: Tir cac 14 va cubng 14 cia chdi qua k§ thudt TCL (cit ngang hay
doc) dudi anh hudng cia auxin va cédc loai polyamine dé theo ddi sy phat sinh phéi so
cap (tr.46- 50); Ngi dung 3: Tir cdc phdi soma hinh thanh dén dang phéi thiy 16i
(torpedo shape) duge sir dung dé tao cic phdi soma thir cp trén cdc mdi trudng khodng,
ham lugng dudng cing nudce dira khic nhau (tr.50- 53) N§i dung 4: Tir cic phdi soma
thir cép c6 14 mam (cao 1,5 mm) va tir chdi bat dinh (cao 1,5 cm) dugc nudi ciy dé theo
ddi sy sinh trudng va su tao than ré (ct sim) ciing nhu dinh lugng saponin sau 20 tuln.
Dic biét v6i nghiém thirc bd sung AgNPs 1,2 mg/L(tr.54); Hinh thai, c4u triic ciia mdi
giai doan sinh tnrémg va phat trién cling nhu céc sb liéu duge ghi nhin. Chwong 3: Két
qua va Thio ludn: (58 trang) Céc két qua cia timg thi nghi¢m duoc thé hién qua hinh
anh, bang biéu vai sb liéu c6 tinh théng ké; Cac két qua dugc ly gidi (thdo luin) logic
qua céc tai li¢u tham khao c6 lién quan. Cudi phin c6 mét trang minh hoa vé qué trinh
nudi cdy tao phéi soma sim Lang Bian in vitro (tr.54). Két ludn va Kién nghij: (2 trang)
Dura trén két qua thyuc nghiém da dic két lai cic ndi dung dit ra va dya vao d6 dé xuit
céc cdng viéc c6 lién quan. Phin céng trinh da céng bé: (1 trang) voi 2 bai béo viét
bing tiéng Anh ding trén 2 tap chi, nha xuit ban c6 uy tin & nuéc ngoai. Tai liéu tham
khio: (32 trang) vdi 284 tai liéu bing tiéng Viét va tiéng Anh c6 lién quan dén néi dung
ludn 4n va c6 tinh cdp nhat.

Uu diém:

Trinh bay sach dep, o rang. it 13i in 4n. M&i thi nghiém déu c6 hinh anh, bang biéu
di kém, 1y giai cdc két qua thé hi¢n qua nhiéu tai li¢u tham khio phong phi va c6 tinh
cap nhat. Mdi phin déu c6 tém tit nén d& theo ddi. Pjc biét nhét 1a phén tao phoi soma
sim Lang Bian in vitro c6 nhiéu théng tin rit dang trdn trong. Tir d6 dua ra viéc xay
dyng quy trinh vi nhdn gidng s& c6 strc thuyét phuc cao hon.

Han ché:
- ( TN8 (tr.53): phoi soma dang cdy mam va chdi bit dinh dugc nubi.... (dy 1a 2 phin
vit liéu riéng can phai tach biét );

- Phan Két qua va Thao ludn: Viéc nhin gidng in vitro cdy sam Ngoc Linh g?m day da c6
nhiéu nghién clru véi cac phuong phép thudng quy. O luin 4n ndy (sim Lang Bian) tac
gid c6 nghién ciru thém mot sb yéu t& méi (AgNPs= cho khir tring va cho sy sinh
trudng tiép theo cua phdi soma thir cép), (b4 sung glutamine, proline, spermidine bén
canh PGRs dé kho sat qué trinh tao phéi soma so cip), cic loai mdi trudng véi mot vai
yéu t§ bd sung nhu ham lugng dudng, nuée dira. Tac gia da gidi thich (thdo luin) c4c két
qua tir didu kién thi nghiém trong LA so véi céc két qua da cdng bd truée. Tuy nhién:

- Chura ly gidi vai trd ctia spermidine trén sy phat trién phéi soma so cdp trén ca hai loai
vt liéu tir phién 14 va cubng 14. Trong khi dé lai dua vao vai trd ciia melatonin (tr.90),
acid salicylic (tr.94).

- Ciing chura thdy Iy giai vai trd clia AgNPs trong sy sinh truéng clia phdi soma thir cdp
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thanh cdy con c6 thén ré.

- Trong qud trinh phat mén phoi soma s¢ c6 nhidu bit thutmg khi so sanh v6i sy phat
trién phéi hop tir. Chura thiy tic gia dé cdp dén hién tuqng nay. Cac phéi bt thuomg nay
vi sa0 lai ¢6? Kha ning sinh trudng thanh cdy c6 than ré nhu thc nao? Khi so sénh véi
sim Ngoc linh hi¢n tugng bét thudng giam va 1am ting hgp chit thir cip nhu nghién ciru
cta [10] khi sir dung AgNPs (tr. 111,112).

- Nén ¢6 phén phu luc minh hoa thém cho ndi dung luén én

7. N§i dung ciia ludn dn di dwgc cong bd trén tap chi, ky yéu h$i nghj khoa hoc nao
va gid trj cia cdc cong trinh di cong bg
C6 02 bai bdo duge cong bd trén tap chi chuyén nganh c6 uy tin & nude ngodi: nim 2022
= 01 bai (Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC) (2022) 151:565-578), nﬁm
2023 = 01 bai (South African Journal of Botany163 (2023) 226 236) c6 lién quan dén
ndi dung ludn an véi tén tac gia ludn an la ngudi dimg dau.

8. Két luan chung:

So véi yéu cu thi ludn 4n dép img dwgc yéu ciu vé ni dung ciia mét ludn 4n tién
sL

Bin tém tit da thé hi¢n twong déi ddy dii va trung thue ndi dung ciia lugn dn.

Dé nghij ludn an dwgc dwa ra bio vé cdp Hoc vign dé nhin bing tién si nganh Sinh Iy
hoc Thuc vit.

Tp. Ho Chi Minh, ngay 27 thdng 07 ndm 2024
Ngudi viét nhin xét
(Phén bién1)

gl —

Nguyén Du Sanh
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CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
Dgc lip — Ty do — Hanh Phiic

BAN NHAN XET LUAN AN TIEN SI

Ho va tén ngudi viét nhin xét ludn 4n: Hoang Thj Kim Hong
Hoc ham, hoc vi: PGS.TS. (Giang vién Cao cép)
Co quan cdng tic: Truomg Y Duge, Dai hoc Duy Téan, Da Ning
Ho va tén nghién ciru sinh: Truong Thj Lan Anh
Tén d& tai lun 4n: Nghién ciru qué trinh phat sinh phdi soma sim Lang Bian (Panax
vietnamensis var. langbianensis)
Y KIEN NHAN XET

1. Tinh cén thiét, thi sy, y nghia khoa hoc va thyc tién cia dé tai

Sam Lang Bian (Panax vietnamensis var, langbianensis) 1a mét d6i tugng thyc vét thudc
chi Sam (Panax), dugc phat hi¢n & viing nii Langbian thuc huy¢n Lac Duong va Hon Nga, tinh
Lam Ddng. O Viét Nam, sim Lang Bian chi méi dugc nghién ciru vé dic diém phan bé trong
nam 2016; va nghién ciru da dang di truyén, trong nim 2019. Nam 2023, S& Khoa hoc va Céng
nghé tinh Lam Ddng da phé duyét dé tai cdp co sé: “Suu tap bao tdn chuyén vi ngudn gen Sam
Langbian (Panax vietnamensis var, langbianensis) phan bb & tinh Lim Béng" va giao Trudmg
Pai hoc Da Lat chu tri thyuc hi¢n véi muc tiéu: Suu tdp va bao tdn chuyén vi thanh cong ngu?m
gen Sam Langbian phén b6 & Lam Ddng. Do gid trj ciia Sim Lang Bian rét 16n nhung hién nay
théng tin vé loai sim ndy con rét it, chua dugc khim pha va khai thac nhidu.

D¢ tai lufn 4n: “Nghién ciru qua trinh phat sinh phdi soma sim Lang Bian (Panax
vietnamensis var, langbianensis)” dugc nghién c{ru sinh (NCS) Truong Thi Lan Anh thyc hién
nhim tao ra ngudn cdy giéng sim Lang Bian in vifro ¢6 than ré tich liy saponine Rgl, Rd va
Rbl, 12 nhimg loai saponine c6 gié trj duge liéu, c6 tiém ning sir dung trong y hoc. Két qua
trong nghién ciru ndy s& 1A tién d& va co s& khoa hoc cho viée tao ra mot lugng 16m ngudn cdy
giéng sdm Lang Bian in vitro thdng qua qu4 trinh phét sinh phdi soma dé phyc vu cho cong tac
trong, bao tdn va pht trién loai cdy ndy & Viét Nam.

Huéng nghién ciru cia dé tai ndy 1a mdt huéng nghién cira méi, cin thiét, mang tinh thosi
sy, ¢6 ¥ nghia khoa hoc va y nghia thye tién.

2. Sy khong tring lip cia d tai nghién ciru so véi cdc cong trinh, lugn viin, lujn én da
cbng bS & trong va ngodi nwéc; tinh trung thye rd ring va ddy di trong trich din tai li¢u
tham khdo
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D¢ tai nghién ciru qué trinh phét sinh phdi soma sim Lang Bian ciia NCS Truong Thj
Lan Anh 14 ¢dng trinh du tién & nude ta da (mg dyung k§ thudt nudi cdy té bao dé tao ngudn miu
in vitro sit dung trong c4c nghién ciru phét sinh phdi soma so cép va thir cip théng qua nudi ciy
16p méng té bao (TCL), va tao duge cdy sim in vitro tir phdi soma thir cdp cé tich liiy saponin.
Nghién ciru nay huéng dén viée thiét 14p mét quy trinh nhin gibng in vitro cdy sim Lang Bian
& quy md phong thi nghi¢m thong qua k¥ thudt nudi cdy 16p méng té bao va la co s khoa hoc
¢ c6 thé phat tridn cAy sim Lang Bian in vitro c6 tich lily saponin ngoai ty nhién.

D¢ tai nghién ciru trong ludn 4n ndy l1a mdt dé tai hoan toan méi, khong tring lap véi
céc cong trinh, ludn vin, ludn 4n da cong bd trong va ngoai nudc.

Luén 4n da tham khio va trich din tir 290 tai li¢u khéc nhau, trong d6 c6 duéi 10% tai
ligu tiéng Viét, dugc trinh bay chung véi hon 90% tai liéu tiéng Anh. Trong sb céc tai liéu duge
tham khao thi tai liéu méi nhit duge cong bd trong 2023, trong d6 ¢6 khoan 85 tai liéu méi duge
cdng bo trong 5 nim gan ddy (tir 2019 dén 2023), chiém khoan 29% tai li¢u tham khao (TLTK)
trong toan ludn 4n. Ngudn TLTK ndy dugc téc gia tham khio va trich din twong ddi rd rang,
diy du va trung thyc.

3. Sy phu hop giira tén dé tai ludn 4n véi nji dung, giira ndi dung véi chuyén nganh daoe
tao va mi sb chuyén nganh.

Tén dé tai luin 4n ph hop v6i chuyén nganh dio tao Sinh 1y thyc vét. Cc ndi dung thyc
hién trong d& tai ndy phi hgp véi chuyén nganh va mi s6 nganh dio tao Sinh ly thuc vit.

4. Dj tin cfy va tinh hi¢n dai cia phwong phip da sir dyng dé nghién ciru

Luén 4n di trinh bay hoan chinh c4c phuong phap thyc nghiém va két qua dat dugc trong

nghién ciru qua trinh phét sinh phdi soma sdm Lang Bian qua bon giai doan:

(1) Tao ngudn méu in vitro

(2) Phat sinh phdi soma thong qua nuéi cdy 16p méng té bao (TCL);

(3) Phét sinh phéi soma thir c4p;

(4) Tao cdy sdm tir phdi soma thir clp va tich lily saponin cdy sdm Lang Bian in vitro.

Lufn 4n d2 cung cdp hoan chinh phuong phép nghién ciru tao ngudn méu in vitro tir than
ré sim Lang Bian ty nhién 10 nim tudi, sir dyng cho nghién ciru phét sinh phéi soma théng qua
nudi ciy TCL. Phat hién dugc vai trd clia AgNPs trong khir tring m4u va nhan nhanh chdi sim
Lang Bian, ddng thdi x4c dinh duge céc yéu té anh hudng chinh dén qua trinh phét sinh phdi
soma thir cp va didu kién t6i uu dé tao cdy sim Lang Bian in vitro tir phdi soma thir cdp ¢6 ham
lugng saponin tich lily cao.

Thiét bj, dung cu va héa chit ding trong luén én nay hu hét c6 ngudn gdc tir cic hang cung
cép chuyén nghigp va uy tin ciia mjt s6 Qudc gia ndi tiéng trén thé gisi. Ngoai trir dung dich
nano bac (AgNPs) dugc cung cdp bdi Vién Cong Nghé Mdi Trudmg & Viét Nam, con tit ca céc
héa chit khac duge sir dung trong ludn 4n déu c6 ngudn gdc tir Nhit Ban, Dirc, Ha Lan va M§
Hau va c6 49 tinh sach rit cao (96% -99%).
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Nhimg phuong phap nghién ciru va két qua thyc nghi¢m ma luin 4n dat dugc trén déi tugng
sdm Lang Bian 13 hoan toan mdi, vira c6 gi4 trj khoa hoc va thyc tién, vira c6 4§ tin cdy cao.

5. Két qua nghién ciru méi ciia tic gid, nhimg déng gop gl méi cho sy phat trién khoa hoc
chuyén nganh; déng gép méi phyc vy cho sin xudt, kinh té, qudc phong, xi h¢i va déi
song. Y nghia khoa hgc, gid trj thye tién va d§ tin cfy cia cdc két qua dé.

Ludn 4n thyc hi¢n v6i 4 ni dung nghién ctru chinh: (1) Tao ngudn miu in vitro; (2) Phat
sinh phdi soma so cdp thong qua nudi ciy 16p mong té bao (TCL); (3) Phat sinh phdi soma thir
cip; (4) Tao cdy sim tir phdi soma thir c4p va tich liiy saponin cdy sim Lang Bian in vitro.

Céc két qua thu duogc tir cic ndi dung nay 14 nhimg két qua hoan toan méi va cé gié tri
khoa hoc va thyc tién rd rét. Céc ndi dung ctia ludn 4n dugc thuc hién véi sb lwvong mau Ién va
¢6 13p lai. Phuong phép b6 tri thi nghi¢m trong ludn 4n nhin chung kha hop 1y, logic va c6 tinh
khoa hoc. Két qua ctia luan én duge trinh bay tuin ty qua timg ndi dung, duge nhén xét, so sinh
va thao ludn véi mét s6 két qua tuong tyr dat dugc tir céc ddi tugng thyc vat khac da duge cong
bd bai mot sb tic gia trong va ngodi nudc, tir d6 khing dinh tinh hop 1¥ cita céc két qua da dat
dugc trong toan luin 4n, ddng thi 1am rd nhimg phét hi¢n méi trong dé ti ludn 4n nay.

Két qua ctia lugin 4n da dugc téc gia trinh bay thong qua 22 bang s liéu va 27 hinh chup
cac mAu nghién ciru trong toan luin 4n. S6 li¢u vé& két qua nghién ciru cua ludn 4n dugc trinh
bay trong céc bang déu c6 xir Iy théng ké va thé hi¢n sy khéc biét rd rét trong timg ndi dung
nghién ctru. Céc hinh anh chyp mAu ciia ludn én duge trinh bay kha rd ring va ¢6 thuée chudn
kém theo trén timg méu chyp, d€ quan st va theo ddi. S8 li¢u trinh bay trong luin 4n c6 tinh
mai va cd do tin cdy cao.

Két qua cia luin 4n ndy s& g6p phin thiét 13p va hoan thién quy trinh nhin giéng in
vitro cdy sam Lang Bian thong qua qué trinh phét sinh phdi soma dé tao ra ngudn gibng cdy sam
in vitro c6 than ré tich lily saponine.

Mu thin r€ sdm Lang Bian in vitro 20 tuln tudi, tich lily saponine Rgl, Rd va Rbl, 1a
nhimg loai saponine c6 gi4 trj dugc liéu, c6 tidm ning sir dung trong y hoc.

Ngudn cdy sim Lang Bian in vitro phét sinh tir phdi soma thir cap c6 hiam lugng saponin
tich 1y cao s& 1 ngudn nguyén li¢u quy gid trong viéc nhan giéng va phit trién ciy sim Lang
Bian ngoai ty nhién trén dién tich rfng.

Két qué dat dugc trong ludn én ndy s& tao tién d& cho cdc nghién cir (mg dyng tiép theo
trong nhén gidng va phat trién cdy gidng in vitro ndy trong didu kién ty nhién nhim phyc vy sin
xudt, kinh té va doi sbng ciia ngudi dén,

6. Uu diém va nhwrge diém vé ni dung, két cfiu va hinh thirc ciia lugn dn

Uu diém

Nhin chung luéin 4n dugc chudn bj va trinh bay kha tét ca vé& hinh thirc 14n ndi dung. Cac noi
dung thyc hi¢n trong lun 4n phit hop véi tén dé tai va ddp img myc tiéu dé ra. Két qua thu duge
trong luéin 4n c6 tinh méi, c6 gia trj khoa hoc va thyc tién rd rét. S8 ligu tir két qua c6 xur ly sai
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s0, cdc bang va hinh anh minh chimg dugc trinh bay trong phin két qua 14 rd rang, nén két qua
luén 4n c6 4§ tin cdy.
Nhurge diém
Phén trinh by lugn 4n vin con mdt s6 sai s6t nhd cén gop ¥ cu thé nhur sau:
Théng nhét cach trinh bay tir “sim” hay “Sam” trong toan lun 4n (vi dy & trang 3).

- Trang 11: Kiém tra lai ngudn gc ctia Hinh 1.1 néu hinh ndy khéng phai do NCS phat

thao ma trich dén tir tai li¢u 16 thi bd sung TLTK vio sau tén hinh.

- Trang 13: Bé sung TLTK véo doan cudi trang khi trinh bay khai ni¢m vé phéi soma.

- 86 lidu v& ty 1¢ mAu phét sinh phoi soma (%) & bang 3.7 cho thdy gié trj nay & mau ddi
chimg (93,32 £ 9,15%) va mau c6 bd sung 7,5 spermidine chimg (93,32 + 9,15°) triing khép nhau
100% v& gid trj chinh va sai s§ nén cin kiém tra xem s li¢u ndy c6 bj nhim 14n khéng.

- Luéin 4n ndy sir dung rit nhidu loai méi trudng nuéi cdy nhu MS, 1/2MS, SH c6 chira thém
mdt s6 chit co ban trong ky thudt nudi cﬁy mé té bao nhu agar, tween-80, than hoat tinh, ...sau
d6 méi bd sung thém mot sb yéu t bén ngoai nhur sucrose, nudc dira, NAA va 2,4-D, BA, TDZ,
AgNPs, spermidine...dé danh gia tac dong cia céc yéu td nay lén qua trinh phat sinh phéi soma
va tao cdy sam in vitro. Tuy nhién, khi trinh bay cach tién hanh thi nghiém trong phan “Phuong
phép nghién ciru” hoiic dua ra két luin vé két qua dat dugc trong mdi thi nghiém & phan: “ Két
qua va Thao luin”, NCS chi néu riéng 1¢ tén méi trudng hodc yéu t6 tic dong ma minh dang
nghién ciru chir khdng néu rd dy dit méi trudmg nudi cdy c6 cac thanh phan khac kém theo ma
minh sir dung dé két hop véi yéu td cin nghién cinu.

Vi du cach tién hanh cua thi nghiém 2 (trang 46) dugc trinh bay nhu sau: “ Céc chdi sim
Lang Bian in vitro (kich thuéc khoang 1 cm) duge cy trong mdi trudmg SH ¢6 bd sung BA...”
12 chua chinh x4c vi méi trudng SH khdng c6 chira sucrose, agar ma thye té moi trudmg nudi
cdy trong thi nghiém ndy c6 chira 30g/L sucrose va 8 g/L agar.

O doan cudi trang 71 c6 két ludn: “Sau 12 tudn nudi cdy trén mdi trudng bd sung spermidine,
két qué cho thdy spermidine & ndng do thép (1,5-7,5 mg/L) c6 tic dung tich cuc ddi véi sy phit
sinh phdi soma so c4p tir mAu cdy L-TCL.... Két luin ndy chwa rd rang, NCS cin phai néu cu
thé tén mdi trudmg nudi cly va céc thanh phin co ban khéc ¢6 trong méi trudng nghién ciru
trude khi bd sung spermidine). (Luu ¥ gép ¥ ndy va chinh sira twong t trong céc thi nghiém con
lai ctia ludn 4n).

Trang 70, két lun : “Tém lai auxin c6 anh hudng dén sy phét sinh phéi soma so cdp tir cac
ngudn miu ciy L-tTCL va P-ITCL” 14 chua chinh x4c béi vi auxin 1a mdt nhém chét kich thich
sinh truémg chira nhiéu chét khéc nhau, trong khi luén 4n nay chi nghién ciru 2 chit 1a NAA va
2,4-D, do vy NCS cin dua ra két lugn déi véi cac chat minh dang nghién ctu, khdng nén két
ludn chung cho toan nhém auxin.
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- Muc 3.1.1 va Bang 3.1 & chuong: “Két qua va thao luin” néu c6 thém thi nghiém miu
d6i chimg khir tring binh thudmg nhu mau thi nghi¢m va c6 diing Tween 80 trong 30 phiit nhung
khong xir ly véi AgNPs thi két qua s& c6 tinh thuyét phyc hon.

O trang 93 tén “Arabidopsis thialiana” cdn in nghiéng “Arabidopsis thialiana”.

Tiéu dé cua Hinh 3.14 nén lugt bé tir “thir cAp” va diéu chinh lai thanh: “Sy phat sinh
phoi soma sim Lang Bian” vi trong hinh ndy c6 c4 hai logi hinh phdi soma so cp va thi cép.
Ngoai ra, hinh D 14 anh chyp hinh phdi soma thir cip da phat trién chir khong phai 14 céc giai
doan phat trién ctia phdi soma thir c4p.

Tét ca mdi trudmg nudi cdy trong ludn 4n ndy déu sir dung 8,0g/L agar, nhung trong myc
3.4.3 mdi trudmg SH c6 sir dung 9,0g/L agar, cAn kiém tra xem c6 nham I4n khong néu khong
thi cin gii thich vi sao & thi nghiém nay lai sit dung ndng d¢ agar cao hon c4c thi nghi¢m khac.

Cb 4 két ludn téc gia dwa ra trong ludn 4n déu 12 c4c két luin méi thu duge tir nghién ctru
qua trinh nghién ciru phat sinh phdi soma sim Lang Bian. Tuy nhién c4ch trinh bay mdi két luin
chua dugc rd rang va chinh xéc, cin luu ¥ dé dién dat thuyét phuc hon.

Mot s6 diém dang luu y nhu sau:

Két ludn 1. “AgNPs & ndng dd 0,15% khong nhimg cho hiéu qua tét trong khir tring
mAu thin ré ma con kich thich mAu t4i sinh chdi bit dinh” 1a két luin khong chinh x4c.

Gép y: Két ludn nay chua diy di vi thiéu méi trudng nudi ciy co ban truée khi bd sung
AgNPs. Cin luu y thém trong phin trinh bay cach tién hanh thi nghiém nay & phin “Phuong
phép thi nghiém”, luin 4n chi trinh bay mdt chat duy nhat 13 AgNPs khdng c6 mdi truomg nudi
ciy kém céc chét co ban da sir dung.

Két lugin 2. Két lugn: “Auxin ¢6 tac dung tich cyc dén sy phat sinh phdi soma thir cp
tir cdc mau TCL...” 1A chua chinh x4c.

Gép y: Chi nén két luan cho 2 chit trong nhém auxin duge sir dung trong thi nghi¢m
nay (xem gop ¥ & trang 70 dé trinh bay hop Iy hom).

Kiém tra lai tir “thr c4p” trong doan 2 ctia két ludn 2: “Glutamine, proline va spermidine
déu ¢6 anh huéng dén sy phét sinh phdi soma thir cdp sim Lang Bian, trong d6 1,5mg/L
spermidine cho hi¢u qua phat sinh phdi soma thir cip t6t nhét d8i véi ca hai loai mAu théng qua
nudi cdy TCL 14 vL-{TCL va cubng 14 P-ITCL in vitro” vi céc chit ndy dugc bd tri trong thi
nghiém dé phat sinh phéi so cdp (trinh bay & myc 3.2.2 trang 70).

Sira tir “enzym” thanh “enzyme”.

Két lujin 3. BS sung 8,0 g/L agar vao két luan 3; “Phdi soma thir cép chu yéu c6 dang
14 mim thu duge tir nudi cly phdi soma so cdp dang thity 13 trén mai trudmg 1/2 MS bd sung
1,0 mg/L 2,4 D, 40g/L sucrose va 15% nude dira 1a ngudn vit lidu quan trong trong nhén sinh
khi sim Lang Bian”, Vi trong bé trf thi nghiém ndy méi truong nudi cdy ¢6 chira 8,0 ¢/L agar.

Két lujn 4. Thiéu thong tin vé tén méi trudmg nudi cdy co ban va thinh phin bd sung
vao mdi trudmg nudi cdy co ban trude khi bd sung AgNPs.
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Gép y: C6 thé didu chinh nhu sau:

Cay con in vitro sim Lang Bian ¢6 ngudn gc tir phdi soma thir cdp nuéi cdy trong méi
trudmg SH ¢6 30 g/L. sucrose, 9,0 g/L agar, 1,0 g/L than hoat tinh, 0,5 mg/L BA, 0,5 mg/L NAA,
bd sung 1,2 mg/L. AgNPs 6 kha niing sinh trudng va phit trién tét, cdy sinh truémg khée manh,
Ww....”

Kiém tra mdt s 13i ddnh méy va ra soét lai tht ca cdc TLTK duge li¢t ké trong phin
TLTK da duge trich din trong toan ludn 4n, logi bo cdc TLTK (néu c6) trong Danh myc TLTK
nhung chwa dugc trich din trong ludn 4n va nguge lai.

7. Ni dung ciia lugn én da dwge cong bd trén tap chi, ky yéu hji nghj khoa hoc nao va gi4
trj ciia cic cong trinh di cdng bd

Trong ludn 4n ndy, téc gia da cong bd 2 bai béo trén cic tap chi Qubc té, trong d6 bai
bao: “Micropropagation of Lang Bian ginseng: an endemic medicinal plant” dugc cong b trén
tap chi: “Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC)” va bai béo: “Effect of spermidine,
glutamine, and proline on somatic embryogenesis and silver nanoparticles supplied culture
improved rhizome formation of Panax vietnamensis var. langbianensis” dugc cong b trén tap
chi: “South African Journal of Botany”. Hai bai bdo dugc céng bé da phin 4nh cac két qua chi
yéu ctia ludn 4n va dugc dang ti trén cac tap chi Quéc té uy tin thudc nhém SCIE ciia Web of
Science va thudc nhém Q1, Q2 theo Scimago Journal & Country Rank. Do vy, hai bai bido da
dugc ding ciia NCS trén hai tap chi Quéc té uy tin ndy da dip (mg vé ndi dung va chét lugng
yéu cAu cong bd ciia mdt lugn 4n tién si.

8. Két lujn chung:

Ban t6m tit ludn 4n trinh bay bing tiéng Anh va tiéng Viét phan énh trung thyc céc phin
co ban ciia lugn 4n, ddng thdi tom tit duge cic ndi dung va két qué chinh ctia ludn 4n chinh thirc.

Ban luan 4n chinh thirc cé ndi dung va hinh thirc phit hop, ddp img ddy di cic yéu ciu
ciia mot ludn an tién si cia chuyén nganh Sinh ly thyc vit.

Céc cong bd ciia ludn 4n c6 chat lugng rét tét, phd hop véi ndi dung nghién ciru va thei
gian qui dinh ciia luan 4n Tién si. S6 lugng va chét lugng bai bdo khoa hoc ciia NCS dap img va
dat yéu cau cong b ctia mét ludn 4n Tién si.

Luén 4n dii diéu kién dua ra bio v¢ truéc Hoi ddng danh gi luin 4n tién si cdp Hoc vién
va tbi danh gi4 cao vé chit lugng va gié trj cta lun 4n nay va ddng y dé NCS bao v¢ ludn 4n
tién s7 cap Hoc vién.

Hué, ngay 24 thang 07 nim 2024

Mo

Hoang Thj Kim Hong
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BAN NHAN XET LUAN AN TIEN Si

Ho va tén ngudi viét nhan xét ludn 4n: Nguyén Vii Phong

Hoc ham, hoc vi: Phé gido su, tién st

Co quan cdng tic: Trudmg Dai hoc Nong 1dm, Thanh phd Hé Chi Minh

Ho va tén nghién cru sinh: Truong Thj Lan Anh

Tén ¢ tAi ludn an: Nghién ciru quéa trinh phét sinh ph6i soma saim Lang Bian (Panax
vietnamensis var langbianensis)

Y KIEN NHAN XET
1. Tinh cin thiét, thai sy, ¥ nghia khoa hoc va thye tién cia dé tai
O Vigt Nam, sim Lang Bian dugc nghién ctru vé& dic diém phan bé (2016) va da
dang di truyén (2019). Céc két qua ciia ludn 4n c6 thé duge sir dung dé qué trinh phat sinh
phdi soma mét céch ¢6 hi¢u qua, phyc vy cho vi nhin gidng loai sim nay, gép phin giai
quyét tinh trang khan hiém giéng phuc vu san xuAt loai dugc liéu quy nay.
2. Sy khéng tring lip ciia d& tai nghién ciru so véi cdc cong trinh, lujn vin, ludn én
da cong bé & trong va ngodi nwére; tinh trung thye, rd ring va ddy di trong trich
din tai li¢u tham khio
Luén 4n c6 tinh méi, khong tring 13p véi cong b trude day.
Tai li¢u dugc trich dn rd rang, ddy du, trung thyc c6 d tin ciy cao.
3. Sy phil hgp giira tén dé tai véi ndi dung, giira ndi dung véi chuyén nganh va ma
s6 chuyén nganh
Tén d& tai ludn 4n phi hop v6i ndi dung thyc hi¢n. N§i dung thyc hién phi hop véi
chuyén nganh Sinh ly hoc thyc vét.
4. D{ tin cdy va tinh hi¢n dgi ciia phwong phip di sir dyng dé nghién cir
Céc thi nghi¢m duoc thyc hi¢n véi s6 lurgng mau 16m va c6 I3p lai, phuong phap bé
tri thi nghiém hop ly, logic. S6 li¢u dugc xir Iy théng ke, phi hgp va dang tin cdy.

Phuong phép nghién ciru thudng qui, phit hop véi céc ndi dung nghién ciru, duge
thiét ké hop ly, rd rang, chi tiét.

5. Két qui nghién ciru méi ciia tic gid; nhimg déng gép méi cho sy phit trién khoa
hoc chuyén nganh; déng gép méi phuc vy cho sin xuit, kinh té, qudc phong, xa hji
va ddi sbng. ¥ nghia khoa hoe, gi4 tr va d§ tin cdy ciia nhimg két qua dé.
1. Xéc dinh tic dyng hiru ich cia AgNPs trong khir tring mAu va nhan nhanh chdi
sim Lang Bian, tao ngudn miu in vitro.

2. Di xéc dinh ndng d§ NAA va 2,4-D, va spermidine thich hgp cho tao phdi soma
so cAp tir miu cdy L-tTCL va P-ITCL.
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3. Di x4c dinh dugc mdi trudng phi hop cho sy phat sinh phéi soma thir cp, cung
cdp dir ligu khoa hoc c6 tinh chét tham khao trong tao phdi soma céc loai sim khéc.

4. Di tao cdy sdm tir phdi soma thir cip, c6 thé img dung tao ngudn giéng phyc vy
sin xuét
6. Uu diém va nhwge diém vé ndi dung, két cu va hinh thire ciia ludn 4n
Ut diém: Két qua nghién ciru phong phi, sy sép xép céc phin can dbi, hop 1y, s6
li¢u dang tin cdy. Két qua clia d& tai cung cp dir liéu khoa hoc cho cng tac nhan giéng
sm Lang Bian, c6 thé tham kho cho céc d8i tugng céy trong khac. Hinh thitc va ndi
dung ludn én dép img yéu cAu cua luan 4n Tién si.
Nhimng hgn ché ciia lujn dn: M{t s6 han ché v& hinh thirc, ndi dung va vin phong
¢6 thé diéu chinh, sira chira hoan thién dugc ddnh dAu trong luan 4n.
7. N§i dung ciia ludn 4n di dwge cong bo trén tap chi, ky yéu hi nghj khoa hoc nao
va gid trj cia cdc cong trinh di cong b
Noi dung ludn én da cng bb 01 bai bio trén tap chi Plant Cell, Tissue and Organ

Culture (Q1) va 01 bai bdo ding trén tap chi South African Journal of Botany (Q2). Hai
bai bdo dugc cong bé da phan 4nh cc két qua chii yéu cta ludn 4n.

8. Két luin chung:

Luén 4n d4p (mg diy di yéu cau vé ndi dung va hinh thirc d6i véi mot ludn én tién
si nganh Sinh Iy hoc thyc vét

Bén tém tit phan anh trung thyc ni dung co ban ciia luén 4n.

Ddng y cho NCS trinh luiin én ra bao v¢ tai hoi ddng chim ludn 4n tién si clp Hoc
vién dé nhén bing tién si.

Tp. HCM, ngay 25 thdang 7 nam 2024
Ngudi viét nhin xét

T

-—""‘F-.r
Nguyén Vii Phong
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CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
Déc lap - Ty do - Hanh phic

BAN NHAN XET LUAN AN TIEN si

Ho va tén ngudi viét nhdn xét ludn 4n: Nguyén B4 Nam
Hoc ham, hoc vj: Tién st
Co quan cong tac: Trung Tam nghién ciru da dang sinh hoc va bién ddi khi hdu
- Truomg Dai hoc Da Lat
Ho va tén nghién ciru sinh: Truong Thj Lan Anh
Tén D¢ tai ludn 4n: Nghién clru qué trinh phét sinh phoi soma sam Lang Bian
(Panax vietnamensis var. Langbianensis)
Y KIEN NHAN XET

1. Tinh cin thiét, thoi sy, § nghia khoa hoe va thyc tién cia d2 tai

Lugn 4n “ Nghién ciru qué trinh phét sinh phéi soma sim Lang Bian
(Panax vietnamensis var. Langbianensis) ” 43 ddp img duge tinh cdn thiét, thoi
sy, ¢6 y nghia khoa hoc va thyc tién. Céch djt vin dé va giai quyét vén dé cua
ludin 4n duge nhin xét 14 hop ly.
2. Sy khong tring lip cia tén A& tAi nghién ciru so véi cic cdng trinh, lugn
viin, lun an 33 cong bd & trong va ngodi nwée; Tinh trung thyre, rd ring
va ddy di trong trich din tai lifu tham khdo

DA ¢6 mdt sé cong trinh nghién ciru vé sy phat sinh phdi cia cdc logi sim
nhung d6i tugng sim Lang Bian 1a m{t ddi twgng méi, dé tai nghién ciru cua
tic gia khong tring I&p v&i cdc cong trinh da cdng bd.

Phin tai li¢u tham khao gdm 284 ti li¢u. Céc tai li¢u trinh bay theo quy
dinh, ndi dung phii hgp véi ndi dung nghién ciru cia dé tai. Tai li¢u duge trich
din chinh xéc, rd ring va theo quy dinh. Céc trich din trong luin 4n ddy du.

3. Sy phi hop giira tén a2 tai v6i ndi dung, gifra ndi dung véi chuyén
nganh va mi s6 chuyén nganh

Tén lugn 4n phd hgp véi ndi dung nghién ciru va phi hgp véi chuyén
nganh sinh Iy thyc vit cling ma s6 chuyén nganh dugce dio tgo.
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4. D{ tin cdy va tinh hi¢n dai ciia phuong phép di sir dyng dé nghién ciru

Ludn 4n dugc thyc hién trén doi tugng sim Lang Bian m{t loai dugc liéu

quy & Vi¢t Nam, téc gia da sir dung céc phuong phép nghién ciru: Phuong phép
b tri thi nghiém vi nhan gidng; Phuong phap xéc dinh ham lrgng hormone ndi
sinh; Phuong phép xac dinh hoat tinh cic enzyme chdng oxy héa (Superoxide
dismutase, catalase, ascorbate peroxidase, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydazyl):
Phuong phép sir dung h¢ thong séc ky siéu hiéu ning ghép dau do UV dé xic
dinh ham lugng hgp chit thir cdp: Saponin; Phuong phép quan sét giai phiu
hinh théi phdi soma; Phuong phap theo ddi thi nghi¢m, dénh gia céc chi tiéu
cia céc thi nghiém. S6 ligu duge xir 1y théng ké dam bao do tin cdy. Céc
phuong phép téc gia sir dung dé nghién ciru phit hgp cho thyc hién céc ndi
dung nghién ciru thyc nghiém mang tinh hién dai va d3 tin ciy cao.
4. Két qua nghién ciru méi cia tic gid; nhimg déng gép méi cho sy phat
trién ciia khoa hoe chuyén nganh; déng gép méi phuc vu cho san xuit,
kinh té, quoc phong, xi hji va ddi séng. Y nghia khoa hoc, gia trj va d§ tin
cfly ciia nhimg két qua d6

Dya trén dbi tugng thyc vdt cdy Sim Lang Bian (P.viethamensis var.
Langbianensis), tic gia di tién hanh nghién ciru qué trinh phat sinh phéi soma
va tao cu in vitro.

Phén m¢ diu: tc gia trinh bay tim quan trong ciia sdm Lang Bian, I3
mot dbi tugng méi va c6 nhidu gié trj vé dugc liéu.

Phén tong quan tai ligu: Trinh bay tdng quan ddy di céc cong b trong
va ngoai nude lién quan vaéi ndi dung nghién ciru cia ludn an.

Phién vat liéu va phuong phép nghién ciru:

Vit liéu nghién ctru 1d mdu than ré cdy sim Lang Bian 10 nim tudi, miu
cudng 14, 14 in vitro; mAu phdi soma dang hinh thiy 16i va m3u phéi soma dang
hinh 14 mdm dugc téch ra tir cum phoi; phan than r& va & bét dijnh. C6 4 ndi
dung nghién ciru:

1. Tao ngudn méu in vitro

2. Phét sinh hinh thai théng qua nuéi cdy TCL

3. Tang sinh phoi thir cp


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

4. Tao cly sdm tir ph6i Soma thir cdp va tich liiy saponin & sim Lang Bian

Két qua nghién ciru: Két qua nghién ciru téc gia cho thiy AgNPs 0,15% &
30 phit 6 tdc dung khir tring mau than ré va kich thich tai sinh chdi hi¢u qua.
O ndng 49 1 mg/L. BA hiéu qué nhén chdi in vitro ciing dugc thiy rd. C hai
loai mu cdy 14 va cubng 14 d&u c6 kha ning phat sinh phdi soma cao, bd sung
spermidine & ndng dd 1,5 mg/L. giGp qua trinh phét sinh phoi soma dién ra
thuén lgi va giam duge céc tic nhan oxy héa. B6 sung duong va nuéc dira ciing
dugce nhin dinh 14 thich hgp cho viéc cai thién sy phét sinh phdi soma va hinh
thanh phdi soma thir cdp, ham lugng saponin trong mau ré bét dinh va than ré
in vitro 20 tudn tudi déu c6 sy hién dién cia ginsenoside Rgl, Rd, Rbl (diy 1a
nhimg loai saponin ¢6 gi trj dugc liéu). Qua két qua thu dugc, cho thiy tic gia
da thyc hién mot khéi lugng cong viée 16m va két qua thu duge ¢é ¥ nghia vé
mit ly ludn va trong thyc tién img dung sin xuat thuong mai.

6. Uu diém va nhuge diém vé ndi dung, két cdu va hinh thirc ciia ludn 4n

Tir cac két qua nghién ciru clia minh tic gia da rit ra 4 két ludn téng két
dﬁy di cdc ndi dung nghién ciru cia dé tai, dap img duge myc tiéu nghién ciru.

U'u diém: Két qua nghién ciru phong phu, sy sip xép cac phin kha hgp 1y,
s6 ligu déng tin cdy. Phan két ludn, tdng két dugc cic ndi dung nghién ciru cia
dé tai. Céc két qua ludn 4n dat duge ¢6 ¥ nghia khoa hoc va thyc tién, dung
lugng dam bao. Hinh thirc va Nji dung ludn 4n dép (mg yéu cdu ciia mt luin
4n Tién si.

Nhirng han ché cia luin n:

- O myc tdng quan i liéu ngodi viéc néu ra céc yéu t6 tdc dong dén sy
hinh thanh phdi soma, téc gia cAn bd sung thém céc co ché pht sinh phdi soma
(vi chuyén nganh cia NCS 14 sinh 1y thyc vit nén cin bd sung rd phan con
dudng hinh thanh phdi soma & thyc vit); co ché anh huéng cia céc logi
enzyme oxy héa dén miu cdy.

- O myc két qua, 3.1.2; 3.2.1: cAn bd sung thém co ché tic dong cua

Cytokinin, Auxin, cdc logi acid amin anh huéng dén sy hinh thanh chdi va phét
sinh phoi.
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7. Nji dung cia lugn dn di dwge cong bd trén tap chi, ky yéu hdi nghj
khoa hoc niio va gi4 trj ciia cic cong trinh cong bd

NCS ¢6 hai bai bdo qudc té Q1 va Q2 (dimg tén diu) trén hai tap chi uy tin
trong linh vire chuyén mon 1a Plant Cell Tissue and Organ Culture va South
African Journal of Botany. Phi hgp véi ndi dung nghién ciru va dép img yéu
ciu ddi véi ludn én tién si.
8. Két ludn chung:

a. Ludn 4n ciia NCS Truong Thj Lan Anh ¢6 ni dung tét, céc két qua
ludn 4n c6 y nghia khoa hgc va thye tién, dung lugng dam bao cho 1 ludn an
Tién si dé duge bio v¢ tai Hoi ddng clp Hoc Vién.

b. Ddng ¥ cho NCS dugc bio v¢ tai hoi ddng cip Hoc Vién.

c. Noi dung va hinh thirc cia luin 4n da dip (mg cic yéu cdu cia mdt
lun 4n tién si néu & Quy ché dio tao Sau dai hoc. Sau khi chinh sira céc 15i
nhu d3 néu trén, lun 4n di didu kién dva ra bao vé trudc Hoi ddng cham ludn
an Tién si cap Hoc vién dé NCS nhan hoc vj Tién si.

Ldm Dong, ngay 26 thang 07 ndm 2024
Ngudi viét nhin xét

L
e

Nguyén Ba Nam
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BAN NHAN XET LUAN AN TIEN Si

Ho va tén ngudi viét nhan xét lugn an: Trdn Thanh Huong

Hoc ham, hoc vi: Phé gido su, tién st

Co quan cdng tic: Trudng Dai hoe Khoa hoe Ty nhién — PHQG Tp. HCM

Ho va tén nghién clru sinh: Truong Thj Lan Anh

Tén d¢ tai ludn 4n: Nghién ciru qué trinh phit sinh phoi soma sim Lang Bian (Panax

vietnamensis var, langbianensis).
Y KIEN NHAN XET

1. Tinh cin thiét, thoi sy, y nghia khoa hoc va thye tién ciia dé tai

Sim Lang Bian 12 m{t thir thudc lodi sim Viét Nam, duge phét hién va cdng bé nim
2016. Hién nay, sim Lang Bian ton tai v6i s6 lugng cé thé kha it, chi yéu tip trung
tai vung ndi Lang Bian, thujc tinh Lim Dong. Do 46, ciing véi sam Ngoc Linh
(Panax viemamensis Ha et Grushv) va sim Lai Chiu (Panax vietnamensis var.
fuscidiscus), sim Lang Bian (Panax vietnamensis var. langbianensis) ciing can dugc
bao v¢ va phit trién. Trong cdc phuong phép c6 thé gitp bao ton va phat trién thye
vit, vi nhin gidng qua con dudmg tao phdi soma I mdt trong nhimg phuong phap
hiéu qua, d dugc thyc hién thanh cdng & nhiéu ddi tugng, trong d6 c6 Sim Ngoc
Linh. Chinh vi vy, dé tai “Nghién ctru qué trinh phét sinh phdi soma sam Lang Bian
(Panax vietnamensis var. langbianensis)” vira c6 y nghia khoa hgc, vira c6 gié trj thyc tién.

2. Sy khong tring lip cia dé tai nghién ciru so v6i cic cong trinh, lujn viin, lujn
4n da cong bd & trong va ngodi nuérc; tinh trung thye, rd ring va diy di trong
trich din tai li¢u tham khdo
Chua thdy c6 sy triing lip véi cic cong trinh, ludn vin, lugn 4n d3 cdng bd trong va
ngodi nudc. Tai li¢u tham khéo duge trich dan khé rd rang va diy du.

3. Sy phit hop giira tén d tai véi ndi dung, gitra ndi dung véi chuyén nganh va mi
sb chuyén nganh
Tén d& tai phi hgp v6i ndi dung nghién ciru va ndi dung nghién ciru phd hgp véi
chuyén nganh va mi s8 chuyén nganh Sinh Iy hge thye vit.
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4. D} tin ciiy va tinh hi¢n dai ciia phwong phép da sir dyng dé nghién ciru

Dé thye hién ludn 4n, nghién ciru sinh da sir dung k¥ thuit nudi cdy in vitro va céc
phuong phdp do dac thudng dugce sir dung trong céc phong thi nghiém Sinh ly thuc
vit. Céc thi nghi¢m duge bé tri hoan toan ngdu nhién va c6 1p lai nén c6 thé tin cdy.

5. Két qua nghién ciru méi ciia tic gid; nhimg déng gép méi cho sy phat trién khoa
hoc chuyén nganh; déng gop méi phyc vy cho san xuit, kinh té, quéc phong, xi
h{i va ddi sbng. Y nghia khoa hoc, gi4 trj va dj tin ciy ciia nhimg két qua dé.
Két qua nghién ciru cia ludn dn gép phin cung cdp thém théng tin vé sy phat sinh
phdi soma & sim Lang Bian, 1am co s& cho viéc vi nhin gidng va bao tdn gidng cay
nay. Hau hét cic s6 li¢u trong luin 4n déu dugce xir Iy thdng ké nén c6 thé tin cdy.

Sau diy 1 céc két qua ddng chi y cia ludn 4n:

- Hiéu qua tao phdi so cip dat cao nhit khi nudi cdy 1t méng cudng 14 dugc cit theo
chiéu doc (P-1TCL) trén méi trudng MS c6 bd sung 2,4-D 1 mg/L va spermidine
1,5 mg/L.

- Moi trudng thich hgp cho sy ting sinh phéi soma 13 2 MS (hdm lrgng khodng da
lrgng gidm mét nira) ¢6 bd sung 2,4-D 1 mg/L, sucrose 40 g/L va nude dira 15%.

6. Uu diém va nhuyc diém vé ni dung, két ciu va hinh thirc ciia ludn in

Uu diém cta ludn 4n ¢6 ndi dung phong phi v&i khé nhiéu thi nghi¢m duge thyc
hién. Céc két qua nghién ciru déu duge nghién ciru sinh nhdn xét va thio luin. Két
cdu va cich trinh bay ludn 4n khd hop Iy v&i diy du cac phin ciia mot ludn 4n tién si.

Tuy nhién, ludn 4n vin con mét vai diém cn bd sung va chinh sira nhu sau:

- Trong phin m& ddu: myc tiéu nghién ciru ctia luin én duge nghién ciru sinh trinh

bay kha chi tiét theo timg ndi dung nghién ciru nhung chua tdp trung tra i cho
cdu héi “Nghién clru qué trinh phét sinh phdi soma sim Lang Bian (Panax

vietnamensis var. langbianensis) dé 1am gi?
- Phin vit li¢u, n$i dung va phuong phép nghién ciru;

+ V& vit ligu nghién ctru: & myc 2.1.1. Vit li¢u thye vit, chi nén trinh bdy vit
li¢u khéi ddu cho nghién ciru 1A gl. Tuy nhién, & mdi thi nghi¢m, nghién ctru
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sinh nén trinh bdy ngin gon nhung rd ring vé ngudn gdc cua vit li¢u sir dung
(vi dy: chdi/phdi dang tang trudmg trén moi trudmg nio?).

+ Xem lai c4c bude tién hanh thi nghiém & thi nghi¢m 2 (trang 46).
+ Mb ta rd hon v& “N: Hé s6 miu L-tTCL hojc P-1TCL” (Trang 47), phuong

phap xéc dinh ham lugng céc cht ndi sinh (trang 49, 50), s mau va sé lan l3p
lai & m3i nghi¢m thirc (trang 55),...

+ O myc 2.4, Quan sét hinh thai gidi phiu (trang 54): nghién ciru sinh c6 thyc
hién “...quan sét trén kinh hién vi dién tir truyén subt” hay khong?, lam thé
ndo dé “cit thinh timg 14t méng 30 — 40 um™?

+ B sung thdng tin cy thé viéc thye hién céc thi nghiém, phan tich: phin nao do
nghién ciru sinh tryc tiép thyc hién, phin ndo do céc thanh vién thudc nhém
nghién ciru hd trg thue hién.

Phén két qua va thdo ludn;

+ Xem lai cdc cum tir “Mau phit sinh phdi (%)”, “Mb seo (%)”, “RE& bit dinh
(%)”... (bang 3.3,34,...).

+ Céc nghiém thirc ddi chimg trong céc bang va hinh nén duge mé ta.

+ Mot s6 hinh khéng r3 (hinh 3.4B, E, F); hoic c6 kich thude nhé (hinh 3.10,
3.13,...) nén khé theo dai.

+Hinh 3.17. Séc ky dd HPLC... (trang 109) nén dugc chuyén sang phin phu lyc.

+ Vii s li¢u chua duge xir Iy théng ké (Hinh 3.16) hay két qua xir Iy théng ké
chua duge trinh bay (bang 3.13, 3.14).

+ Dé “Nghién ciru qua trinh phat sinh phdi soma sim Lang Bian”, nghién ciru
sinh da tién hanh hanh khao sat kha nhiéu yéu t§ anh huéng Ién sy phét sinh
phdi so cdp va thir cdp. Tuy nhién, cic thay déi hinh thai, dic biét & mir té
bao trong qué trinh phét sinh phdi chua dugc phan tich k. Do dé, chi tiét cia
qué trinh phét sinh phdi soma & sdm Lang Bian chua dugc 1am rd.

Két ludn va dé nghj:
+ Két lugn nén dugc trinh bay cy thé hon.

+ Phén kién nghj nén duge ngin gon nhung cy thé.

Puogc quét bang CamScanner
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- Phan tai li¢u tham khao: dé d& tham kho, nghién ciru sinh nén sip xép phan nay
theo thir ty ABC.

- Vékétcdu:
+ Nén bd sung trang tém tit tiéng Viét va tiéng Anh.

+ B sung phin phy lyc véi cic thdng tin chi tiét v& sy khac biét thanh phin moi
trudmg khodng da sir dyng trong thi nghi¢m, céc dir ligu ding dé xé4c dinh ham
lwgng cic chat ndi sinh,...

- V& hinh thirc: kiém tra va chinh sira cac 13i vé& k¥ thuit trinh bay nhu I3i ddnh
may, cach viét cau,...

7. N§i dung ciia luin dn di dugc cong bé trén tap chi, ky yéu hji nghj khoa hoe
nio va gid trj ciia cic cong trinh di cong bd
N{i dung ciia ludn én d3 duge nghién ciru sinh cling cic c4n bd huéng din va tap thé
nhém nghién ciru da cdng bé trong 2 bai bdo, bao gdm: 1 bai ding trén tap chi “Plant
Cell, Tissue and Organ Culture” va 1 bai ding trén tap chi “South African Journal of
Botany”. Ca 2 tap chi déu la tap chi ¢6 uy tinh, thuc danh myc SCIE (Q1 va Q2),
duge cong nhian bai Hoi ddng hoc ham.

8. Két lugn chung:

- Luén 4n ddp img céc yéu cdu vé hinh thirc va ndi dung cta mdt ludn 4n tién s,
ngoai trir mdt sb diém cdn bd sung va chinh sira nhu di duge trinh bay & myc 6.

- Dé nghj cho nghién ciru sinh dugc bdo vé trude hoi ddng danh gis ludn 4n tién sT
cﬁp Hoc vién.

Tp. HCM, ngay 26 thang 7 ndm 2024
Ngudi viét nhan xét

T
v

Trdn Thanh Huong
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BAN NHAN XET LUAN AN TIEN Si

Ho va tén ngudi viét nhén xét ludn an: Truong Thj Bich Phugng

Hoc ham, hoc vi: PGS.TS.

Co quan céng tic: Trudmg Dai hoc Khoa hoc, Pai hoc Hué

Ho va tén nghién ciru sinh: Truong Thj Lan Anh

Tén d& tai ludn 4n: Nghién ciru qué trinh phat sinh phéi soma sim Lang Bian

(Panax vietnamensis var. langbianensis)
Y KIEN NHAN XET

1. Tinh cén thiét, thoi sw, ¥ nghia khoa hoc va thye tién ciia dé tai

Sam Lang Bian (Panax vietnamensis var. langbianensis) 1a mt thir (varietas)
trong sim Ngoc Linh (Panax vietnamensis) dugc phét hién phin bé & Lang Bian va
Hon Nga, tinh Lam Déng, Viét Nam. Sam Lang Bian 1a mét loai dugc liéu quy, cé
gia tri y hoc cao, do vdy nhu cdu sir dung sim ngdy cang ting. Ciing nhu sim Ngoc
Linh hién nay sim Lang bian bj ngudi din khai thic tri¢t dé ding lam thudc va
thuong mai héa. Hién nay quan thé sim Lang Bian con s6 lugng ca thé it va phén
bé rii réc.

Phuong phép phat sinh phéi soma dugc {mg dung trong vi nhin giéng cho
phép san xuit s6 lugng 16n cdy giéng c6 chit lugng cao, ddng nhét vé di truyén va
giam thoi gian nubi trong. Nghién ciru phét sinh phdi soma 13 mét huéng tmg dung
céng nghé sinh hoc trong ndng nghiép, gép phan ning cao ning suit va chit luong
san phdm néng nghiép. Nghién ciru phat sinh phdi soma gitip bao tén ngudn gen va
phat trién gidng cdy trong quy mdt cach hidu qua. Vige phit trién cdy gidng tir phéi
soma trong vi nhén giong gitip giam ap lyc khai théc tir ty nhién, bao vé méi trudng
va da dang sinh hoc.

Pé tai vi vy ma cé y nghia vé ly ludn khoa hoc dong thdi ¢é gia tri thuc tién
cép thiét.

2. Sy khéng tring lip ciia dé tai nghién ciru so véi cdc cong trinh, lujn vin, luin 4n
di cong bé & trong va ngoai nwréc; tinh trung thyre, rd ring va diy di trong trich din
tai li¢u tham khao

Pi c6 céc nghién ciru vé nhan giong in vitro cdy sim Panax vietnamensis,
nhung nghién ciru ctia téc gia la cong bé dau tién v& Nghién ciru phat sinh phoi
soma sim Lang Bian. D& tai khong tring I3p véi céc cdng trinh di cong bb. S6 lidu
dugc thé hién diy du, r rang trong béo cdo.
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Cic tai ligu duwge trich din ré rang, ddy dii va trung thuc

Phan tai ligu tham khdo (32 trang) gom 284 tai lidu c6 26 tai liéu tiéng Viét,
258 tai liéu tiéng Anh, trong d6 85/284 tai ligu (29,9%) dugc xuit ban tir ndm 2019
dén nay. Céc tai li¢u trinh bay theo quy dinh, ndi dung phii hgp véi ni dung nghién
clru ciia dé tai. Tai liéu duge trich din chinh x4c, rd rang va theo quy dinh. Cac
trich dén trong lun an diy dii va theo quy dinh.

3. Sy phil hop giira tén d@ tai voi ndi dung, giira ndi dung véi chuyén nganh va mi so
chuyén nganh
Cac néi dung thyc hién ciia dé tai phit hgp véi chuyén nganh va mi s ctia
chuyén nganh Sinh ly hoc thyc vit.

4. D§ tin cdy va tinh hi¢n dai ciia phwrong phap da sir dyng dé nghién ciru

Trén d6i tugng cdy sim Lang Bian (Panax vietnamensis var. langbianensis)
10 nam tudi thu tai vudn wom nii Lang Bian va ciy sim Lang Bian in vitro 12 tudn
tudi dugc khoa Néong Lam, trudng Pai hoc Pa Lat cung cp, tac gia d sir dung céc
phuong phép: Phuong phap b tri thi nghiém Tao ngudn miu in vitro sim Lang
Bian, Phét sinh phéi soma, Tao cdy tir phdi soma thir cdp, Phuong phép xac dinh
saponin bing HPLC, Phuong phép quan st giai phau hinh thai phdi soma & céc giai
doan phét trién khic nhau, phuong phép theo ddi thi nghiém, danh gia céc chi tiéu
cia cdc thi nghiém. S8 liéu dugc xir ly thong ké dam bao do tin cdy. Cac phuong
phép tic gia sir dung dé nghién ctru la cic phuong phép da dugc nhiéu téc gia trong
va ngoadi nudc thuc hién cho cic nghién ciru tuong ty cho cic nghién ciru theo
huéng nay. Cac phuong phap nghién ciru phu hgp cho thyc hién cic ndi dung
nghién ciru.

5. Két qua nghién ciru méi ciia tic gid; nhirng déng gép méi cho sy phat trién khoa
hoc chuyén nganh; déng gop méi phyc vy cho sin xuit, kinh té, qudc phong, xi hi
va doi séng. Y nghia khoa hgc, gid trj va 4§ tin cdy cia nhirng két qua doé.

Vé hinh thirc luin 4n:

Luén 4n dugc trinh bay trong 148 trang, gém 5 phan: Mé& dau (3 trang), Téng
quan nghién ciru (38 trang), N¢i dung, Vit li¢u va Phuong phap nghién ciru (14
trang), Két qua va thao luan (58 trang), Két ludn va kién nghj (2 trang). Phan tai
ligu tham khéo (32 trang). Téc gia da sir dyng 15 bang, 20 hinh, rd, dep & phin két
qua dugc chi thich diy du rd rang dé bién luin va minh hoa cho nghién ciru cia téc
gia. Nhin chung, b6 cyc ludin 4n can ddi, cic phan ciia ludn vin duge trinh bay rd
rang, mach lac, theo ding quy djnh. Cic hinh, bang dugc chu thich theo diing quy
dinh. Qua d6 cho thdy hinh thirc lugn 4n ddp img yéu cdu theo quy dinh. Két qua
thu duge cho théy tdc gia da thyc hién céc ndi dung dép ‘mg myc tiéu djt ra cia dé
tai.

2
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V& Ndi dung luéin én:

Trén ngudn nguyén li¢u 12 mau than r& ciy sdm Lang Bian 10 nim tudi va
mau 14, cudng 14 cia cdy sam in vitro 12 tuan tudi, tic gia da tién hanh nghién ciru
tao ngudn mau cdy va khao sat céc yéu td anh huéng dén qua trinh phat sinh phéi
soma va buéc diu tao cdy sdm Lang Bian hoan chinh trong diéu kién nuéi cdy in
vitro.

Mé dau: tic gia gi6i thidu sy cln thiét nghién clru qué trinh phat sinh phdi
soma sam Lang Bian

Téng quan tai ligu: Trinh bay tdng quan ddy du cic cong bd trong va ngoai
nudce lién quan véi ndi dung nghién ciru ciia dé tai, gdm: Téng quan vé chi Panax
va tinh hinh nghién ctru; Nudi cdy phdi soma, K§ thuit nudi cdy 16p méng té bao,
Nano bac trong khu trung va kich thich sinh truéng miu cdy. Phan tong quan cdc
van dé nghién ciru cua tac gia 1a co s& cho tic gia thyc hién cé két qua nghién ctru
cua minh.

Vé vat liéu va phuong phap nghién ciru: Vit liéu nghién ciru 13 mau than ré
cdy sim Lang Bian 10 nim tudi va mau l4, cudng 14 cia cdy sim in vitro 12 tuan
tudi. Cac phuong phap téc gia sir dung dé nghién ctru 1a céc phuong phap di duoc
nhiéu tic gia trong va ngoai nudc thyc hién cho céc nghién ciru turong ty va do ciing
la cac phuong phép kinh dién cho cic nghién ciru theo huéng nay.

Két qua nghién ciru: Qua qué trinh nghién ciru, tic gia da thu duoc cic két
qua trinh bay trong cac phén c6 lién hé mat thiét nhau: nghién ciru tao ngudn miu
in vitro sim Lang Bian, Phat sinh ph6i soma so cap va thit cip, Tao cdy sam tir phoi
soma thir cap va xac dinh saponin tich liiy trong cdy sim Lang Bian in vitro.

Két qua nghién ciu tac gia da cho thdy AgNP 0,15% cho hiéu qua khir trung
mau t8t va co tac dung kich thich miu tai sinh chdi bit dinh. Mbi tmong SH bd
sung 1,0 mg/L BA, chdi sim nhan nhanh t6t nhét véi 12,60 chdi/miu, khm luong
tuoi dat 478,88 mg. Moi trufmg MS bd sung 7 mg/L NAA cho ty 1&¢ mau L-tTCL
phat smh phoi soma so cap cao nhat (86, 66%), moi trufmg bd sung 1,5 mg/L 2,4-D
cho sd phm soma cao nhat (40,40 phéi). Hq: s0 ting diéu chinh ting truéng (GCF)
ctia miu L-tTCL cao nhit & méi trudng b sung 7,0 mg/L NAA.

Glutamine, prolme va spermidine déu c6 anh huéng dén qué trinh phat sinh
phoi soma thir cap M6bi truémg MS bd sung 1,5 mg/L spemndm mau cay L-
tTCLva mau cay P-ITCL phat smh phcu soma thir cap tét nhit (dat 93,32% miu
phat sinh phéi; 54,20 phéi trén mau cdy L-tTCL va dat 96,66% mau phat sinh phdi;
68,80 phéi trén mau céy P—tTCL) va hoat tinh cia cic enzyme chong oxy héa
(SOD, CAT va APX) dat cao nhét. Cé su bién ddng cia hormone ndi sinh trong
timg giai doan cua qua trinh phét sinh phdi soma,

Moi truéng 1/2MS thich hgp cho sy hinh thanh phéi soma thir cip véi sb
lugng phéi tao thanh (39,2 phéi), khoi Iqumg tuoi (1005,34 mg/mau cum phdi) va
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khdi lugng khé (77,90 mg/mau cum phéi). Trén méi trucmg SH bd sung 0,5 mg/L
BA, 0,5 mg/L NAA, 1,2 mg/L AgNP gmp ting ty 1¢ mau tao than ré va cai thién
chat luqng cay con so véi déi chimg. Két qua phén tich ham luqng saponin cho
thdy mau ré bét dinh va than r& sim Lang Bian in vitro 20 tudn tudi déu c6 sy hién
di¢n cta cla saponin Rgl, Rd va Rbl, trong d6 ham lugng saponin Rgl, Rd, Rbl
va Rg1+Rd+Rbl trong than ré cao hon so véi ré bit dinh

Nhimg phat hién ndy 13 co s& cho nghién ciru tiép theo vé& nhan giéng hiéu
qua sam Lang Bian phuc vu cong tic gy trong.

Trong qua t:nnh nghién cin, tac gia di thanh cong trong xac dinh anh huong
cua mot s yeu td gom loai mau cay lop mong (L-iTCL, P-ITCL), loai méi trudomg
nudi cdy (MS, SH, WMP, B5), chit didu hoa sinh trucmg (2,4-D, NAA, IBA, TDZ,
BA, Kinetin), nano bac, spermidin, prolin, glutamine dén sy phét sinh phéi soma,
tao cdy in vitro va sinh trudng tiép theo ciia cdy sm Lang Bian.

Qua két qua thu dugc cho thdy tic gia di thuc hién mot khéi lugng cong viée
16n va két qua thu dugc c6 y nghia vé mit 1y luin va c6 kha ning Umg dung vao
thye tién.

6. Uu diém va nhwrgc diém vé ndi dung, két cAu va hinh thirc ciia ludn 4n

Tir cic két qua nghién ciru clia minh tic gia da rit ra cac két luan tong két
day du cac ndi dung nghién ciru clia dé tai, dip img duge muc tiéu nghién ci.

U diém: Muc tiéu va ndi dung nghién ctru phtt hop véi tén d tai luin an va
chuyén nganh Sinh ly hoc thyc vét. Két qua nghién ciru phong phi, sy sip xép cac
phén cén dbi, hop 1y, sb ligu déng tin cdy. Phan két lugn tong két dugc cac ndi dung
nghién ciru ciia dé tai. Cc két qua ludn 4n dat dugc 14 rit 16n, c6 ¥ nghia khoa hoc
va thyc ti&n, dung luong dam bao. Két qua cua dé tai cung clp co s& cho nghién
ctru img dung nhan nhanh phdi soma sim Lang Bian & quy m6 san Xuat, cung c:ip
ngudn nguyén li¢u cho phat trién cdy sam Lang Bian in vitro, dép img nhu ciu cay
giéng phuc vu cong téc gy tréng. V& hinh thirc, luan 4n it 13i chinh ta, cdc hinh v&
mo ta rd va dep. Hinh thitc va N§i dung ludn 4n dp img yéu ciu cua luin an Tién
si.

Nhirng han ché ciia lufn 4n:

* Phan m¢ dau:

Cau: “Phdi soma tiép tyc ting sinh khéi thong qua céc chu ky hinh thanh
phdi soma thir cip” (uru diém). Bén canh d6, cdy con dugc chuyén tir didu kién in
vitro ra ex vitro c6 ty 1& séng rat thip” (nhuge diém > ...”Bén canh wu diém,
phuong phép vi nhan giong c6 nhugc diém 1a cdy con...”

* Phan Phuong phap:

+ Thiét bj: kinh hién vi truyén subt (trang 42)/Kinh hién vi dién tir truyén
subt (trang 55) ->chinh xéc loai kinh hién vi sir dung cho quan sét vi phau? (lién

4


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

quan d day lat cit mau, dja diém thyc hién)
+ Héa chat: bd sung TDZ

+ Noi dung 1. Thi nghiém 1. Lic mAu trong ethanol 70% trong 10 phit (trang
44)?

Hinh 2.1. Kiém tra trinh bdy So do thi nghiém nghién clru tic dong cia
AgNP (trang 45).

- Cu thé v& phuong phép chudn bj méi truong cé bd sung amino acid
(glutamine, Proline), polyamine (spermidine) vao méi truong nudi cay (trang 48).
Pic biét 1a Glutamine khong dn dinh & nhiét do cao va cé thé phén hiy khi tiét
tring bing autoclave.

+ O Thi nghiém Dinh lugng hormone ndi sinh, bd sung loai hormone can
dinh lugng va phuong phap dinh lugng.

+ Bd sung thdi gian nuéi cdy & Thi nghiém 4 (trang 48), thong nhit véi cac
thi nghiém trén.

+Céu "Sir dung phan mém phén tich thong ké SPSS 16.0 dé xir ly cac s6 liéu
thu dugc, thuc hién so sinh ANOVA 1 yéu té theo phuong phap Duncan test véi
p<0,05" >Nén chinh lai dé cau rd rang va chinh x4c hon: "Sir dung phan mém
phan tich thong ké SPSS 16.0 dé xir ly cac s6 liéu thu dugc, thuc hién phan tich
ANOVA mét yéu t6 va ap dung kiém dijnh Duncan (Duncan's Multiple Range Test)
véi p <0,05."

- Kiém tra cac test thong ké sir dung cho cac bién da hop ly chua?

- Phuong phap xir 1y thong ké: Phan tich théng ké Duncan’s test (trang 55),
nhung & Bang 3.13, 3.14 sir dung kiém djnh bing T-test (trang 107, 108)?

* Két qua:

- Phin phuong phép thyc hién phén tich ANOVA mét yéu té: B sung lam rd
phén tich théng ké & Bang 3.1 (trang 56) c¢6 3 bién phu thudc: Ty 1& mau nhiém, Ty
16 mAu hoai tir va Ty 1é mau séng; Bang 3.2 (trang 62) ¢6 2 nhan té: Cytokinin: BA
va Kinetin va ndng d5 (4 ndng do), c6 3 bién phy thudc: Sé chdi, chiu cao chdi va
khdi lugng tuoi; Bang 3.3. (trang 66), Bang 3.4 (trang 67),...

- $6 liéu Bang 3.6. (trang 72). S6 phéi soma trén mau & 30 mg/L spermidine
va 300-400 mg/L Proline?

- B sung cha thich SD/SE vao cac Biéu dé & Hinh 3.1 (trang 57), Hinh 3.8
(trang 77), Hinh 3.9 (trang 86), Hinh 3.10 (trang 87), Hinh 3.11 (trang 88), Hinh
3.12 (trang 89), Hinh 3.13. (trang 96) dé thong nhét véi trinh bay & cic Bang,

- Xem lai don vj do hoat d§ enzyme: superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), va ascorbate peroxidase (APX) U/g prot (trang 49)? <> U/mg protein hojc
U/g fresh weight (FW)

- Bang 3.13, Bang 3.14: bd sung chii thich y nghia thng ké 1én Béng (*, **,
*** hodc ns)
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- Hinh thirc:
+ Théng nhét trinh bay dé myc “2.2.2.2. N§i dung 2.” (trang 46) > nghiéng,
nhat
+ Théng nhat cich trinh bay céc thi nghiém: Thi nghiém 2. “céch tién hanh”
(trang 46)
+ Thém déu céch giira ph%m sO va ph:’in don vj (trang 45, 50, 113)
+ Chu thich chir viét tit don vi U/g prot (trang 49)
+ “Pinh lugng ham lugng hormone ndi sinh” (trang 49) = “DPinh lugng
hormone ndi sinh™.
+ Phan két luan: B sung loai méi truong nudi cay sir dung cho nghién ctru
Phét sinh hinh thai théng qua nudi ciy TCL.
7. Noi dung ciia ludn 4n da dwrgc cong bo trén tap chi, ky yéu hdi nghj khoa hoc nao
va gia trj ciia cdc cdng trinh di cong b
Hai cong trinh da cdng bd ciia NCS nim 2022 va 2023 trén cic tap chi uy tin
quéc té, trong dé ¢ 1 bai diang & TC PCTOC (Ql1) va 1 bai ding & South Africa
journal of Botany (Q2). Céc bai béo c6 tén va ngi dung phii hop véi két qua dé tai
cua ludn 4n. Cac bai bao cong bb trong khoang thdi gian thyc hién ludn 4n.

8. Két ludn chung:

Luén an cua NCS. Truong Thj Lan Anh c6 nQi dung tot, céac két qua ludn an
dat dugc la rat 16m, c6 y nghia khoa hqc va thyc tién, dung lugng dam béo cho mQt
ludn 4n tién si. Dé tai khong tring lip véi céc lun 4n da cong bd, dung mi s
chuyén nganh No6i dung va hinh thirc cua ludn an da dap img cac yéu ciu ciia mot
luan 4n tién s néu & Quy ché dio tao Sau dai hoc, ban tém tit ludn én phan danh
trung thuc m;u dung co bén cua luan an. Luén an du diéu kle;n dua ra bao vé trudc
H¢i dong chim luan 4n cap Hoc vién dé NCS nhan hoc vi Tién si.

- ngay 28 thang 7 nam 2024
Nguoi viét nhin xét

Ko —

Trwong Thj Bich Phwong
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VIEN HAN LAM CONG HOA XA HQOI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOC VA CONG NGHE VN Péc lip - Tw do - Hanh phiic
HOC VIEN KHOA HQC VA CONG NHE

Ldm Dong, ngay 23 thdang 08 niam 2024

QUYET NGHI
CUA HOI PONG DANH GIA LUAN AN TIEN SI CAP HQC VIEN
Tén nghién ciru sinh: Trirong Thi Lan Anh
Vé dé tai: “Nghién ctru qud trinh phat sinh phoi soma sam Lang Bian (Panax
vietnamensis var. Langbianensis™ ’
Chuyén nganh: Sinh 1y thyuc vit Mai s0: 9 42 01 12
Ngudi huéng dan: 1. GS.TS. Duong Tan Nhut
- Vién Nghién ctru Khoa hoc Tay Nguyén, Vién Han 1am KHCNVN
2. PGS.TS. Nguyén Phuong Thao
- Truong Pai hoe Qudc Té - Pai hoc Qudc Gia TP. HCM
S6 thanh vién Hoi dong danh gia luan an tién si cap Hoc vién c6 mat: 7/7
Hoi dong dénh gia luan an tién si cap Hoc vién cua NCS. Truong Thi Lan Anh

da hop tir 14 gio 00 dén 17 gio 45 tai Phong hop tang 1, Vién Nghién ciru Khoa hoe
Tay Nguyen 116 X6 Viét Nghé Tinh, Phuong 7, Pa Lat, Lam f)ong S

nghe thu ky Hoi dong doc ban tong hop cac y kién nhan xét luan an cua céc thanh vi '. ;
khéc trong Hoi ddng va nhan xét tom tit ludn an cta cdc nha khoa hoc gui dén. H01
dong da tlen hanh thao ludn chung tai Hoi truong, sau do Hoi dong da hop riéng va
nhat tri quyét nghi nhu sau:

1. Kct qua bo phiéu danh gia luan an cua Hoi dong: 7/7 phiéu tan thanh, 4/7 phiéu
Xudt sic
2. Nhimng két luan khoa hoc co ban, nhiing diém mdi, dong gép mdi cia luan an:
Luén én c6 tinh mdi, cdc ndi dung nghién ctru cua ludn an chua dugce nghién ciru
trude do, két qua tir nghién ciru ¢6 dong gop cho khoa hoc va la dan liéu tham
khao c¢6 gia tri trong nghién ctru vé cac loai sim Viét Nam néi chung va Sam
Lang bian n6i riéng va la tai liéu phong phu trong giang day linh vyc sinh ly thuc
vat. Cac dong gop mai cua luan dn bao gom: (1) Pé tai da sir dung nano Bac khur
trung mau than Lang Bian va nhan nhanh chéi sir dung méi trudng nudi cay co
bd sung BA dé tao nguén mau ban diu trong nghién ciru qua trinh phat sinh phoi
soma sam Lang Bian in vitro; (2) danh gia dugc mot s6 yéu to tac dong den qua
trinh phat sinh phoi soma so (,dp va thar cap thong qua nuodi cay 16p mong té bao;
(3) P tao ra dugc cdy con co I‘lELlOI’] goc tir phoi soma thu cap hinh thanh than ré
in vitro ¢6 tich luy saponin, ¢6 thé chu dong duge ngudn cdy gidng phuc vy cho
cong tac bao ton va phat trién.
3. Co s& khoa hoc, dé tin cdy cia nhimng luan diém va nhung két luan néu trong
luan dn: Cic phuong phép nghién ctru sur dung trong luan an la thuong quy phu
hop chuyén nganh, cac két qua nghién clru cua ludn an ¢6 co s& khoa hoc, khong
trung ldp voi cac nghién ciru trude do va co do tin cay cao.
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Y nghia vé ly luén, thuc tién va nhitng dé nghi str dung cac két qua nghién ciru
cua luén an: Cac két qua ctia luan an c6 thé duge sir dung dé tao ra phdi soma so
cip va thir cap mot céch c6 hiéu qua, phuc vy cong tic nhan glong Sam Lang
bian in vitro, gop phan cung cap so luong 16n cay glong phuc vu cho cong tac
bao tén va phat trlen déi trong sam dic hiru va quy hiém tai Lam Pong.

Nhitng thiéu sot ve noi dung va hinh thirc cia luan an: No6i dung va hinh thirc phu
hop, tuy nhién vAn con mot s6 cac thiéu sot can chinh stra va hoan thién theo noi
dung gop y cua cac thanh vién trong hoi dong (theo nhur ban nhén xét).

Muc do dap ang cac ycu cdu ctia ludn an: Noi dung nghién ciru dap g yéu cau
ctia ludn an tién si

Nhiing diém can bd sung, stra chira (néu c6) trude khi nop luan an cho Thu vién
Quéc gia Viét Nam:

- Chinh swra theo cac y kién gop v cua cic thanh vién trong Hoi dong.

- B6 sung muc tiéu chung cho ludn an;

- bd sung thém thong tin mot s6 giong Sam Khac ¢ Viét Nam

- Chinh stra phén két luan trong tam, cu thé, phi hop véi két qua hon.

Két luan:

Luén én ddp tmg ddy du cac yéu ciu cia mot ludn an Tién si chuyén nganh Sinh
ly thuc vat

Ban tom tat ciia luan 4n phan anh trung thanh cac ndi dung co ban ctia luén an.

Can ctr két qua bo phiéu, Hoi dong danh gia luan an tién si cap Hoc vién dé n
cap hoc vi Tién si Sinh ly thuc vét cho nghién ctru sinh Truong Thi Lan Anh.

THU KY HOI PONG CHU TICH HQI PONG

b= AN D
Nguyén Ba Nam Nguyén Huy Hoang
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VIEN HAN LAM CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOC VA CONG NGHE VN Pic lip - Tu do - Hanh phiic
HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Lam Pong, ngay 23 thang 08 nam 2024
BIEN BAN HQI PONG PANH GIA LUAN AN TIEN SI CAP HQC VIEN

Nghién ctru sinh: Truwong Thi Lan Anh
Dé tai: “Nghién ctru qua trinh phat sinh phoi soma sam Lang Bian (Panax vietnamensis
var. Langbianensis)”
Chuyén nganh: Sinh ly thue vét Mi s6: 94201 12
Nguoi huéng dan: 1. GS.TS. Duong Tén Nhuyt
- Vién Nghién ciru Khoa hoc Tay Nguyén, Vién Han lam KHCNVN
2. PGS.TS. Nguyén Phuong Thio
- Truomg Pai hoc Qude Té - Pai hoc Quée Gia TP. HCM
Quyét dinh thanh lap Hoi dong sé: 76/QD-HVKHCN ngay 28/02/2024 cia Giam doc
Hoc vién Khoa hgc va Cong nghg.
Thoi gian hop: 14 gio ngay 23 thang 8 nam 2024
Pia diém: Phong hop tang 1, Vién Nghién ciru Khoa hoc Tay Nguyén, 116 X6 Viét
Nghé Tinh, phuong 7, Pa Lat, Lam F)f‘mg

NOI DUNG

1. Tir 14 gio 00 dén 14 giir 30:
- Pai dién co s& dao tao tuyén bd ly do, doc Quyét dinh thanh 1ap Hoi dong danh
gid ludn an cap Hoc vién. Dé nghi Chu tich Hoi dong diéu khién budi hop.
- Chii tich Hoi dong diéu khién budi hop:
+ Tuyén bé s6 thanh vién Hoi dong c6 mat: 07/7 (c6 danh sach kém theo)
+ S6 khach mai tham du budi bao vé: 11 ngudi.
+ Thu ky héi déng doc 1y lich khoa hoc va két qua hoc tap ctua nghién ciru sinh.
2. Tir 14 gio 20 dén 14 giir 50:
- Nghién ciru sinh Truwong Thi Lan Anh trinh bay ndi dung luin én.
3. Tir 14 gio 50 dén 16 giv 00:
- Phan bién 1: PGS. TS. Nguyén Du Sanh, doc nhan xét luan an, néu Ién céc
uu nhugce diém va nhimg diéu can chinh sira bo sung (kém theo toan van nhan xét).
- Phan bién 2: PGS. TS. Nguyén Vii Phong, doc nhan xét luan 4n, nhét tri véi
y kién ctia phan bién 1, néu Ién cac uu nhuoce diém va nhimg diéu can chinh sira bd sung

(kém theo toan van nhin xét).




- Phan bién 3: PGS. TS. Hoang Thi Kim Hong, tan dong véi ¥ kién cua 2 phan
bién trudce, doc nhdn xét ludn an, néu cac uu nhuoc diém va nhimg diéu can chinh stra
b6 sung (kém theo toin vin nhén xét).

Cic ciu hoi ciia thanh vién Hi ddng va ciu tri 1o cia nghién ciru sinh: (ghi rd ho
tén, hoc vi, chire danh khoa hoc cua ngudi hoi)
Cau hoi:
1. PGS. TS. Nguyén Du Sanh:
-Vai trd ctia spermidine va nano bac dén sy hinh thinh va sinh truong cta phéi?
-Hién tuong bét thuomg trong qua trinh phat sinh phoi soma?
2. PGS. TS. Nguyén Vii Phong:

-Phuong phép thu s6 liéu dbi vai ty 1é phoi & céc giai doan khac nhau?

-Co s& chon 1,2 mg/L nano bac nghién ciru kha ning sinh truémg va tao than ré?

-Tai sao chon ré bat dinh va than ré dé xac dinh ham lugng saponin?

Tri 10 ciia nghién ciru sinh Truong Thi Lan Anh ddi véi phén bién:

Nghién ctru sinh cam on va tiép nhén cac y kién dong gop ctia hoi dong, s& nghiém
tiic chinh stra theo gop ¥, mot sd giai trinh ctia Nghién ciru sinh:

1. Vai trd cua spermidine dén sy hinh thanh va sinh truong cua phoi?

Thiic diy sur phin chia té bao; Diéu chinh su biéu hién cua gen lién quan dén phat
sinh ph6i soma; Bao vé té bao ché‘mg lai stress oxy hoa.

2. Vai trd clia nano bac dén sur hinh thanh va sinh truéng ctia ph6i?

Diéu chinh tong hgp va tac dong cac con duomg truyén tin hi¢u hormone; Chuyén
héa ning lugng; Ting cudng téng hop cic chat chdng oxy hoa; Tong hop cic hoat chit
thir cp nhu mét co ché bao vé.

3. Hién tuong bat thuong trong qué trinh phat sinh phoi soma?

Trong qué trinh nudi cdy co phat hién mot sé phoi bit thuomg ching han hién
tugng da phéi, phéi thiéu cuc chdi hodc cyc 1€, phdi co nhiéu la mam. Tuy nhién, ti 1¢
phéi bat thuomg ghi nhan khong nhiéu. Nguyén nhan: Tiy thudc vao déi tugng thue vat,
kiéu gen, tinh 6n dinh di truyén, ngudn géc phéi soma (truc tiép hodc gian tiép), chat
diéu hoa sinh truéng thue vat.

4. Phuong phdp thu s6 liéu d6i véi ty ¢ phoi & cdc giai doan khac nhau: Cum phéi
dugc quan st dudi kinh lap soi ndi, phdi & cac giai doan khac nhau dwogce tach roi, dém
s6 lugng va tinh ty 1& phoi hinh thanh & cac giai doan.

5. Co sd chon 1,2 mg/L. nano bac nghién ciru kha ning sinh trudng va tao than ré?

Luan an ké thira nghién ciru cia Cuong va cong su (2021): sir dung 1,2 mg/L
AgNPs cho hiéu qua t6t nhit déi voi su sinh trudng va tao than ré cdy sim Ngoc Linh
in vitro.

7. Tai sao lai chon ré bét dinh va than ré dé xdc dinh ham lugng saponin?




Pdi voi céc loai thude chi Panax, ham luong saponin thuong tip trung tich ldy
trong phan ré, trong khi céc b phan khéc ctia cdy nhu than, 14 c6 ham luong saponin
tich lily rat thip. Do do, dé tai sir dung phan than ré va ré bét dinh dé nghién ctru kha
nang tich Ity saponin duéi tac dong cua cac diéu kién nuéi cay.

Y kién nhén xét tir cac thanh vién khic cia hoi dong:

- PGS. TS. Tran Thanh Huong, nhét tri véi y kién nhan xét cta 3 thanh vién phan
bién, doc ban nhan xét luan an, néu 1én cac vu nhuge diém va mét s6 diém can bo sung,
chinh stra (kém theo toan van nhan xét).

- PGS. TS. Truong Thi Bich Phugng: nhét tri v6i y kién nhin xét ctia 3 thanh vién
phan bién, doc ban nhan xét ludn an, néu lén cac uu nhuge diém va mot s6 diém cén bo
sung, chinh stra (kém theo toan van nhan xét).

Cau hoi:

Trinh bay cu thé vé phuong phap chuin bi moéi truifmg ¢6 bd sung amino acid
(glutamine), polyamine (spermidine) vao mdi trudmg nudi cay?

- GS.TS. Nguyén Huy Hoang: doc nhan xét va néu lén cic wu nhuge diém ciing

nhu mét s6 161 cdn chinh stra dé ludn an duoc hoan thién hon (kém theo toan vin nhan

xét).

Cau hoi:

+ Xéc dinh ham luong céc chit nude dira dam bao nhu thé nao dbi voi thi
nghi¢m?

+ Phan tong quan nén c6 thém thong tin vé cac gidng sam khac ngoai sam Ngoc
Linh ¢0 gia tri kinh té, nghién ciru khac nhu sdm Lai Chau,... hodc cach viét thé hién
dugc mang tinh chét tong thé vé cdc gibng sim méi quy hiém tai Viét Nam.

- TS. Nguyén B4 Nam, doc nhin xét va néu lén céc ru nhuge diém ciing nhu mét
s6 161 can chinh stra dé luin an dugc hoan thién hon (kém theo toan vin nhan xét).

Tra 1o cia nghién ciru sinh ddi véi cac thanh vién khac:

Nghién ctru sinh cam on va tiép nhan cac y kién dong gop cua hoi dong, sé nghiém
tic chinh stra theo gop y.

1. Nghién ciru sinh bé sung cu thé phuong phap chuin bi méi trudomg ¢6 b sung
amino acid (glutamine), polyamine (spermidine) vao méi truong nuéi cdy. Glutamine
va spermidine khong 6n dinh & nhiét do cao va co6 thé phan huy khi tiét tring bing
autoclave nén dugc bo sung vao méi truong nudi ciy (da hap khir tring) qua mang loc.

2. Luan 4n s& bo sung ngudn gde cu thé nudc dira sir dung trong thi nghiém nghién
ciru: Nude dira sir dung cho thi nghiém dugce thu tir trai dira non khoang 7-8 thang tudi,
giong dira xiém (Cocos nucifera)

3. Ludn 4n s& b sung thém thong tin vé cac gidng sam khac ngoai sdm Ngoc Linh
c6 gid tri kinh té, nghién ctru khdc nhu sim Lai Chau vao phan tong quan.

" « A - . . -
Y kién cia Gido vién hwéng din:
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GS. TS. Duong Tén Nhut: cam on cac y kién dong gop cua cac thanh vién hoi dong,
nghién ciru sinh can tiép thu va chinh stra mot cach nghiém tuc.
4.  Tir 16 gior 40 dén 17 gié 00: Nghi gidi lao
5. Tir 17 gior 00 dén 17 gio 30: Hop hdi dong riéng
- Thong qua két luan ctia Hoi dong (c6 vdn ban kém theo).
- Ghi phiéu nhan xét luan an.
K&t qua kiém phiéu 7/7 thanh vién tan thanh va dé nghi Hoc vién cap hoc vi Tién si
Sinh ly thuc vat cho nghién ciru sinh Truweng Thi Lan Anh.
6.  Tir 17 gior 30 dén 17 gio 45
- Chii tich Hoi ddng doc két luan ctia hoi dong danh gia ludn an.
- Hoi ddng két thuc luc 17 gidr 45 phat, Thir Sau, ngay 23 thang 08 nam 2024.

THU KY HOI PONG CHU TICH HOI PONG
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(Mdu 6-HV-Ban gidi trinh chinh sia, bo SUng cc‘fp HYV)

VIEN HAN LAM CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOC VA CONG NGJ-[[_E VN Péc lap - Ty do - Hanh phiic
HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE S, : :

BAN GIAI TRINH CHINH SUA, BO SUNG LUAN AN TIEN Si
CAP HQC VIEN

Ngay 23 thang 08 ndm 2024, Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé da té chiic danh
gid ludn 4n tién st cAp Hoc vién cho nghién ciru sinh Truong Thi Lan Anh theo Quyét
dinh 50 855/QD-HVKHCN ngay 08 thang 07 nim 2024 ctia Giam dbc Hoc vién.,

D¢ tai: Nghién ciu qué trinh phdt sinh phéi soma Sam langbian (Panax
vietnamensis var. langbianensis)

Nganh: Sinh ly hoc thuc vat, Mi s6: 942 01 12

Nguoi huong din khoa hoc: GS.TS. Duong Tén Nhut

PGS.TS. Nguyén Phuong Thao

Theo Bién ban cia Héi dong, NCS phai bd sung va chinh sira ludn 4n cac didm

sau day:

N¢i dung dé nghi chinh sira, bd

sung

STT Noi dung da dwge chinh sira, b6 sung

NCS ghi nhan va di chinh stra theo ¥ kién
ctua Hoi déng:

- NCS da thdng nhit c4ch trinh bay tir
“sam” trong toan luén an

- Hinh 1.1 do NCS phat thao, khéng phai
trich dan tir tai liéu 16 (Trang 13)

- Tiéu d& ctia Hinh 3.14 diéu chinh lai
thanh: “Sy phat sinh phdi soma sdm Lang
Bian”, Hinh D diéu chinh thinh “Phoi
soma thit cdp & cac giai doan phét trién
khéc nhau” (Trang 110)

- NCS d kiém tra va chinh stra céc 151 vé
k¥ thudt trinh bay trong toan luin 4n

B sung, chinh stra hinh thirc trinh
1 | bay theo y kién déng gép ciia thanh
vién trong Hoi déng

- NCS da ra soat va bd sung mot sb tir viét
tit trong toan ludn 4n

- NCS da thay déi vi tri ctia bang 1.5, bing
1.6 gén véi cdu vin trich dén dé tién theo
ddi (Trang 21 va trang 32)

- NCS da chinh stra cac cum tir thanh “Ty
I¢ mau phat sinh phoi (%)”, “Ty & mau




tao mé seo (%)”, “Ty 1& mau tao r& bat |
dinh (%)” & bang 3.3 va 3.4 (Trang 74,
trang 75)

* .. ~
Bo sung muc tiéu chung cho luin
an

NCS dd bd sung muc tiéu nghién ciu
chung cua luan 4n theo gép y cua Hoi
dong (Trang 2): “Muc tiéu nghién ciru cia
dé tai 1a xdc dinh duge mot s6 yéu t6 moi
truong thich hop cho qua trinh phat sinh
phéi soma so cip va thi cp ciing nhu tao
duge thén ré sdm Lang Bian in vitro cé
tich Ity saponin”

Bb sung thém thong tin mot sb
gibng sim khéc & Viét Nam ngoai
sdm Ngoc Linh

NCS dd b6 sung thém thong tin va tinh
hinh nghién ctu mét sb gidbng sdm khac
tai Vi¢t Nam ngoai sdm Ngoc Linh
(Trang 9 -11)

0 muc téng quan tai liu bd sung
thém qua trinh phat sinh phdi soma
va anh huong cita céc loai enzyme
chdng oxy héa dén mau cdy

NCS di bé sung qua trinh phat sinh phéi
soma va anh hudng cta cac loai enzyme
chdng oxy héa dén méu cly:

- Qud trinh phat sinh phéi soma (Trang 17
~19):

“Té bao bt diu phan chia ldn diu tién
theo chiéu ngang tao thanh hai t& bao
khong déu nhau, bao gdm mot té& bao ngon
(kich thudc nho, ngudn gbe cta phoi
soma) va mdt té bao gbe (kich thuée 16n
hon, nguf‘m géc cia day treo). Sau cac 1dn
phén chia, c4c tién bi (protoderm), so khdi
va phdi soma & giai doan hinh ciu xuét
hién. Giai doan ph6i hinh cu la khoi déu
ciia sy phan héa cdu triic trong qud trinh
phat sinh phéi soma, tién bi déng vai tro
nhu 16p ngoai ctia phéi gitip phdi tao hinh
dang thong qua tic dong vt ly véi cac té
bdo bén trong, ddng thoi didu hoa sy phan
chia va biét hoa té bao trong phéi [59]

Tiép sau d6, cac ving mé phan sinh
chdi va r& dwgce hinh thanh va thuong bét
ddu vao cudi giai doan phoi hinh cAu va
céu triic nay duge nhan thdy 1o rang & giai
doan phdi ¢6 14 mam. (Hinh 1.2).”

- Anh huong cua cac loai enzyme chong

oxy héa dén mau cdy (trang 38 — 39)
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“Nhiéu nghién ctru chirmg minh re‘ifg_
c6 mdi quan hé giira viée ting cuong san
xudt ROS va cai thién kha ning phét sinh
phdi soma & nhiéu déi tuong thuc vit. Tuy
nhién, mirc d6 ROS vira phai c6 thé cam
{tng céc té bao soma thay déi hinh thai va
biét héa. Nguge lai, ham lugng ROS qua
muc s& phd v& tinh thim cua mang va
cling nhu céc dai phdn tr sinh hoc nhu
lipid, protein va acid nucleic, din dén mét
tinh todn ning cua té bao va tham chi lam
chét té bao [130]. P& han ché anh huong
cua ROS, thuc vit c6 co ché kiém soat
ham lugng ROS béng cach sinh téng hop
cac enzyme chéng oxy hoda nhu catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD) va
ascorbate peroxidase (APX), cling nhu céc
chét chéng oxy héa khéng phai enzyme
nhu ascorbate, glutathiol dang khir (GSH),
o — tocopherol (vitamin E), carotenoid,
proline, glycine betain, polymine. Céac
chét chéng oxy héa nay bao vé t& bao
thong qua viéc loai bo cédc ROS, tuong tac
véi cdc gbe hitu co d& lam gian doan
chudi oxy héa, chuyén ddi peroxide tao ra
cac san phim bén nhu rugu, aldehyde,
giam ndng d6 oxy tw do.”

O muc 2.1.1. & mdi thi nghiém nén
5 | trinh bay ngin gon ngudn gbc cua
vat liu sir dung

NCS di chinh sira bé sung ngudn gbe vit
ligu sir dung va mdi trudng nudi cly cu
thé cho timg thi nghi¢m (Trang 51, 53, 57
va 59)

Thi nghiém I: “Vt liéu 1a miu than ré
(duong kinh 1,5 ¢cm) cua cdy sdm Lang
Bian 10 nim tudi dugc thu thap tir ving
nti Langbiang (Lam Pong, Viét Nam) voi
chiéu dai than ré khoang 9 cm, khong biéu
hién sau bénh dugc st dung lam ngudn vt
liéu ban dau cho nghién ctru.” (Trang 51)

Thi nghi¢m 2: “Céac mau cdy l4, cudng
|4 ctia cdy sdm Lang Bian in vitro 12 tuin
tubi nuéi cdy trong moi truong MS cé bd
sung 30 g/L sucrose, 8,0 g/I. agar va BA
ho#ic kinetin (két qua t&t nhét thu duoc tir
thi nghiém 2) stir dung 1am ngudn miu cho




6

cdc thi nghiém }5h£1t sinh phoi soma so |
cép.” (Trang 53)

M6 ta rd hon vé “N: Hé s6 mau -
{ tI'CL hodc P-1TCL”

NCS dd mé ta rd hon vé cach tinh hé sb
mau N (Trang 54): “Hé s6 mlu L-tTCL
(NL4TCL) la 10 twong tmg véi sb lugng
mau L-tTCL thu duoc tir mét mau la hodc
P-ITCL (NP-ITCL) 14 6 tuong tmg véi sé
lwong mau P-ITCL thu duoc tir mot mau
cudng 14",

M6 té rd hon vé phuong phap xéc
dinh ham lugng céc hormone ndi
sinh va néu cu thé cac hormone ndi
sinh cdn phén tich

NCS di bd sung phwong phép xdc dinh
ham lugng cdc hormone ndi sinh va néu
cu thé cdc hormone ndi sinh cin phan tich
(Trang 56 - 57)

Cu thé vé& phuong phép chuin bj
moi trudng c¢é bd sung glutamine

NCS da trinh bdy cu thé phwong phap
chuén bj méi truomg va bd sung glutamine
(Trang 49): “Glutamine dang bot (PO tinh
khiét > 99%, Sigma-Aldrich, Hoa Ky)
duge diéu chinh dén ndng do mong mudn
bing nudc cit vo trung va bd sung vao
moi truomg nudi cay di dugc hép tiét
trung qua mang loc khir trung (0,45 pm,
Sigma-Aldrich, USA)”

NCS cén néu rd thanh phin moi
| truong nudi cay ket hop vai yéu to
| 2 VA ;

can nghién cru.

NCS déd bd sung day dii méi truomg nudi
cdy c6 cac thanh phin khéc kém theo két
hop véi yéu t6 cin nghién ciru

- Muc 3.2.1.1.: “Sy phat sinh hinh thai
tr mdu L-{TCL sdm Lang Bian nudi ciy
trén moi trudomg MS cé bd sung 30 g/L
sucrose, 8,0 g/L. agar va auxin (2,4-D,
NAA va IBA.)” (Trang 71)

- Muyc 3.2.1.2.: “Déi v6i mdu L-tTCL,
sw phat sinh phéi tét nhit ghi nhan duoc
trong mdi truong MS c6 bd sung 7 mg/L
NAA, 30 g/L sucrose va 8,0 g/L agar. Ddi
v&i mau P-ITCL, mdi truong MS b sung
I mg/L. 2,4-D, 30 g/LL sucrose va 8,0 g/L
agar phu hop cho sy phat sinh phdi soma.”
(Trang 78)

10

NCS cin dua ra két luan déi véi céc
chat minh dang nghién ctru, khong
nén két ludn chung cho toin nhém

auxin.

NCS da trinh bay lai két luan va chi két
ludn v6i cdc chdt nghién ciu, cu thé 1a
2,4-D va NAA

Muc 3.2.1.2.: “Déi véi miu LATCL, sy




phat sinh phéi 16t nhat ghi nhan (Ela
trong mdi truomg MS cé b sung 7 mg/L.
NAA, 30 g/L sucrose va 8,0 g/L. agar. D6i
voi mau P-1TCL, moi trudmg MS bd sung
I mg/L. 2,4-D, 30 g/L. sucrose va 8,0 g/L
agar phu hop cho su phat sinh phdi soma.”
(Trang 78)
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Ly giai vai tro cia AgNPs trong sy
sinh trudng ctia phdi soma thir cip
thanh céy con c6 than ré

NCS di b sung vai trd cua AgNPs trong
su sinh trudng cua phdi soma thir cip
thanh cdy con c6 thén ré (Trang 123 - 124)

AgNPs c6 tac dung kich thich su sinh
trudng, phat trién cla thyc vat théng qua
cac tic dong dén su sinh tdng hop va phan
img cta céc hormone thuc vit, tdng hop
ROS, phan chia t bao va con dudng
chuyén héa ning lugng [285].

AgNPs anh hudng dén sy sinh trudng
va phét trién cta thuc vat bing cach didu
chinh qua trinh sinh téng hop hodc tac
dong dén cac con duong truyén tin hiéu
cua cdc hormone nhu auxin, ethylene va
acid salicylic.

AgNPs anh huéng dén sy ting trudng
cia thyc vat bing céch thay dbi bidu hién
cla céc protein lién quan dén qua trinh
duong phan va chu trinh acid
tricarboxylic, déy la hai con dudng quan
trong cho qué trinh chuyén héa ning
lwgng. AgNPs thic ddy qué trinh oxy héa
pyruvate thanh acetyl-CoA cung cp cho
chu trinh acid tricarboxylic dé kich thich
su sinh truéng va phat trién cia thue vit,
théng qua dé tac dong dén ngudn cung cép
nding luong cho té bao [291]”

Chinh stra phin két luan trong tam,

NCS da chinh stra phan két luan trong

12 : e tam, cu thé, phi hop véi két qua cta luan
’, A h\ ’ A ] . . 0
cu thé, phu hop vai két qua hon én (Trang 127)
Kicm tra mgt 0 101 dénh méy A1 | Nog gy kidim tra v sita chifa cdc 16i
soat lai tat fa cac TLTK duoc liét danh may.
13 | ké trong phan TLTK di duogc trich

dén trong toan luéin 4n, loai bd cac
TLTK (néu c6) trong Danh muc

- NCS di ra soat lai tt ca cac TLTK trong
toan luén an.




TLTK nhung chua duoc trich dan
trong ludn an va nguoc lai.

Nghién ctru sinh chan thanh cam on Qui thiy, c6 trong Hoi ddng danh gid luan
an tién s7 cAp Hoc vién da gop ¥ va tao co hdi cho NCS hoan thién lun 4n ctia minh.

Xin tran trong cam on./.
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