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LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan ludn an: " Nghién ctru mdi twong quan gitta hormone va kha
nang phat sinh hinh thai thong qua k¥ thuat nuéi cdy 16p mong té bao trén cay chanh
day, hoa dong tién va diép ha chau" 13 cong trinh nghién ctru ctia chinh minh dudi sy
huéng din khoa hoc cua tip thé huéng dan. Ludn an sir dung thong tin trich dan tir
nhiéu ngudn tham khao khac nhau va cac thong tin trich din dwoc ghi & ngudn géc.
Céc két qua nghién ctru cta toi duogc cong bd chung véi cac tac gia khac da duge su
nhét tri ctia dong tac gia khi dwa vao luén 4n. Céc sb liéu, két qua duoc trinh bay trong
luan 4n 1a hoan toan trung thuc va chua timg dugc cong bd trong bat ky mot cong
trinh nao khac ngoai cac cong trinh céng bd cua tac gia. Luan an dugc hoan thanh
trong thoi gian t61 lam nghién ctru sinh tai Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé¢, Vién
Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

Ha Noi, ngay 26 thang 12 nam 2025

Tac gia luan an

o

Nguyén Thi Nhu Mai



LOI CAM ON

Giai dogn viét 161 cam on nay danh dau mét méc quan trong, khi téi dang tién
gdn dén diém két thic ciza hanh trinh nghién cizu. Thoi gian thyc hién ludgn an khong
chi 14 quéng thoi gian day niém vui, hy vong, ma con la nhaing lo ldng va thi thach.
Trong suét qua trinh hoc tdp, nghién citu va thyee hién ludn dn, t6i da nhdan dwoc su
quan tam va ho tro quy bau tir nhiéu Thay C6, gia dinh va ban be.

Trudc tién, toi xin bay té 1ong biét on sdu sdc nhdt d@én Thay GS.TS. Dwong Tan
Nhyt, nguoi da tan tam hong dan, dinh huéng va tao moi diéu kién thugdn loi dé toi
hoan thanh dé tai nghién cizu nay.

Toi xin chan thanh cam on Thdy PGS.TS. Hoang Thanh Ting, véi s nhiét tinh
va nhitng déng gép thiét thuc gitp tdi hoan thién lugn an.

Loi cam on trdn trong ciing xin giri t6i TS. Truwong Hoai Phong, TS. Bé Manh
Cuwong, PGS.TS. Vii Quoc Ludn, TS. Trong Thi Lan Anh, ThS. Hoang Pac Khdi,
ThS. Nguyén Thi Thanh Thiy va cac Thay C6, anh ch; dé va dang hoc tdp va 1am viéc
tai Phong Sinh hoc Phan tiz va Chon tgo giong cay trong da luén dong hanh va hé
tror i trong sust qua trinh hoc tdp va nghién citu.

TOi xin cam on TS. Hoang Thi Nhuw Phwong (giang Vién tai truong Pai hoc Da
Lat), PGS.TS. Nguyén Quang Vinh (giang vién tai truong Pai hoc Tay Nguyén) va
TS. Phgm Th; Minh Thu (giang Vvién tai truong Pai hoc Nha Trang) da cho téi nhirng
@6p ¥ chan thanh dé toi hoan thién cac cong trinh khoa hoc.

Toi xin guri 161 biét on d@én céc Thay C0 tai Vién Nghién cizu va Ung dung Cong
nghé Nha Trang, nhitng nguroi da tao diéu kién thudn loi gitp t6i hoan thanh chirong
trinh hoc.

bac biét, t6i xin guri 161 cdm on chdn thanh dén Ban lanh dao va can bg nhan
vién cua Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé, ciing nhuw Vién Nghién cizu Khoa hoc Tay
Nguyén (nay la Vién Khoa hoc sw song), da luén dong hanh va hé tro toi trong sudt
qué trinh hoc tdp va thuc hién lugn an.

Xin tran trong cam on dén nguon hé tro tir dir &n cia Quy Poi méi sang tao
thugc Tdp doan Vingroup (VINIF) véi ma sé duw &n VINIF.2023.DA075, Quj hoc
bong VINIF cho Thac siva Tién s7 - VINIF.2022.TS072, Quy hoc bong Odon Vallet



iii
va Quy hoc bang curu Sinh vién GS.TS. Dwong Tan Nhut dé dong hanh ciing toi trong
qua trinh thyc hi¢n lugn an nay.

Cuéi cung, tdi xin guri loi cam on sdu sac téi gia dinh, nguoi than va ban be da
ludn o bén, chia sé va dong vién toi trong tung budc dirong nghién cueu. Sy cam thong
va hé tro cuia ho chinh 1a nguén déng luc 1én lao gidp t6i hoan thanh ludgn an nay.

Xin tran trong gui loi cdm on chdn thanh va hy vong sé tiép tuc gap lai ¢ nhiing
hanh trinh mai phia truéc.

Tran trong!

Ha Ngi, ngay 26 thang 12 nam 2025

Tac gia luan an

Nguyén Thi Nhw Mai
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Bang 1.1. Sy bién dong ctia hormone néi sinh trong qua trinh phét sinh hinh

thai/sinh trudng & mot sb loai thuc vat khac nhau
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MO PAU
Tinh cip thiét ciaa luan an

Kha ning phat sinh hinh thai cia mé va té bao thuc vat trong diéu kién nudi cay
in vitro da mo ra nhiéu ng dung trong nghién ciu thuc vat hoc co ban, hoa sinh,
nhan gidng, chon tao giéng va phat trién cay trong chuyén gene. Qua trinh nay chiu
tac dong cua nhiéu yéu té nhu moi treong nudi cay, anh sang, loai mau ciy va chat
diéu hoa sinh truong thuc vat (PGRs) dugc bd sung vao méi trudng. Trong d6, mau
cdy 1a mét trong nhitng yéu té quan trong tao nén su thanh céng cuaa quy trinh nudi
cay md thuc vat. Trong nudi cdy mé thuc vat, ca mau nho (t& bao, mé) va lén (toan
bo co quan) déu cb thé dugc sir dung lam mau cay dé tai sinh hoic hinh thanh co
quan in vitro. Viéc lya chon mau ciy dong vai tro quan trong va can duoc tdi uu hoa
khi bat dau céc thir nghiém nudi cay [1], do cac mau cay khac nhau c6 thé phan tng
khac nhau khi nudi ciy trong ciing méi trudng tai sinh va diéu kién nudi cay.

K3 thuat nudi cay I6p mong té bao (Thin Cell Layer - TCL) gilp xac dinh duoc
loai mau cdy thich hop, vi mau ITCL (I16p mong té bao theo chiéu doc - Longitudinal
thin cell layer) chi bao gém mat hoic hai loai mé (nhu biéu bi va dudi biéu bi), con
mau tTCL (16p mong té bao theo chiéu ngang - Transverse thin cell layer) c6 thé bao
gom nhiéu loai mé khac nhau [2]. Ky thuat TCL da thanh cong trong viéc phat sinh
hinh thai va tai sinh ¢ nhiéu loai thuc vat nhu cay lan, cay thudc, cay than go va cay
rau [3], chirng minh tinh wvu viét trong nghién ctru co ché hinh thai va sy phat trién
thuc vét [4, 5.

TCL ciing gitp phan tich su bién dong hormone ndi sinh nhd lugng hormone
noi sinh trong mau thap. Hormone thuc vét ndi sinh nhw auxin, cytokinin, gibberellin,
ethylene va abscisic acid dong vai tro quan trong tir giai doan hinh thanh phéi dén gia
hoa cdy. Cac hormone nay khéng hoat dong doc lap ma thuong twong tac véi nhau
trong qua trinh kich thich hodc tc ché sy phat trién [6]. Ngoai hormone noi sinh,
PGRs, cac hop chat hda hoc tong hop, ciing dugc st dung phd bién trong nudi ciy
mo dé thiic ddy cac qua trinh nhu tao mé seo, hinh thanh phdi soma, tai sinh chdi, tao
ré va ra hoa [7, 8]. Tuy nhién, hiéu qua tai sinh cta thuc vat phu thuoc vao nhiing
thay d6i cua hormone néi sinh va két qua cua cac qué trinh truyén tin hiéu té bao

thong qua viéc van chuyén PGRs tir mdi trudng dén té bao/mé dich [9, 10]. Cho du



ham luong PGRs trong méi trudng tai sinh in vitro cao dén dau, qua trinh phéat sinh
hinh thai xay ra déu bi gisi han boi ndng d6 hoac kha nang sir dung cua hormone noi
sinh trong mau thyc vat [10, 11]. Bén canh d6, di c6 cac bao céo cho thay nong do
hormone noi sinh c6 hiéu qua hon trong qua trinh tai sinh in vitro so véi PGRs ngoai
sinh [12-14].

Vi vay, dé tai “Nghién citu méi twong quan giira hormone va kha ning phat
sinh hinh thai thdng qua k¥ thuat nudi cay l6p méng té bao trén cay chanh day,
dong tién va diép ha chau” lan dau tién tién hanh danh gid mdi twong quan giira
hormone noi sinh va qua trinh phat sinh hinh thai théng qua ki thuat TCL trén ba ddi
tugng cay trong 1a ciy an trai (cdy chanh day), cdy hoa cat canh (cay hoa dong tién)
va cay duoc lidu (cdy diép ha chau) nham khang dinh vai tro ciia cac hormone noi
sinh trong qué trinh phat sinh hinh thai in vitro cta thuc vat.

Muc tiéu nghién ciu

Xac dinh méi twong quan gitta ham lugng hormone noi sinh va kha nang phat
sinh hinh thai théng qua k¥ thuat nudi cidy TCL trén cay chanh day, dong tién va diép
ha chau.

Y nghia khoa hoc ciia dé tai

Cung cap céc di liéu khoa hoc co ban vé méi tuong quan giita hormone noi sinh
va qué trinh phét sinh hinh thai thong qua st dung ky thuat TCL ¢ cdy chanh day,
ddng tién va diép ha chau.

Y nghia thuc tién cia dé tai

GOp phan nang cao kha nang tai sinh cua cay tréng nudi cay in vitro thdng qua
viéc 1am rd mdi tuong tac giira hormone noi sinh va qua trinh phét sinh hinh théi; tir
d6, xac dinh duoc loai hormone nao 1a can thiét cho ting giai doan phat sinh hinh
thai cua thyc vat.

Két qua nghién ctru c6 thé duoc tng dung dé thiét 1ap quy trinh nhan gidng in

vitro hiéu qua cho cé4c loai cay c6 gia tri nhu chanh day, dong tién va diép ha chau.



Péi twong va pham vi nghién ciru cia deé tai
Déi twong nghién crru

Mbi trong quan gitra hormone noi sinh (IAA, CKs, GAs, ABA, SA, JA, MEL
va ET) va kha ning phat sinh hinh thai théng qua hé théng nudi ciy TCL & cay chanh

day, hoa ddng tién va diép ha chau.
Pham vi nghién ceiu

Pé tai tap trung nghién ctru trong diéu kién nudi cay in vitro, s dung ky thuat
nudi cdy TCL dé khao sét sy bién dong va méi twong quan cia hormone ndi sinh, su
tich liiy cua ethylene va hoat do cua hé théng chng oxy hda trong qué trinh phét sinh
hinh thai & ba loai thuc vat: hinh thanh chdi ¢ cay chanh day, phat sinh phdi soma &
ciy hoa dong tién va phat sinh mo seo, ré bat dinh & cy diép ha chau. Céac nghién
ctru chi duoc tién hanh trong diéu kién phong thi nghiém.

Nhitng dong gép méi ciaa luan an

Nghién ciru ndy lan dau tién ap dung k¥ thuat nudi cdy TCL dé danh gid mot
cach hé thong madi trong quan gitta hormone nai sinh, ethylene va hoat tinh hé thong
chdng oxy hda véi qua trinh phét sinh hinh thai (choi bat dinh, phdi soma, mo seo va
ré bat dinh) & ba nhdm cay trong c6 gia tri sinh hoc va kinh té khac nhau bao gom
ciy an trai (chanh ddy), cay hoa cat canh (hoa ddng tién) va cay duoc liéu (diép ha
chau). Trong pham vi nghién ciru, luan 4n d3 cung cap mot s6 dir liéu khoa hoc mang
tinh m&i nhat dinh:

Nghién ctu xac dinh duogc nguon mau cdy téi vu (vi tri 16ng, do tudi cia mau
cay) cho ting loai thyc vat nham nang cao hiéu qua phat sinh hinh thai. Ky thuat TCL
duoc ching minh vuot troi so voi ki thuat nudi ciy truyén théng dua trén hiéu qua
tai sinh.

Nghién ciru cung cip théng tin khoa hoc vé mdi tuong quan giira c4c hormone
noi sinh (IAA, CKs, GAs, ABA, MEL, SA, JA) va qué trinh phat sinh hinh thai in
vitro. Bac biét, luan an da xac dinh dugc céc ty 1é hormone quan trong ¢6 anh hudng
diéu hoa phan chia té bao, cam tng mé va tai sinh co quan. Mi twong quan nay khac
nhau tiiy theo giai doan va loai mau cay, phan anh co ché diéu hoa hormone mang

tinh khéc biét theo loai va phu thudc diéu kién nudi cay.



Trong pham vi nghién ctu, cac két qua di ching minh vai tro diéu hoa cua
ethylene trong nudi cay TCL, Vi sy tich liy ethylene twong quan thuan véi hiéu qua
phét sinh hinh thai. Phan tich hé thdng chéng oxy héa (SOD, CAT, APX, DPPH,
phenolic) va hop chét thir cip cho thdy TCL khong chi cai thién kha ning tai sinh ma
con tang cudng kha ning chdng chiu va tich liiy hoat chét sinh hoc, dic biét & cay
diép ha chau. Pay 1a nhitng minh chiing quan trong cho tiém ning ung dung TCL

trong san xuat cay duoc liéu va cay trong co gia tri cao.



CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Phét sinh hinh thai cia thuc vat

Phat sinh hinh théi & van dé co ban va phuc tap cua qua trinh sinh truéng cua
thue vat. Ké tir cudi thé ky trude, cac dinh nghia khac nhau (khéng c6 su mau thuan)
vé khai niém phat sinh hinh thai da dwoc dé xuat: (1) mot loat cac thay doi lién tuc
trong qua trinh phat trién ca thé dan dén sy hinh thanh ciu tric khong gian dic trung
cua loai [15]; (2) qua trinh hinh thanh cac cau trdc khac nhau (khong chi cac co quan)
& cap d6 dudi phan tir, phan ti, sidu phan tir, t& bao, md va toan bo co thé [16]; (3)
qué trinh xuat hién cac dang va cau tric méi trong qua trinh phat trién cua ca thé [17];
(4) t6ng hop céac qua trinh biét hoa té bao dién ra bén trong mot sinh vat da bao dang
phét trién dé hinh thanh va biét hoa cac mé va co quan chuyén biét [18] va (5) su hinh
thanh va biét hoa cua cac moé va co quan ciia mot sinh vat da bao [19]. Marchenko
[18] da dé xuat rang sy phat trién ca thé cua cac sinh vat séng, su tién hda vi mé va
vi md cuia ching, c¢d thé duoc coi la tiém ning di truyén hinh théi cua té bao. Hai con
duong chinh dan dén tai sinh toan bo cay - diéu kién tién quyét cho hau hét cac tng
dung tao gidng cay trong, di truyén va chuyén gene - lién quan dén hinh thanh phoi
soma hoic tai sinh chdi sau d6 1a hinh thanh ré. Qua trinh tai sinh thuc vat in vitro
thong qua hai con duong chinh la phat sinh co quan mai va phat sinh phéi soma. Hai
con dudng nay chia sé mot s6 dic diém chung 1a ca hai déu dwa vao tinh toan ning
(totipotency) cua c4c té bao soma, su kich thich cua hormone néi sinh, trai qua qua
trinh ting sinh, 14p trinh lai gene, phan biét hda va hap thu ning lugng tao co quan
hodc phoi soma, din dén su phat sinh va phat trién caa thuc vat [20, 21].

Quan diém vé kha ning tai sinh cua té bao thuc vat bat ngudn tir Haberlandt
[22], 6ng di dua ra gia thuyét dau tién vé thuyét toan ning “vé mat Iy thuyét, tat ca
c4c té bao thyc vat déu cd thé tao ra mot cay hoan chinh”. Trong khi Haberlandt chi
thanh cong trong viéc duy tri sy séng caa mau mo thuc vat trong diéu Kién nudi cy
in vitro, Hannig [23] da thanh cdng phan chia té bao thuc vat in vitro va Simon [24]
1a ngudi dau tién tai sinh chdi tir md seo. Tuy nhién, phai mat nira thé ky dé kiém soét
qua trinh tai sinh co quan thuc vat: Skoog [25] da thanh cong trong viéc biét hoa co
quan bang cach thay ddi ndng do cua auxin va cytokinin trong moi trudng nudi cay.

Ké tir d6, dua trén céc thi nghiém cuaa ho, qua trinh tai sinh chéi da duoc thiét 1ap cho



nhiéu loai thuc vat, véi cac tng dung chang han nhu trong vi nhan gidng, tao dot bién
va da boi. Mot loat céc su kién xay ra truge khi qué trinh tai sinh chéi dién ra [26] va
tly thudc vao loai thuc vat va mau cay duogc sir dung, cac phuong phap xt 1y khéc
nhau duoc ap dung. Hon nita, mic du ddi voi mot sb cay, qua trinh hinh thanh ré dién
ra tu nhién, nhung d6i véi nhitng cay khéc, qué trinh nay khé hodc tham chi khdng
thé dat dugc [27]. Do d6, viéc phét trién céc giao thirc tai sinh ré va chdi hiéu qua cho
nhiéu loai cdy cd tim quan trong vé mat kinh té van con kho khin va chu yéu 1a van
dé thir nghiém va sai sot va do do, it hodc khong co gene duoc chuyén dugc cho
nhitng loai cay nay vi han ché vé quy trinh tai sinh hiéu qua.

Tdi sinh co quan maoi

Chdi va ré co thé gitr lai chirc ning md phén sinh dinh caa ching ngay ca sau
khi mot phan mé phan sinh caa ching bi loai bo. Tuy nhién, khi toan bo md phan
sinh bi cit bo, c4c té bao thuc vat cia cac md hodc co quan da biét hda ¢ kha ning
tao ra cac chdi va ré méi théng qua qué trinh tai sinh co quan méi [28]. Qué trinh tai
sinh cua thuc vat trong diéu kién nudi cay in vitro bang qua trinh sinh co quan 12 két
qua caa qua trinh hinh thanh co quan thong qua qua trinh phan biét hda cua cac té
bao d3 biét hda va to chire lai qué trinh phan chia té bao dé tao ra cé4c té bao va md
phan sinh cta co quan cu thé sau khi lién két cac mach dan gitra mau cay va co quan
mdi ti sinh [29].

Téi sinh chdi 1a mot qué trinh quan trong lién quan dén su chuyén doi s6 phan
té bao hang loat trong céc té bao mo seo va su sap xép lai khong gian cua cac dic tinh
té bao [30]. B4i véi chdi bat dinh, dac trung cot 16i 1a kha nang tai sinh co quan moi
tir cac mo da biét hoa. Khi mo phan sinh ban dau bi loai bo hoac mé thuc vat bj ton
thuong, cac té bao soma c6 thé trai qua qua trinh phan biét hoa, sau dé tai to chuc
hoat dong phan chia dé hinh thanh mé phan sinh co quan, din dén sy phat sinh choi
hoic ré bat dinh. V& mit phat trién, cac co quan tai sinh nay thudng dugc hinh thanh
mét cach hoan chinh théng qua viéc thiét 1ap hé thdng lién két mach dan gita mau
ciy ban dau va co quan méi, dam bao su van chuyén nuéc, dinh dudng va tin hiéu
diéu hoa.

O cap do diéu hoa sinh ly, sy thay ddi can bang auxin - cytokinin dong vai tro
quyét dinh trong dinh huéng biét hoa co quan: nong d6 auxin cao twong ddi thuong

thuan loi cho su hinh thanh r&, trong khi cytokinin uu thé thic day qua trinh hinh



thanh choi. Cac nghién ciu hién dai tiép tuc 1am rd rang qué trinh tai sinh chdi de
novo khdng chi phu thudc vao ham lugng hormone ma con chiu chi phéi bai hap thu,
van chuyén phan cuc va mang luéi tin hiéu hormone trong mo cay.

Trong diéu kién nudi ciy in vitro, sy khoi dau va biét hoa cac giai doan sinh ly
ctia qué trinh ra ré bat dinh c6 thé duoc khai dau bang su thay d6i nong do auxin noi
sinh trong mau ciy va viéc bd sung auxin ngoai sinh thich hop vao méi truedng nudi
cay [31]. R& bat dinh c6 thé dugc hinh thanh théng qua qua trinh sinh co quan truc
tiép tir cac té bao tang sinh gd va qua trinh sinh co quan gian tiép tir cac mo seo [32].
Bén canh d6, tin hiéu vét thuong 1a mot dic trung phd bién caa hé thong nudi cay in
vitro. Vét thuong co hoc trong qua trinh 1ay mau c6 thé kich hoat cac dap ttng phong
vé sm, bao gom sy tich lily cac dang oxy phan tng, déng thoi khai dong céc qué
trinh tai khoi dong chu ky té bao va tai tao hé mach din. Nhitng dép tng nay c6 tac
dong truc tiép dén hiéu qua tai sinh chdi va ré bat dinh.

Phét sinh phéi soma

Phat sinh phdi soma Ia phwong phap nhanh chéng va hiéu qua nhat dé co thé
san xuat hang loat cac cay giéng véi dic diém wu viét nham dap tng nhu cau san xuat
[33]. Nhiéu yéu té nhu ngudn goc ciia md cay, moi truong nudi cay va diéu kién moi
truong in vitro anh hudng dén sy thanh cong hay that bai ciia qué trinh phét sinh phoi
soma [34]. Qua trinh phat sinh phdi soma la mot qué trinh phuc tap, trong do céac té
bao soma trai qua Sy tai cau tric thong qua mot loat cac thay doi vé hinh thai, sinh ly
va phan tir ¢é hinh thanh céc té bao tao phoi trong diéu kién nudi cdy in vitro va sau
d6 cac té bao tao phdi nay dan phat trién va chuyén héa thanh cac mé qua cac budc
tuong tu nhu qua trinh tao phéi hitu tinh [35]. Di véi nhiéu loai thyuc vat, tiém ning
tao phdi soma giam dan trong mé seo tao phdi soma qua céc lan tai nudi cay la van
dé pho bién va 1a mot trong nhitng van dé quan trong ngan can viéc ap dung thuong
mai k¥ thuat qué trinh phat sinh phéi soma [36].

Phoi soma mang dic trung ciia mot cau trdc phat trién doc l1ap, ¢é tinh ludng
cuc, dong thoi hinh thanh cuc chdi va cuc ré ngay tir giai doan dau. Qua trinh phét
sinh ph6i soma phan anh su chuyén dbi trang thai phat trién sau sic cua té bao soma
sang chuong trinh phat trién kiéu phéi, cho phép hinh thanh cay hoan chinh ma khéng
can giai doan sinh co quan trung gian. Vé mat tng dung, choi bat dinh thuong dugc

khai th&c trong cac hé tai sinh dinh hudng co quan, trong khi phoi soma dac biét phu



hop cho nhan giéng hang loat nho kha ning tao sé luong 16n cé thé ddng nhét trong
thoi gian ngén.
Tai sinh mo seo

Thuce vat tao ra cac khéi té bao khdng c6 t6 chic, chiang han nhu mé seo hoic
cac mo ting sinh bat thuong, dé dap ung véi cac cing thang, chang han nhu vét
thuong hoac nhidm mam bénh. Sy hinh thanh md seo & thuc vat di dugc md ta cach
day hon 200 nam [37]. Thuat ngit "md seo™ bat ngudn tir tiéng Latin I callum, c6
nghia la cirng va trong y hoc, n6 am chi sy day lén ctia mé da. *Mad seo” trong nhiing
ngay dau caa sinh hoc thuc vat dé cap dén su phat trién manh cua céc té bao va sy
tich tu md seo lién quan dén vét thuong. Ngay nay, ciing mét tir nay duoc st dung
rong rii hon va cac khdi té bao khong c6 to chic duoc goi chung 1a mé seo. M seo
c6 thé duoc tao ra tir mot té bao biét hda duy nhat va nhiéu té bao mé seo Ia toan
ning, c6 kha ning tai tao todn bo co thé thuc vat [38].

Cé qué trinh phét sinh co quan m&i va phat sinh phoi soma déu c6 thé dién ra
c6 hoic khong c6 giai doan trung gian (thdng qua md seo) va co thé xay ra mot cach
ty phat (khdng c6 chat diéu hoa sinh truéng ngoai sinh - PGRs) hoic duoc kich thich
boi PRGs. Trong mot sé diéu kién nhat dinh, cac té bao mo seo ciing trai qua qua
trinh phdi soma, mot qué trinh trong d6 phoi dugc tao ra tir cac té bao soma trudng
thanh [39]. Do d6, it nhat mot s6 dang hinh thanh mé seo duoc cho 1a lién quan dén
su mat biét hda té bao. Tuy nhién, ngudi ta ciing thira nhan rang md seo rat da dang
va c6 thé duoc phan loai thanh cac phan nhom dua trén cac dic diém vi mé cua ching.
Vi dy, md seo khong co su tai sinh co quan rd rang thuong dugc goi 1a mé seo xp
hodc mé seo ciing. CAc md seo khéc thé hién mot s6 mirc do tai sinh co quan duoc
goi 1a md seo ré, mo seo chdi hoic md seo phdi, tly thudc vao co quan ma chung tao
ra [40]. Nguoi ta ciing biét rang cac loai md seo khac nhau ¢ Arabidopsis thaliana c6
hd so biéu hién gene riéng biét [41]. Do d6, thut ngir md seo bao gom cac té bao co
nhiéu mirc d6 biét hoa khéac nhau.

Dé nghién cau su phat sinh hinh thai cua thuc vat, nhiéu phuong phap tiép can
khac nhau dang dugc phat trién, bao gom cac phuong phap tiép can cau tric, sinh ly
- sinh hda. Phuong phap nudi cdy in vitro ¢ thé gilip nghién ciu mot céch chi tiét

c4c qué trinh phéat sinh hinh thai phtc tap va co ché diéu chinh caia chling trong cac



diéu kién thi nghiém cé kiém soét, gép phan tim hiéu cac mé hinh va dic diém cua
qua trinh phét sinh hinh thai ¢ thuc vat [42].

Sy tai sinh cua thuc vat sau khi md bi ton thuong duoc goi 1a sy hinh thanh co
quan méi, trong d6 cac co quan nhu chdi va ré duoc téi sinh tir vi tri vét thuong va
cac co quan bi tach ra. Mot trong nhiing yéu t6 quan trong tac dong 1én su tai sinh
cua thuc vat 12 mang luéi tin hiéu vét thuong, vi vét thuong co hoc 1a hé qua tat yéu
ctia c4c thao tac trong qua trinh nudi cay in vitro. Tin hiéu vét thuong kich hoat cac
phan tng phong vé, chang han nhu san xuat cac goc oxy hoa (Reactive Oxygen
Species — ROS) lam anh hudng dén qué trinh tai sinh caa thuc vat [43], ciing nhu cac
phan ung chira lanh vét thuong bao gdm qua trinh phan chia, kich hoat lai chu ky té
bao va tai tao mach dan [44]. Do d6, vét thuong co thé kich thich cam ang SE [45]
va SD [46]. Mat khéc, hinh dang caa mdi té bao thuc vat con phu thudc vao hudng
mé rong cua té bao, duoc quy dinh boi cac dic tinh cua thanh té bao va dic biét 1a do
hudng cua céc vi sgi cellulose trong thanh té bao [47, 48]. C4 rat nhiéu yéu té anh
huong dén qua trinh phét sinh hinh théi cua thyc vat nhu méi truong nudi cay, loai
PGRs b sung vao méi trudng nudi cay, anh sang, ...; trong d6 mau cay la mot trong
nhitng yéu té quan trong tao nén su thanh cong cua quy trinh nudi cdy mé thuc vat.
Mot s6 yéu to sinh hoc bao gom kiéu gene (loai va cay trong), md hoic co quan ma
n6 duoc tao ra, tudi cia mod hodc co quan me, kich thudc va hinh dang caa no déu

dan dén su thanh cong hay that bai ciia qua trinh phét sinh hinh thai in vitro [49].
1.2. K¥ thuét nudi cay I6p méng té bao

K§ thuat nudi cay 16p mong té bao (Thin cell layer - TCL) 1a mot phuong phap
tién tién trong linh vuc nudi cdy mo va té bao thyuc vat, duoc phat trién véi muc dich
t6i wu hoa hiéu qua vi nhan giong. Khong giong nhu cac phuong phap cay thong
thuong, TCL sir dung c4c mau cay siéu mong, thudng co do day tir 0,1 dén 2 mm, tao
diéu kién thuan loi cho qué trinh tai sinh nhanh chéng va hiéu qua. Phuong phap nay
lan dau tién dugc ap dung thanh céng boéi Van vao nam 1973 trén cay thudc 4. Ké tir
do, TCL da dugc mo rong ung dung thanh cong cho hon 77 loai thuc vat va cay lai
khac nhau [48].

TCL khéng chi duoc danh gia cao vi hiéu qua vi nhan giéng ma con bai kha

nang kiém soat va 1ap trinh cac phan tng hinh thai khac nhau trong moi truong nuoi
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cdy. C4c nghién ciru cua Teixeira da Silva va Dobranszki [49] cting Tung va cong su
[50] dd nhan manh tiém ning vuot troi cua TCL trong viéc tai sinh thuc vat. Mot
trong nhitng loi ich ni bat cua ky thuat nay 1a kha niang t6i uvu hoa cac théng sé nudi
cdy, bao gém do day mau, vi tri 1ay mau va tudi cua mau ciy, thong qua cac thu
nghiém doc theo truc mau cdy. Doi véi cac mat cat ngang (tTCL), ki thuat md hoc
gilp nghién ctu chi tiét vai trd cua tirng loai té bao va mé trong qua trinh tai tao.
Trong khi d6, cac mau cit doc (ITCL) cung cap cai nhin sau hon vé sy phan bd va
chirc nang cta cac mo trong qué trinh phat sinh hinh thai.

Mot uu diém khac caa TCL la tinh 6n dinh trong diéu kién nudi cay, véi bién
d6i thap va thoi gian phan (mg nhanh. Piéu nay dic biét quan trong trong viéc nhan
giong cac loai thyc vat co gié tri kinh té va sinh hoc cao nhu lan, cay thudc, cay than
g6 va rau mau. Cac nghién ciru da chang minh rang TCL c6 thé diéu khién qué trinh
hinh thanh c4c ciu tric hinh thai khac nhau nhu mé seo, chéi, ré, hoa hoic phdi soma
théng qua viéc kiém soat moi trudng nudi cdy va bd sung chit diéu hoa sinh trudng
thuc vat (PGRs) [2].

Viéc thuc hién TCL bat dau bang khau 1y mau tir cac co quan hoac md thich
hop, dam bao xua ly khir tring bé mat nhanh chong dé tranh nhiém khuan. Sau do,
mau dugc cat thanh cac 16p mong hoic siéu mong. Do day toi wu cia mau cdy, thuong
tir 0,1 - 2 mm, duoc xac dinh dya trén muc tiéu tai sinh va loai cay trong. Méi trudng
nudi cay duoc bo sung cac chat diéu hoa sinh truéng (PGRs) nham kich thich phan
{rng tai sinh nhanh va hiéu qua. Dac biét, nhd ham lugng hormone ndi sinh thap, céc
mau TCL dé dang danh gia su bién dong hormone trong qua trinh tai tao, cung cap
thém hiéu biét vé co ché kiém soét hinh thai va sy phat trién caa thyc vat [5]. Ngoai
ra, cac phuong phap mé hoc dugc ap dung dé nghién ctu vai trd cia cc té bao va
md chiu trach nhiém trong qué trinh tai tao. Viéc cat mau ITCL hoic tTCL gitp 1am
séng to cac co ché sinh hoc phuc tap, tir d6 mo ra co hoi nghién ctu va tng dung
moi.

K3 thuat TCL da duogc 4p dung thanh cong trén nhiéu loai thuc vat, tir cac gidng
lan quy hiém dén cac loai rau mau va cay than gé co gia tri kinh té cao. Kha ning
kiém soét chit ch& cac phan @ng hinh thai, cling vai hiéu qua nhan giéng vuot troi,

da chitng minh TCL la mot cong cu manh mé trong linh vuc cdng nghé sinh hoc thuc
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vat. C4c nghién ciru gan déy tiép tuc khing dinh tinh wu viét cua TCL trong viéc tao
ra cac gidng cay trong méi véi tbe do nhanh chéng va chi phi thap.

Ngoai ra, TCL con cho thiy tiém ning 16n trong viéc nghién ctru co ché kiém
soat sy hinh thanh va phat trién caa thuc vat. Bac biét, kha ning tai sinh nhanh, cing
Vi tinh 6n dinh va do bién d6i thap, giip TCL tro thanh mot moé hinh 1y twong cho

cac thi nghiém khoa hoc va cac tng dung trong san xuét ndng nghiép [5].
1.3. Chét diéu hoa sinh truwéng thuc vat

Chat diéu hoa sinh truong thuc vat (PGR) c6 thé duge dinh nghia 1a cac hop
chat tu nhién hoic tong hop c6 tac dong dén qua trinh phaét trién hosc trao d6i chat ¢
thuc vat bac cao, chii yéu ¢ liéu lugng thap [51]. PGR khong c6 gia tri dinh dudng va
thuong khong gay doc cho thuc vat [51]. PGR duoc sir dung trong ndng nghiép dé
dat dugc nhitng loi ich cu thé, chang han nhu giam kha ning bi anh hudng bai stress
sinh hoc va phi sinh hoc, cai thién cau tric hinh thai, tao diéu kién thuan loi cho viéc
thu hoach, ting ning suét vé sé luong va chat lwong, va bién doi cac thanh phan thuc
vat [51].

O ndng d6 thap, PGRs c6 kha ning anh hudng dén sy phan chia, ting sinh, ciu
trdc va chirc nang cua té bao. Viéc tng dung truc tiép vao ré, choi, 14, nu va hoa cua
ciy da duoc chirng minh ¢ kha ning lam tiang kha nang phuc hdi d6i véi stress phi
sinh hoc va sinh hoc, phé va trang thai ngu déng cta hat, cai thién kha nang chiu han,
cai thién kha nang chiu nhiét, cai thién hiéu qua sir dung nito, thuc day su kéo dai va
tao ra chéi, tang khdi lwong chdi va ré, kich thich sy phat trién cua ré va su phat trién
cua ré bén va thuc day qua trinh quang hop [52]. PGRs thudong duoc si dung trong
ndng nghiép dé cai thién sy phat trién va ning suat cay trong trong diéu kién dat va
moi truong khong 1y tuong [52]. Viéc sir dung PGRs ¢ thé cai thién qué trinh cai tao
bang cach ting cudng su phét trién cua cac loai thuc vat ban dia phat trién cham va
cdy giéng va giam canh dugc ciy ghép; thuc day su tai phat trién caa cac hé vi khuan
dat (bao gém ca vi khuan ré); ting cuong sy phat trién cua thyc vat trong diéu Kién

stress, ting kha ning thich nghi va phuc hdi trong qué trinh bién d6i khi hau.
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1.4. Hormone noi sinh thuc vat
1.4.1. Khai niém

Hormone néi sinh thuc vat 1a cac chat diéu hoa quan trong d6i vdi su ting
treong, phét trién caa thuc vat va cac phan ang véi moi truong. Kién thic vé co ché
truyén tin hiéu hormone néi sinh cho phép phat trién cac cong cu di truyén dé diéu
chinh sy phét trién cua cay trong, ning suat, kha ning thich nghi véi méi trudng, giai
quyét cac cau hoi hién tai trong sinh hoc thuc vat va phat trién cac khai niém cho
nhitng thach thac caa ndng nghiép trong tuong lai. Phan tich va theo déi hormone noi
sinh trong co thé thuc vat va tin hiéu caa ching cho phép kham pha céc chirc ning
ctia hormone ndi sinh danh riéng cho ting loai md; tuy nhién nhitng nghién ciu vé
quéa trinh van chuyén va dong luc cua hormone noi sinh van con chua dugc 1am rd
[53].

Hormone néi sinh thuc vat 1a cac phan ter tinh hiéu, ¢ thanh phan hoéa hoc da
dang: hop chat indol, tecpen, dan xuat adenin, steroid, hydrocacbon béo va dan xuat
cua carotenoid hoac acid béo [54], duoc tao ra bén trong thyc vat va xuat hién ¢ nong
d6 cuc ky thap. Hormone noi sinh kiém soat tat ca cac khia canh cua qué trinh sinh
truong va phét trién caa cay, tir hinh thai phéi soma [55], diéu chinh kich thudc co
quan, chdng lai cac mam bénh [56] kha nang chéng lai cac stress [57] va ca qua trinh
sinh san [58]. Khong gidng nhu & dong vat, viéc san xuat hormone bj giGi han ¢ céc
tuyén chuyén biét, mdi té bao thuc vat déu cd kha nang san xuat hormone. Went va
Thimann [59] da dua ra thuat ngit "phytohormone” va sir dung né trong tiéu dé cuén
sach caa ho. Hormone noi sinh xuat hién trén toan bo gioi thuc vat, tham chi ¢ tao va
c4c hormone nay c6 cac chirc ning twong ty nhu & thuc vat bac cao [60]. Mot sb
hormone ndi sinh ciing xuét hién & vi sinh vat, chang han nhu ndm don bao va vi
khuan; tuy nhién trong nhitng trudng hop nay, chung khong déng vai tro 1a hormone
ndi sinh ma cé thé dugc coi la chat chuyén hoa thir cap [61].

Cac hormone noi sinh thuc vat khac nhau cé thé duoc sap xép thanh cac 16p
khac nhau, tdy thudc vao cau trac héa hoc caa ching. Trong mdi 16p hormone, cu
trdc hoa hoc c6 thé khac nhau, nhung tat ca cac thanh vién caa cling mot 16p déu co
tac dung sinh 1y trong tu nhau. Nghién ctru ban dau vé hormone néi sinh thuc vat da
xac dinh dugc 5 lop chinh: auxin (AUX), cytokinin (CKs), gibberellins (GA),
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ethylene (ET) va abscisic acid (ABA) [62] (Hinh 1.1). Danh sach nay sau d6 da duoc
mé rong va bd sung thém brassinosteroids, jasmonic acid (JA), salicylic acid (SA) va
strigolacton hién ciing dugc coi la cac hormone noi sinh thyc vat chinh [53] (Hinh
1.1). Ngoai ra, c6 mot s6 hop chat khéc c6 cac chic ning tuong ty nhu cac hormone
chinh, nhung ching c6 dugc xem 1a hormone thyc vat hay khong dang con 13 van dé
dang duoc tranh cdi. Hormone néi sinh thuc vat gan nhu duoc chia thanh hai nhém
dua trén chac nang cua ching, chi khong phai tinh chat hoa hoc cua ching; mot
nhom 1a cac hormone c6 lién quan dén cac hoat dong thuc day ting trudong, chang
han nhu phan chia té bao, kéo dai té bao, biét hoa té bao, ra hoa, phat trién qua va hat;
cac hormone trong nhém con lai dong vai tro quan trong trong viéc cam tng cua thuc

vat d6i véi vét thuong, cac stress sinh hoc va phi sinh hoc [54].

______________________________________________________________
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Hinh 1.1. 9 nhém hormone noi sinh chinh cua thyc vat.
Auxin

Indole-3-acetic acid (IAA) 1a auxin (AUX) chinh va dong vai tro quan trong

trong nhiéu qua trinh sinh ly thiét yéu caa thuc vat [63]. Hormone nay tham gia vao
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viéc diéu chinh sy phat trién va ting truéng cua thuc vét théng qua cac co ché phuc
tap. Mot trong nhitng hoat dong ni bat caa IAA 1a cam tng su phan chia té bao, thic
day su phat trién cta cac mé va co quan thuc vat. Bong thoi, IAA ciing kich thich sy
kéo dai té bao trong than cay, hd tro su phat trién chiéu cao cua cay. IAA c6 vai trd
diéu hoa su phan hoa té bao, quyét dinh sy phat trién cua cac mé chuyén biét, ciing
nhu t6i wu hoa su hap thu va van chuyén dinh dudng trong cay. Mot co ché sinh Iy
quan trong khéc lién quan dén IAA 13 wu thé ngon, trong d6 hormone nay kiém soét
sur phét trién vu tién cua chdi ngon so vai cac chdi bén. Ngoai ra, IAA con anh huong
dén cac giai doan phat trién sau nay cua cay, bao gom 140 hda va ra hoa, dong vai tro
trong chu ky song toan dién cua thuc vat [64]. Nho vai trd da dang va thiét yéu, IAA
la mot thanh phan trung tam trong cac nghién ctu vé sinh 1y va diéu hoa ting truong

cua thuc vat.
Cytokinins

Cytokinin (CKs) 1a cac hormone néi sinh c6 cau tric dua trén dan xuit adenine
vGi nhom thé N6, dugc biét dén chii yéu nhd kha nang kich thich phan chia té bao
trong nudi cay md sco thuc vat [25]. Tuy nhién, ngoai vai trd co ban nay, CKs con
tham gia vao nhiéu qua trinh sinh ly phirc tap trong céc loai cy va md khac nhau.
Mot trong nhitng tac dung quan trong cua CKs la kha nang lam cham qua trinh 1&o
hoa, gip kéo dai tudi tho cua té bao va mé thuc vat. Ching ciing c¢6 thé @c ché su
phat trién cua ré, diéu chinh sy phan nhanh va hd trg hinh thanh hat, tao diéu kién
thuan lgi cho sy sinh san cua thuc vat [65]. CKs con dong vai tro quan trong trong
viéc tang cuong kha nang chdng chiu véi cac loai stress tir moi trudong, chang han
nhu khé han, man va nhiét o cao, gidp cay thich nghi va phat trién trong diéu kién
bat loi. Vé phan loai, CKs duoc chia thanh hai nhém chinh: nhém isoprenoid (bao
gom N6-2-isopentenyl va dihydrozeatin va nhém c6 mui thom (bao gom N6-
benzyladenine, kinetin va meta-topolin) [66].

N6-furfuryladenine (Kinetin - KIN) lan dau tién duogc tach tir DNA tinh tring
c4 herring hap kho va duoc cho 1a san pham tai t6 hop DNA nhan tao vao nim 1955
[67, 68]. Mac dU KIN 1a CK dau tién dugc xac dinh nhung phai mat hon 40 nim moi
tim thay nd trong thuc vat nhu cui dira [69] ciing nhu ndi nhii cia cay dira tuoi (Cocos
nucifera L.) [70]. Zeatin (ZEA) la CK tu nhién dau tién duoc biét dén, ZEA duoc
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chiét xuat tir noi nhii ctia cy ngd (Zea mays) [71]. Né-(A%1sopentenyl)adenine (2iP)
c6 vai trd quan trong trong viéc diéu hoa su phan chia té bao, su phat trién va qua
trinh hip thu dinh dudng ¢ thuc vat. 2iP dugc xac dinh 12 mot CK ndi sinh khi duoc
phét hién trong canh hoa hong [72].

Ne¢-(3-hydroxybenzyl) adenine (meta-topolin, mT) la mét cytokinin thom tu
nhién, lan dau tién duoc phan lap tir 14 cay Populus robusta. Ké tir khi duoc phét hién,
dic biét trong hai thap ky qua, mT va c4c dan xuét cia nd di trd thanh dbi twong
nghién ciru rong rai trén toan thé gigi. Nhiéu nghién ctru da tap trung vao viéc tng
dung mT dé phat trién cac quy trinh vi nhan giéng, khic phuc céc han ché trong nhan
giong in vitro va so sanh hiéu qua cua nd vai cac cytokinin khac. Cac nghién ctu cho
thay mT cd hiéu qua vuot troi trong viéc khoi dau va tang sinh choi bat dinh so véi
c4c cytokinin phd bién khac nhu KIN, 2iP va ZEA [73]. mT d4 duoc tng dung trén
nhiéu loai thuc vat nham cai thién hiéu suat tai sinh, cam &ng choi bt dinh, ting sinh
cling nhu nang cao chat lugng chéi. Bong thoi, nd con cd vai tro quan trong trong

viéc duy tri su 6n dinh md hoc va giam thiéu cac roi loan sinh Iy trong nudi cay [74].
Gibberellins

Gibberellins (GA) la nhém hormone thudc loai acid carboxylic diterpenoid, bao
gom céc hop chét c6 hoat tinh sinh hoc duogc tong hop bai nhiéu vi sinh vat nhu nam
va vi khuan, ciing nhu boi thuc vat bac thdp va bac cao. Trong thuc vat, GA hoat
dong nhu mot chat diéu hoa sinh truéng ndi sinh, dong vai trd quan trong trong viéc
diéu chinh cac qua trinh phat trién va sinh Iy [75]. Cac GA c6 hoat tinh sinh hoc,
chang han nhu Gibberellin acid A1 (GA:) va Gibberellin acid A4 (GA4), duoc biét
dén véi nhiéu tac dung noi bat. Mot trong nhitng vai trd chinh cia GA l1a cam ung ra
hoa, dic biét & cac loai thuc vat can xu Iy lanh hodc anh sang dai ngay dé kich thich
qua trinh nay. Ngoai ra, GA ciing thiic day sy nay mam cta hat thong qua viéc kich
hoat enzyme va pha v trang thai ngua dong ctua phéi. GA con cd kha nang kich thich
su kéo dai than, hd trg cay dat chiéu cao t6i wu, cling nhu lam cham qué trinh l40 hoa
& 14 va trai cay c6 mui, gilp kéo dai thoi gian bao quan va tang gia tri kinh té.

Gibberellic acid A3 (GA3) la méot cacboxylic diterpenoid acid thugc nhém
gibberellin va hoat dong nhu mot hormone tang truong thuc vat tu nhién [76]. Thuc

vat va mét sb vi sinh vat, chang han nhu ndm va vi khuan, san xuét ra GAs. GAs ¢6
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nhitng ung dung day hta hen trong linh vic néng nghiép cdng nghiép nho cac dic
tinh lién quan dén sy phat trién cua thuc vat [76]. GAs duoc 4p dung cho cay trong,
vuon cdy dn qua va cay canh. N6 dong vai trd trong qué trinh ndy mam cua hat [77],
phan g véi stress phi sinh hoc [78], tang cuong sinh trueong cua qua [79], kéo dai
than [80], ra hoa [81] va cac tac dong sinh ly kh&c xay ra trong qua trinh tuong tac

cua no vai cac hormone noi sinh khac [82].
Abscisic acid

Abscisic acid (ABA) duogc phat hién vao dau nhitng nim 1960 khi né duwgc nhan
dién c6 lién quan dén viéc kiém soat su chét cua hat va hoai tir cac co quan thyc vat
[83]. Nghién ctru sau d6 da lam rd rang vai tro chinh cia ABA 1a diéu chinh trang
thai nga cia hat va kiém soat hoat dong ma khi khong, mot co ché quan trong gitp
thue vat duy tri can bang nude va khi [84]. Ngoai nhitng vai tro nay, ABA tham gia
vao nhiéu qua trinh sinh 1y khéc, dic biét 1a sy truong thanh caa hat, gitp cay hoan
thanh chu ky phat trién va chuan bi cho giai doan sinh san. ABA ciing dong vai trd
trung tdm trong phan &ng thich nghi vai stress phi sinh hoc, chang han nhu kho han,
man va nhiét d6 khac nghiét, gip cay ton tai trong diéu kién méi trueong bat loi [85].
Ngoai ra, ABA anh hudng dén su kéo dai choi, diéu chinh hinh thai cua cay trong
diéu kién ngap nuéc [86] va duy tri sy phat trién cua ré, dac biét trong moi trudng

thiéu nudéc [87].
Ethylene

Ethylene (ET) la mot hydrocarbon khi khéng no dé chay véi trong luong phén
tir 14 28,05 g/mol. Gane [88] xac dinh ET 1a mot san pham thyc vat tu nhién va duoc
Crocker va cong sy [89] cho thdy anh hudng dén su ting truong va phat trién cua cay.
ET dugc hinh thanh trong tat ca cac té bao, nhung thuong nhiéu nhat ¢ qua va céc
mo bi thuong, khuéch tan qua cac moé va cudi cung duoc giai phong vao bau khi
quyén xung quanh. ET 1a mét hormone ndi sinh anh hudéng dén hau hét cac giai doan
phét trién ctia thyuc vat. Trong sudt vong doi caa thyuc vat, ethylene anh hudng dén su
nay mam cua hat, su kéo dai cua té bao, sy hinh thanh gigi tinh, su chin cua qua, su
gia di va kha niang tong hop chat dinh dudng cua qua. ET ciing 1a mot chat gay ra cac

stress sinh hoc va phi sinh hoc [90].
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Brassinosteroid

Brassinosteroid (BR) 1a mot nhom twong dbi méi caa hormone thuc vat ndi sinh
[91]. Cho dén nay, hon 70 chét twong tu BR di duoc xac dinh trong gan 60 loai thyuc
vat [92]. Vé mat sinh |y, BR tham gia cing véi cac hormone thyc vat khac trong viéc
diéu hoa nhiéu qué trinh phét trién, bao gom su phat trién choi, phat trién ré, phan
hoa mach dan, kha ning sinh san va nay mam cua hat [93]. BR ciing c6 tac dung
chdng lai stress, tac 1a chiing tham gia vao cac phan ang cai thién ddi véi céc stress
khac nhau, ching han nhu nhiét d6 thap va cao, han han va nhidm trung. Giéng nhu
GA, BR c6 xu huéng tich tu trong cac md thuc vat sinh san, chang han nhu phan hoa,
hoa va hat chua trudng thanh, nhung ham lwong cua ching cuc Ky thap trong cac mo

soma khi so sanh véi cac hormone thuc vat khac [63].
Jasmonic acid

Jasmonic acid (JA) va cac chat chuyén hoa cua né, duoc goi chung la jasmonates
(JAs), la cac hop chét cyclopentanone c6 chung cau tric va chtc ning tuong tu
prostaglandin duoc tim thay ¢ dong vat [94]. Trong nhiing nam 1990, JA dugc dé
Xuit 1a cac hop chat lién quan dén stress, tich tu trong thuc vat dé phan ang véi cac
stress khac nhau, chang han nhu vét thuong hoic sy tan cong caa mam bénh [95],
trong nudi cay md hozc nudi cay té bao thuc vat [96] va cac md chiu c4c tac nhan gay
stress phi sinh hoc nhu birc xa UV, nhiét do thap va cao, stress thim thau va tiép xdc
véi ozone [97]. JA dudng nhu c6 mit ¢ hau hét cac co quan ctia hau hét cac loai thuc
vat [98].

Salicylic acid

Salicylic acid (SA) 1a mét phan tir tin hiéu quan trong trong cac phan tng phong
vé cua thuc vat dbi véi mam bénh va diéu hoa cac qua trinh phat trién khac nhau. SA
c6 thé diéu chinh sy tong hop cac protein phong tha, bao gom cac enzyme phan hay
vi khuan va cac phan tir khang sinh tu nhién, qua dé giup thuc vat dbi pho véi su tan
céng ciia nam, vi khuan va con tring. Bén canh d6, SA con tham gia vao qua trinh ra
hoa cua thuc vat. N6 cé tac dung diéu chinh sy hinh thanh cac chdi hoa va sy phét
trién cia hoa, thuong xuyén thong qua tac dong 1én cac con duong tin hiéu té bao lién

quan dén hormone ndi sinh khac nhu auxin va gibberellin. Mot s6 nghién ciru da chi
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ra rang SA c6 thé tac dong Ién su thay ddi caa cac gene lién quan dén qua trinh phan
héa mo hoa, 1am ting kha ning ra hoa & mot s6 loai thuc vat, dac biét trong diéu kién

cang thang hoic thiéu dinh dudng [99].
Strigolactones

Strigolactones 12 loai hormone thurc vat duoc mo ta gan ddy nhat. Ban dau ching
duoc coi la mot ho cac chat chuyén hoa thir cap tir thuc vat ¢ ngudn gdc tir carotenoid
[100] véi vai trd trong viéc truyén tin hiéu gitra cac sinh vat (chat hoa sinh). Cho dén
nay, strigolactones da dugc xac dinh la chiu trach nhiém cho 3 qua trinh sinh ly khac
nhau: thir nhat, chung thuc day su nay mam cua céc sinh vat ky sinh phat trién trong
ré cay chu, chang han nhu Striga lutea va céc cay khac thuoc chi Striga [101, 102];
thr hai, strigolactones 1a co s& dé cac loai nam cong sinh nhan biét cay, dac biét 1a
nam ré& arbuscular, bai vi ching thiét 1ap mdi quan hé twong hd véi nhitng cay nay,
d6ng thoi cung cap photphat va cac chat dinh dudng khac cho dat [101, 102]; thi ba,
strigolactones da duoc xac dinh 1a hormone tc ché phan nhanh & thuc vat; khi c6 mit,
cac hop chat nay ngan chan sy phét trién choéi du thira ¢ cac dau than, ngan chian co
ché phan nhéanh ¢ thyc vat [101, 102].

Melatonin — Mgt hormone ngi sinh mai

Nhitng nghién ctu dau tién vé vai trd cua phytomelatonin (N-acetyl-5-
methoxytryptamine) chii yéu tap trung vao kha nang chong oxy héa manh mé cia né.
Vé mat hoa hoc, phytomelatonin duoc danh gia 1a mot chat chdng oxy héa vuot troi,
¢4 tiém nang cao hon nhiéu lan so véi cac chat chéng oxy hoa truyén théng nhu axit
ascorbic va vitamin E [103]. Tuy nhién, kha ning diéu hoa biéu hién gene cua
phytomelatonin d& mé ra nhitng hudng nghién ctu méi vé vai trd cia né nhu mot
hormone thyc vat. Bé mot phan tir duoc cong nhan 1a hormone thuc vat, can c6 day
du thong tin vé con dudng sinh tong hop, phan hay, van chuyén, thu thé, co ché truyén
tin hiéu va tac dong sinh Iy cua nd. Mac du nhiéu diéu kién tién quyét nay da duoc
lam séng to, nhung viéc xac dinh thy thé chuyén biét cia phytomelatonin van 1a mot
thach thirc. Mai dén ndm 2018, nhom ciia Tién si Chen moi lan dau tién phét hién va
mo ta thy thé phytomelatonin PMTR1, dugc xac dinh trong mang té bao cua cay
Arabidopsis thaliana [104].
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Thu thé PMTR1 ¢6 c4u tric twong tu cac thu thé hormone thuc vat khéc va c6
kha ning tuong tac vai tiéu don vi G-protein a (GPA1). Khi phytomelatonin lién két
v6i PMTR1, n6 kich hoat si phan ly cua Gyb va Ga, tir d6 thuc ddy san xuat H20:
thong qua enzyme NADPH oxidase (RBOH), ting cudng dong Ca?* vao té bao va
kich thich dong K* ra ngoai, cudi cling dan dén qua trinh dong khi khong. Pay 1a mot
budéc tién quan trong trong viéc cong nhan phytomelatonin nhu mét hormone thuc
vat. Tuy nhién, dé cang cé két luan nay, can c6 thém nhiéu nghién ciu nham xac dinh
thu thé phytomelatonin & céc loai thuc vat khac [105].

Melatonin khdéng chi la mot hormone quan trong ¢ dong vat ma con dugc tim
thay trong thuc vat, noi né dong vai trd nhu mot chat diéu hoa sinh truong va bao vé
té bao. Puoc tong hop tir tryptophan, melatonin c6 mat trong nhiéu bo phan cua cay
nhu 14, ré, hat va qua, giup diéu hoa su phét trién, bao vé thuc vat khoi stress oxy hoa
va cai thién kha ning chdng chiu véi diéu kién méi trudong khac nghiét [106]. N6 kich
thich nay mam, thuc day su phat trién caa ré, than, hd trg qua trinh ra hoa, tao qua va
c6 thé thay thé hodc phdi hop véi auxin dé diéu chinh sinh truéng. Bén canh do,
melatonin hoat dong nhu mot chat chdng oxy héa manh, gitp cay giam thiéu tac dong
tir &nh sang manh, nhiét do cao, han han, man va kim loai nang bang cach quét sach
cac goc tu do va tang cuong hé théng phong vé néi sinh [107].

1.4.2. Hogt dgng cua hormone ngi sinh
Téng hep va tich liy

Sy tong hop hormone ndi sinh thuc vat dugc didu chinh chat ché va thuong bi
anh huong boi su tuong tac giita cac hormone khac va cac yéu té méi truong. Sau khi
t6ng hop, nhiéu hormone con trai qua c4c bién d6i hda hoc anh hudng dén hoat dong
cua ching; trong mot sb truong hop, hormone khéng hoat dong ¢ thé duoc tich lity
va dé dang giai phong dudi dang hoat dong théng qua viéc dao nguoc cac bién doi
nay [108] (Hinh 1.2).

Vén chuyén

Hormone c6 thé anh hudng tai noi ching tac dong, di chuyén khip co thé thyuc

vat thong qua hé théng van chuyén xylem hozc phloem, hozc di chuyén mot khoang
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cach ngan giira cac té bao nhd céc protein van chuyén, hoic trong mét sé truong hop,
c6 thé khuéch tan ty do qua mang té bao [108] (Hinh 1.2).

Thu thé

Hormone néi sinh phét huy tac dung cia minh trén céc té bao dich théng qua
viéc két ndi véi cac thu thé protein. Mot s6 hormone nai sinh lién két véi cac thu thé
Xuy&n mang nam & mang plasma hoic mang luéi noi chat. Cac thu thé nay s& két ndi
véi phan tir hormone tai mot vi tr va truyén tai thong tin toi mot vi tri khac va thuong
lién quan dén viéc kich hoat hoat dong cua kinase thu thé. Céc thu thé xuyén mang
c6 thé coi nhu 13 cac diém chuyén tiép thong tin; su hién dién cua hormone khoi dong
mot qua trinh tai mot vi tri xa hon so vdi chinh hormone do, thong qua nhirng thay
d6i allosteric trong protein [108] (Hinh 1.2).

Truyén tin higu

Céc tac dong ha luu cua tin hiéu hormone bao gom sy thay dbi trong mé hinh
biéu hién gene (Hinh 1.2). Trong hau hét cac trudng hop, nhiéu yéu t phién ma co
su thay doi hoat dong theo tin hiéu hormone di duoc xac dinh. Cac budc tir viéc
hormone két ndi véi thu thé cho dén viéc kich hoat yéu t6 phién ma c6 thé don gian
hozc phirc tap va khi biét duge, thuong sé bao gém tin hiéu théng qua protein kinase
va phosphatase, hé théng phosphorelay, hozc sy phan hay protein myc tiéu théng qua
hé thong phan huy ubiquitin 26S [108].

Céc protein kinase lién két mot nhém phosphate vao cac protein. Viéc bo sung
nhom phosphate (phosphorylation) cé thé kich hoat hozc vé hiéu hda mot protein va
qua trinh nay co thé bi dao nguoc bang cach loai boé nhdm phosphate qua hoat dong
cua protein phosphatase. Cac muc tiéu cua kinase va phosphatase bao gom chinh cac
protein thy thé (ty phosphoryl hda), cac protein kinase va phosphatase khac, kénh ion,
TFs va cé4c protein khac. Hinh thire diéu chinh protein nay rat nhanh va cé thé dao
nguoc, 6 ngudn gdc tir thoi ky xa xwa va rat phd bién [108].

M6t s6 tin hiéu hormone duoc truyén tai qua viéc phan hay cé diéu kién mot
protein muc tiéu, thong qua viéc ubiquitin héa protein muc tiéu va sy phan hay caa
nd bai proteasome 26S. Ubiquitin 1a mot protein nho duoc lién két voi cac protein
khac qua hoat dong cua mot phuc hop ubiquitin ligase. Sau khi bi ubiquitin hoa,

protein dugc chuyén dén phuc hop proteasome 26S 16n, noi n6 sé& bi phan hay. Qué
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trinh phan huy protein tc ché dong vai trd trung tim trong mot s6 con dudng tin hiéu
hormone, bao gom AUX, GA va JA [108].

Lién hop Tac dong theo dong

ﬂl-:ﬁntéch ha lwu (downstream)
o /_M
\ Phan hay

San xuat hormone
Phosphoryl / Phién ma

hoa protein

=

. _,

Khit phosphoryl hoa protein

Tac dong theo dong
ha luu (downstream)

: Cac tdc dong khong lién
i A Proteolysis LA 2
Lién két v6i thy thé / @ quan dén bg gene (vi du:
{ . : / diéu hoa kénh ion)
Truyén tin hiéu

I

Hinh 1.2. Hoat dong cta hormone ndi sinh trong thuc vat [108].
1.4.3. Sw twong tac ciia hormone ngi sinh trong thzc vt

Hormone ndi sinh thuc vat khdng phai 1a chat dinh dudng ma Ia céc chat hoa
hoc véi mot lwong nho ¢6 kha ning thic day va anh huong dén su sinh truong, su
phét trién va sy biét hoa cua cac té bao va md [109]. Qua trinh sinh tong hop cac
hormone ndi sinh trong cac md thuc vat thuong mang tinh khuéch tan va khdng phai
lac nao ciing khu tra tai mot vi tri nhat dinh. Khéng giong nhu dong vat (c6 2 hé tuan
hoan dé van chuyén hormone khip co thé), thuc vat khdng c6 cac tuyén chuyén biét
dé san xuat va luu trir hormone nén thuc vat st dung nhiéu phuong phap thu dong
hon dé di chuyén cac chat xung quanh co thé caa ching. Thuc vat sir dung cac hoa
chat don gian 1am hormone dé d& dang van chuyén cac chat qua cac md cua ching;
ngoai ra, hormone thudng dugc san xuat va st dung tai chd trong co thé thuc vat
(Hinh 1.3). Cac hormone duoc van chuyén trong cay bang céch st dung 4 loai chuyén
dong. Bé di chuyén cuc bg, dong té bao chat trong té bao, sy khuéch tan cham cua
c4c ion va phan tur giita cac té bao dugc sir dung. Cac md mach duoc st dung dé di

chuyén hormone tir b phan nay sang bd phan khéc cua cay: chiing bao gdm mach
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ray dung dé di chuyén chat dinh dudng tir 14 dén r& va hoa, mach g dung dé di chuyén
nudc va cac chat khoang hoa tan tur ré dén l4.

Tuy nhién, khéng phai tit ca cac té bao thuc vat déu phan tng véi hormone,
nhung nhitng té bao d6 duoc lap trinh dé phan tng tai cac diém cu thé trong chu ky
sinh trung cua chung. Cac tac dong Ion nhat xay ra ¢ cac giai doan cu thé trong vong
doi cua té bao va cac tac dong giam dan trudc hoic sau giai doan nay. Thuc vat can
hormone noi sinh vao nhiing thoi diém rat cu thé trong qua trinh phat trién cua cay
va tai nhitng vi tri cu thé; vi vay can loai bo nhitng anh huong caa hormone khi ching
khdng con can thiét. Viéc san xuét cac hormone dién ra rat thuong xuyén tai cac mo
phan sinh, trugc khi cac té bao biét hda hoan toan. Sau khi san xuat, chung doéi khi
duogc di chuyén dén cac bo phan khac cua ciy, noi chiing anh huong ngay lap tuc;
hoic ching c6 thé duoc luu trit trong céc té bao dé sur dung sau nay [110]. Thuc vat
sir dung cac con dudng khac nhau dé diéu chinh ham luong bén trong va tac dong cia
hormone; ching c6 thé diéu chinh luong hda chat duoc sir dung dé sinh tong hop
hormone. Thuc vat cd thé luu trit hormone trong té bao, bat hoat hozic l1am tiéu bién
cac hormone dd duoc hinh thanh bang céach lién hop ching vai carbohydrate, amino
acid hozc peptit. Thyuc vat ciing c6 thé pha v& cac hormone vé mat hda hoc, phan hiy
chding mot cach hiéu qua. Cac hormone thyuc vat c6 bén trong co thé thuc vat thuong
xuyén diéu chinh ndng d6 va tac dong lan nhau [111]. Thuc vat ciing di chuyén céc
hormone xung quanh co thé dé 1am lodng néng d6 va luong hormone can thiét cho
cac phan ng cua cay la rat thip (10 - 105 mol/L). Do ndng d6 thap nén rat kho dé
nghién ctiu cac hormone ndi sinh thuc vat va chi tir cudi nhitng nam 1970, cac nha
khoa hoc méi c6 thé bat dau két hop cac tac dong va méi quan hé cua ching véi sinh
ly thuc vat [54]. Phan I6n cac nghién ciru ban dau vé hormone néi sinh thyuc vat lién
quan dén viéc nghién ciru cac cay bi thiéu gene hoic duoc sir dung trong nudi cay

thuc vat in vitro véi néng do hormone khéac nhau.
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Hinh 1.3. Su tich liiy va tac dong caa hormone noi sinh trong thuc vat.

Cac PGRs ching han nhu AUX, CKs, GA, ET va ABA duoc sir dung rong réi
trong nudi cdy md [7, 112]. Sy tang truong va su khac biét trong nudi cay mé thuc
vat duoc kiém soat bai su twong tac gitra cac hormone noi sinh va ngoai sinh [113].
Nong do hormone néi sinh ¢6 anh huong quan trong dén cac qua trinh sinh ly, ciu
trdc thuc vat [66] va su khoi dau cua cac trung tdm tiang sinh trong mau cay [114].
Chung thuong duoc sir dung dé kiém soét sy phan chia té bao [115]. Cac hormone
noi sinh tham gia vao viéc phat sinh hinh thai va nong d6 cua chiing duoc diéu chinh
theo thoi gian va khong gian dé dap ng voi cac diéu kién nudi cay bén ngoai [116].

Trong vi nhan giéng thuc vat, hau hét cac nghién ciu chi quan tim dén anh
huong cua PGRs dén kha ning phat sinh hinh thai cia mau ma khdng chi trong toi
tac dong, vai trd caa hormone ndi sinh; trong khi d6, hiéu ré vé tac dong, co ché
truyén tin hiéu va mdi twong tac cua cac hormone ndi sinh cho phép phat trién céc
cdng cu duoc ly va di truyén dé diéu chinh sy phat trién cua cay trong, ning suit va
kha nang thich nghi v&i méi trudng nham hd trg cho ndng nghiép. Trén thé gidi, da
c6 mot sé nghién ciru vé anh huong caa hormone noi sinh dén su phat sinh hinh thai.
Grossmann va cong su [117] da nghién ctru anh huong caa IAA, ZEA, dihydrozeatin,
Indole-3-propionic acid (iPA), GA1 va ABA ndi sinh dén su hinh thanh cay dau nanh
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hoan chinh. Montalban va cong su [113] da chi ra anh hudng caa 43 loai cytokinin

va IAA noi sinh dén kha niang hinh thanh chdi & cay Pinus radiate. Anh huéng cua
ethylene, JA va ABA dén su hinh thanh r& bat dinh [118], sy ra hoa [119], hinh dang

cua 1a [120] cling da dugc nghién ctiru. Kepczynska va Ortowska [121] d nghién ctru

su anh huong cia ABA, GA va IAA noi sinh dén su hinh thanh phdi soma & cay

Medicago truncatula Gaertn. Dén nay ciing da c6 mét s6 nghién ciru vé ham lwong

hormone noi sinh trong mau cay ¢ cac qua trinh phat sinh hinh théi/sinh truong khac

nhau caa mét s6 loai thue vat khac nhau (Bang 1).

Bang 1.1. M6t sé nghién ctru ghi nhan ham lugng hormone noi sinh trong mau cay &

C4C qua trinh phat sinh hinh thai/sinh truong khac nhau caa mot sb loai thyuc vat khac

nhau.
STT Ph.at.smh h',nh Hormone ngi sinh DOI.:[u’qug Nguon
thai/sinh truwéng nghién cau
1 | chéi IAA, ZEA, GAs, ABA Egrl]en son tuyet | ry901
2 | Qua IAA, ZEA, GAs, ABA | Cachua [123]
3 | Sinh truong cua cdy | JA, SA, ZEA, ET Ca chua [124]
% IAA, ABA, ZEA, GAs, N
4 | Re IA, SL Dau tam trang [125]
5 | Sinh truong cua cdy | IAA, ABA, CKs, GAz | Tt dinh huong [126]
6 | Phdi soma IAA, CKs, GA, ABA Thu hai duong [127]
7 | Phdi soma IAA, CKs, GAs, ABA, | gam Lang Bian | [128]
MEL
A IAA, GA3, ZEA, ABA, A X £
8 | Ph6i soma BR, MeJA Thong Han Quoc | [129]
9 |Ré IAA, CKs, GAsz, ABA | Chanh day [130]
10 | Chdi bat dinh IAA, CKs, GAs, ABA | Chanh day [131]

Tuy nhién, ty 1& hormone ndi sinh thuc day su sinh truéng thuc vat quan trong

hon ndng d6 ciia mot loai hormone don 1¢ va c6 thé déng vai trd then chdt [132]. Cay

sau keo mua thu 4n 14 di kich thich ré cong sinh tong hop nhiéu 1AA, GA, ZEA va
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JA hon va lam tang ty 1€ IAA/ABA, GA/ABA, ZEA/ABA, IAA + GA + ZEA/ABA
va ZEA/IAA & thuc vat ré cong sinh. Su thay d6i ty 16 hormone nay c6 thé c6 loi cho
su sinh truéng, phuc hdi ton thuong, khic phuc thiét hai do sdu bénh va kha ning
khang sau bénh cua cay, mic du cac co ché co ban va ¥ nghia cua céc ty 1& hormone

nay can dugc xéc dinh.

Mang luéi phuc tap cia cac con duong truyén tin hiéu hormone néi sinh cho
phép thuc vat kich hoat cac phan wng phong vé thich hop va hiéu qua chdng lai céc
tac nhan gay bénh va can bang kha ning phong vé va phaét trién cua thuc vat [133].
Mot trong nhitng van dé tha vi nhét trong sinh hoc hormone thuc vat 1a su két hop
ctia cac hormone ndi sinh, tuong tac chéo hodc diéu hoa chéo [133]. Cac con duong
truyén tin hiéu dugc trung gian béi cac hormone noi sinh nay twong tac chit ché theo
huéng dbi khang hoic hiép dong (Hinh 1.4). Sy diéu hoa nay quyét dinh két qua cua
cac phan tng ha luu dugc kich hoat bai hormone néi sinh. Cac twong tac hormone
cling nhau tao thanh mang ludi truyén tin hiéu hormone, ¢ chirc nang truyén tin hiéu
mién dich ciing nhu phan tng ting trudéng va cang thang phi sinh hoc [134]. Tam
quan trong cua mang ludi truyén tin hiéu hormone trong phong tha duoc phan anh
boi thuc té 14 nhiéu tac nhan gay bénh can thiép vao tin hiéu hormone hoic san xuat
hormone 1am ting doc luc [135]. Céac nghién ciu trén cac mé hinh thyc vat, chang
han nhu Arabidopsis thaliana da phat hién ra rang cac hormone néi sinh Ia chat diéu
hoa trung tam cua kha niang phong vé cua thuc vat. Ngoai ra, hau hét cac hormone
noi sinh khong tac dong riéng 1é 18n mot khia canh cu thé cua s ting truéng hoic
phét trién; do d6, su can bang gitra cac hormone noi sinh trong nudi cay co thé 1a diéu
can thiét. Tuy nhién, cac nghién ctu hién tai thuong chi tap trung vao tic dong cua
mot hoic mot s it hormone noi sinh d6i véi sy ting trudng va phat trién cua thyc vat
ma khong cha y dén mang luéi truyén tin hiéu cua cac nhém hormone ¢ trong mau
cay. Chinh vi vay, nghién ciru nay sé danh gia mdi twong quan giita hormone ndi sinh
Vv6i qué trinh phét sinh hinh théi in vitro théng qua st dung k¥ thuat TCL trén 3 dbi

tugng cay trong khac nhau (ciy chanh day, cay hoa ddng tién va cay diép ha chau).
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Hinh 1.4. Khai niém cho vai tro trao doi chéo ddi khang va hiép dong gitra hai
hormone ndi sinh gia dinh A va B [133]. Trao d6i chéo d6i khang c6 thé lam trung
gian wu tién phan hdi Xa hon Xb. Nguoc lai, trao d6i hiép dong dam bao cam ¢ng
chinh xac cua phan hdi Xab chi khi ca A va B duoc kich hoat. Hinh minh hoa cho

thay két qua trong ba diéu kién kich thich khéac nhau (chi A, chi B va ca A va B).
1.5. So' lwgc vé ddi twong nghién ciru
1.5.1. Cay chanh day

Cay chanh day (Passiflora edulis) 1a loai day leo 1au niim, c6 than ban gd, 14 ba
thily, hoa ludng tinh. Qua chanh day hinh bau duc, duong kinh 5-7 cm, trong luong
tir 80-110 gam, chtra 100-180 hat mdi qua [136]. Cay phat trién tdt trong khi hau can
nhiét dai, can it nhat 900 mm muwa mdi nim va ua dat thit pha céat véi pH 6,5-7,5.
Chanh day c6 thé sinh truéng trén nhiéu loai dat va méi trudng khac nhau, tir rirng
am nhiét di dén ving kho han, véi do cao tir 0 dén 4.500 m.

Passiflora chii yéu phan b6 ¢ Trung va Nam My, trong d6 Colombia c6 sy da
dang loai cao nhat [137]. C4c gidng chanh day thuong mai chinh la chanh day tim va
vang. Qua duoc an tuoi, ép nudc hodc ché bién thanh cac san pham khac. Chanh day
chira nhiéu alkaloid, glycosid, flavonoid, ciing khoang chat va protein [138]. N6 con
duoc sir dung trong y hoc dan gian dé giam dau, chdng viém, 6n dinh huyét &p va hd
trg diéu tri cc bénh 1y nhu réi loan than kinh, bénh tim mach va ung thu [139]. Hat

chanh day cung cip chat xo, protein va co thé chiét xuat dau [140].
1.5.2. Cay hoa dang tién

Hoa d6ng tién (Gerbera jamesonii) 1a loai thao moc 1au nam, cao dén 75 cm,

véi la dai 15-42 cm va hoa c6 duong kinh 4-5 cm, thuong mau dé cam, doi khi vang,
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hong, hoic tring. Hoa né tir thang 9 dén thang 12 va sinh san vé tinh. Chi Gerbera
gom khoang 100 loai, phan bé tir Chau Phi dén Chau A [141, 142]. Cay nay duoc
trong phd bién nhu cay canh hoic cat canh, véi gidng chu yéu 1a su lai ghép gitta G.
jamesonii va G. viridifolia, tao thanh gidng Gerbera hybrida. Cac gidng hoa ddng tién
c6 nhiéu mau sac va hinh dang da dang.

Hoa ddng tién hién xép thir 5 trong nganh cong nghiép hoa cit canh, noi bat nho
vé dep, mau sic phong pha va do bén cao. Viéc trong hoa dong tién don gian va hiéu
qua kinh té cao, do d6 dién tich trdng va nhu cau tiéu thu dang ting [143]. Loai hoa
nay chtra cac hop chat nhu coumarin, alkaloid, flavonoid, terpenoid va phenolic, c6
tac dung kich thich tiéu hoa, diéu tri tdo bon, viém da day va cac bénh vé gan. Cuc
dong tién ciing dugc dung dé chira viém bang quang, dau bung kinh va céc van dé
duong tiét niéu [144].

1.5.3. Cay diép ha chau

Cay diép ha chau dang (Phyllanthus amarus), hay con goi 1a ciy Ché d¢, thudc
ho Phyllanthaceae, 1a cdy than thao mot nam, cao tdi 60 cm, moc thang ding hoic
bo, 14 c6 phién tron dai (5 - 11 x 3 - 6 mm). Cay moc hoang ¢ Viét Nam, dic biét &
Thai Nguyén, Bac Ninh, Nghé An, Ha Giang va phan bd rong rai ¢ cac qudc gia Chau
A va Chau My nhu Trung Qudc, An Do, Malaysia, Philippines, Indonesia, Myanmar,
Théi Lan, Brazil, Argentina [145, 146].

Diép ha chau la cay thuc dan gian, c6 nhiéu hop chat nhu acid, triterpen,
alkaloid, phenol va lignan, trong d6 phyllanthin va hypophyllanthin dac biét hiru ich
trong diéu tri bénh gan. Cac hop chat nay bao vé té bao gan khoi cac tac nhan gay ton
thuong nhu paracetamol, CCl, ethanol, aflatoxin B1, galactosamin va hd trg giam
dau, ting cudng dao thai uric acid, tc ché virus viém gan B va HIV (thir nghiém in
vitro va in vivo) [145-148].

1.5.4. Mgt sé nghién cieu vé gng dung ky thudt nudi cdy TCL 6 cdy chanh day,
dong tién va diép ha chau

Nhan gidng in vitro & cay chanh day tim hién nay cha yéu dua trén con duong
tai sinh choi. Trong sé cac phuong phap duoc ap dung, ki thuat TCL dugc xem la
mét yéu té quan trong gép phan nang cao hiéu qua tai sinh chdi & cay chanh day tim.

Hiéu va cong su (2022) bao co rang cac mau 16ng than ex vitro chi hinh thanh mo
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seo ma khdng phét sinh chdi khi nudi ciy trong diéu kién in vitro [149]. Nguoc lai,
Phong va cong su da tai sinh thanh cong chdi tir cac mau 16ng than ex vitro théng qua
viéc ap dung ky thuat oTCL, dic biét trén mau 16ng than tha ba.

O hoa ddng tién, bén canh con duong nhan chdi tir dinh sinh trudng, TCL duoc
khai thac manh cho cam @ng chdi bat dinh tir cac mo hoa (dé hoa/cum hoa) va cac co
quan khéc; nhiéu nghién ctu cho thiy tTCL tir md receptacle/capitulum 1a mot hé
mau quan trong dé tao chdi Vai tan suat cao va cd thé tdi wu theo kiéu gen, vi tri -
kich thudc mau ciy va cong thirc méi trudng.

Déi vai diép ha chau, ki thuat TCL dugc bdo cao nhu mot hé thdng nudi ciy co
tinh (ing dung cao trong tai sinh va vi nhan giong, véi cac thiét ké mau cay TCL (dac
biét tir 16ng/than) nham gia tang hé s6 nhan va déng thoi giam hién tuong bat thuong
hinh thai. Tuy nhién, c4c nghién ciu nay chi yéu tap trung vao yéu té ky thuat va
moi trudng nudi ciy, trong khi vai trd caa hormone ndi sinh trong mau cay doi voi
kha ning tai sinh cua thuc vat van chua duoc danh gia.

Trong bdi canh nhu cau nhan giéng cdy trong c6 gia tri ngay cang cao, cac
phuong phap truyén théng boc 16 nhiéu han ché nhu hé s6 nhan thap, phu thugc moa
vu va dé& nhidm bénh. Nhan giong in vitro la giai phap quan trong, nhung nhiéu quy
trinh van mang tinh thir nghiém, thiéu co sé khoa hoc giai thich co ché sinh Iy - sinh
hoéa. Viéc nghién ciru sdu hon vé bién dong hormone nai sinh, két hop véi phan tich
vai trd cia ET, hé thong chdng oxy hda va hop chat thir cap sé tao nén tang dé xay
dung quy trinh nhan gidng hiéu qua, 6n dinh va c6 tinh tng dung thuc tién cao.

Ngoai ra, nhiéu nghién cau vé tai sinh in vitro chu yéu ding ¢ viéc khao sét
riéng Ié tirng loai hormone hoic téi vu méi trudng nudi cy, viéc phan tich ddng thoi
co ché tuong tac giita hormone noi sinh, ethylene, hé thong chéng oxy héa va hop
chat tha cap van con han ché. O Viét Nam, chanh day, hoa dong tién va diép ha chau
la nhitng loai c6 gia trj kinh té va duoc liéu cao, song nghién ciru vé vai tro toan dién
ctia hormone ndi sinh trong nhan giéng in vitro hau nhu chua dugc trién khai. Do d6,
luan 4n nay huéng téi viéc sir dung ki thuat TCL nhu mot phuong phap ti wu dé
khao st bién dong hormone, 1am ré méi twong quan sinh 1y - sinh héa va tng dung
két qua nham xay dung co so khoa hoc cho tbi wu hoa quy trinh nhan gidng ba ddi

tuong nghién cuu quan trong nay.
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CHUONG 2. NOI DUNG, VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Noi dung nghién ciru

N@i dung 1: Nghién ciu chon nguén miu cay téi wu cho qua trinh phat sinh

hinh thai in vitro ¢ cdy chanh ddy, dong tién va digp hg chau

Muc dich: Xac dinh duoc vi tri mau cdy, do tudi toi wu va anh huong cua ki
thuat nudi cay Iép mong té bao 1én qua trinh phat sinh hinh théi caa cay chanh day,

cay hoa dong tién va cay diép ha chau.
Ngi dung tién hanh:

Nghién curu anh huong cua vi tri 16ng than va ham lugng CKs va AUX trong
mau cdy ban dau lén kha ning tai sinh chdi cua cay chanh day nudi cay in vitro

Nghién ctru anh huong cua do tudi mau cay dé hoa va ham luong CKs va AUX
trong miu cdy ban dau I&n kha ning phat sinh phdi soma cua cay hoa ddng tién nudi
cay in vitro

Nghién cuu anh huong cua vi tri 16ng than va ham lugng CKs va AUX trong
mau ciy ban dau Ién kha nang tai sinh md seo va ré bat dinh cua cay diép ha chau
nudi cay in vitro

Nghién ctiru anh huong cua ky thuat nudi cay 16p mong té bao 1én kha nang tai
sinh choi ciia mau 16ng than cay chanh day nudi cay in vitro

Nghién ctru anh huong cua ky thuat nudi ciy I6p mong té bao 1&n kha nang phét
sinh ph6i soma ciia mau dé hoa cay hoa dong tién nudi cay in vitro

Nghién ctiru anh huong cua ky thuat nudi cay 16p mong té bao 1én kha nang tai
sinh m6 seo va ré bat dinh cua mau 16ng than cay diép ha chau nudi cay in vitro

Néi dung 2: Nghién citu méi twong quan céia ham lwong hormone ndi sinh
trong qua trinh phét sinh hinh thai in vitro ciia ciy chanh day, ciy hoa dong tién
va cay diép ha chau

Muc dich: Nghién ciu sy bién dong va méi twong quan ctiia ham luong hormone
noi sinh trong trinh phét sinh hinh thai cua cay chanh day, cdy hoa ddng tién va cay

di¢p ha chau

Ngi dung tién hanh:
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Nghién citu sy bién dong va méi twong quan giira cac hormone néi sinh trong
qua trinh phat sinh hinh théi caa cay chanh day théng qua k§y thuat nudi cay Iép mong
té bao.

Nghién ciru sy bién dong va méi twong quan giira cac hormone néi sinh trong
qua trinh phat sinh hinh thai cua ciy hoa dong tién théng qua k¥ thuat nudi cay 16p
mang té bao.

Nghién cau sy bién dong va méi twong quan giira cac hormone néi sinh trong
qua trinh phét sinh hinh thai caa cay diép ha chau thong qua k¥ thuat nudi ciy 16p

maong té bao.

Néi dung 3: Nghién ciru dnh hwéng caa ki thuat nudi cay I6p méng té bao
lén s tich liiy khi ethylene va hé thong chong oxy hda trong qua trinh phat sinh

chdi cay chanh day, phdi soma ciy hoa ddng tién va ré bat dinh cay diép ha chau

Muc dich: Nghién ctu su bién dong va méi tuong quan cua ET, hé thong chdng
oxy hoa trong qua trinh phat sinh hinh thai cia cay chanh day, cdy hoa ddng tién va

cay diép ha chau.
Ngi dung tién hanh:

Xac dinh sy tich liiy khi ethylene trong qua trinh phat sinh hinh thai ctia cay
chanh day, cdy hoa dong tién va cay diép ha chau thong qua ki thuat nudi cay lép
mong té bao.

Xac dinh hoat d6 cua hé théng chéng oxy hoa trong qua trinh phét sinh hinh thai
ctia ciy chanh day, cdy hoa ddng tién va cay diép ha chau thdng qua k¥ thuat nudi
cay l6p mong té bao.

Xac dinh hop chat thir cap trong ré bat dinh cia mau long than cay diép ha chau
nudi cay in vitro.

2.2. Vat liéu nghién ciru

2.2.1. Vat liéu thuc vt

Déi véi noi dung phat sinh hinh thai in vitro, cac mau 16ng than in vitro cua cay
chanh day tim (Passiflora edulis Sims f. edulis), ¢é hoa ex vitro cay hoa dong tién
(Gerbera jamesonii Revolution Yellow) va long than in vitro cay diép ha chau

(Phyllanthus amarus) hién dang c6 tai phong Sinh hoc Phan tir va Chon tao gidng
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cay trong thudc Vién Nghién ciru Khoa hoc Tay Nguyén (nay la Vién Khoa hoc su
séng) duoc st dung 1am vat lidu ban dau.

Déi véi noi dung nghién ciru mdi trong quan gitra ham lwong hormone va qua
trinh phét sinh hinh thai, chdi tai sinh tir mau 16ng than va ITCL l6ng than cay chanh
day, ph6i soma tai sinh tir mau dé hoa va ITCL dé hoa cdy hoa dong tién, md seo va
ré bat dinh tai sinh tir mau 16ng than va ITCL I6ng than cay diép ha chau duoc sir

dung dé lam vat liéu phan tich.
2.2.2. Thiét b, dung cu va hoa chat
Thiét bj va dung cu

Mot s6 thiét bi chinh dwoc st dung bao gdm can ki thuat Precisa (Nhat Ban),
can dién tir, ti an toan sinh hoc ESCO (Singapore), tu siy MOV-112, hé théng sac
ky long siéu hiéu ning két hop dau do UV (Ultimate 3000 — Thermo Scientific, My),
hé thdng sac ky khi véi dau do ion hoa ngon lira (GC-CP 3380).

Céc dung cu st dung bao gom dao cdy, dia cdy, panh cdy, kéo, ng nghiém
thay tinh, dia petri nhya (duong kinh 6 cm), day thun, tdi nilon chiu nhiét, gang tay
va mot sé dung cu hd tro khac. Cac dung cu chuyén dung duoc khu tring bang

autoclave ¢ 121°C, 15 psi trong 30 phut.
Hoéa chat

Cac PGR bao gom 6-Benzyladenine (BA, Sigma-Aldrich, M), 1-
Naphthaleneacetic acid (NAA, > 98%, Duchefa Biochemie, Ha Lan), 2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D, > 96%, Duchefa Biochemie, Ha Lan), Indole-3-
butyric acid (IBA, > 98%, Duchefa Biochemie, Ha Lan).

Cac chit chuan duoc str dung trong phan tich hormone néi sinh bao gom N6-
isopentenyladenine (2iP, > 99,5%, Sigma-Aldrich, M¥), kinetin (KIN, > 99,5%,
Sigma-Aldrich, M¥), Trans-Zeatin (ZEA, > 99,5%, Sigma-Aldrich, My), N-acetyl-5-
methoxytryptamine (MEL, > 99,5%, Sigma-Aldrich, M¥y), GAz (> 99,5%, Sigma-
Aldrich, M¥), abscisic acid (ABA, > 99,5%, Sigma-Aldrich, My), salicylic acid (SA,
>99,5%, Sigma-Aldrich, MY), 6-(3-hydroxybenzylamino) purine/Meta-topolin (mT,
>99,5%, Sigma-Aldrich, M¥) va indole-3-acetic acid (IAA, >99,5%, Sigma-Aldrich,
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M¥). Cac chat khac bao gdbm agar (Viét X6, Viét Nam) va sucrose (Bién Hoa, Viét
Nam).

2.2.3. Méi trwong nudi cdy

Moi truong Murashige va Skoog (MS) [150], dwoc bd sung 30 g/L sucrose va 8
g/L agar, duoc sir dung 1am moéi trudng nudi ciy co ban trong nghién ciu nay. Cac
PGR duogc bd sung vao méi trudng MS tly theo yéu cau cua tirng thi nghiém cu thé,
nhu di duoc mo ta trong phan Phuong phap nghién ciru. Mbi truong nudi ciy duoc
diéu chinh pH vé mirc 5,8 trude khi tién hanh hap tiét tring trong 30 phat & nhiét do
121°C (15 psi).

2.3. Phuong phap nghién ciru
2.3.1. Phwong phdp boé tri thi nghiégm

2.3.1.1. Ngi dung 1: Nghién cizu chon nguén mau cdy toi wu cho qud trinh phdt sinh

hinh thai in vitro ¢ cdy chanh ddy, déng tién va diép ha chau

Thi nghiém 1.1: Nghién cizu dnh hwéng cua vi tri mau cay va ham lwong CKs
va AUX trong mdu cdy ban dau 18n kha nang tdi sinh chéi cua mau 16ng than in vitro

cay chanh day
Phwong phdp tién hanh:

Céc doan 16ng than (10 mm) cua chdi in vitro cay chanh day 2 thang tudi ¢ vi
tri 16ng than tir 1 dén 4 (tinh tir ngon chdi) (Hinh 2.1) duoc nudi ciy trén moi trudng
MS c6 bo sung 8 g/L agar; 30 g/L sucrose; 1,5 mg/L BA va 1,0 mg/L NAA dé so
sanh kha ning tai sinh chdi tai c&c vi tri 16ng than khac nhau. Ham lugng hormone
noi sinh (CKs va IAA) c6 trong mau cay ban dau va ty I¢ phat sinh hinh théai (%) sau

60 ngay nudi cdy duoc ghi nhan trong nghién ctu nay.
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Hinh 2.1. So d6 thiét 1ap mau cay 16ng than in vitro cay chanh day.

Thi nghiém 1.2: Nghién citu dnh hwrong ciia do tuéi dé hoa va ham lheong CKs
va AUX trong mdu cdy ban dau I1én khd nang phéat sinh phdi soma cia cdy hoa dong
tien nudi cdy in vitro

Phwrong phdp tién hanh:

Céc dé hoa ex vitro cua cdy hoa dong tién ¢ ba giai doan phat trién khac nhau
(nu hoa, m& dai hoa va tia hoa c6 mau tuong wng véi 10, 12 va 14 tuan tudi) duoc
khir tring theo quy trinh caa Masoud va cong su [151] (Hinh 2.2). Dau tién, cac nu
hoa duoc rira duéi voi nuéc chay trong 15 phut. Sau d6, cac mau nu hoa duoc ngam
trong dung dich xa phong 0,01% trong 15 phut, ria lai bang nudc may ba lan va tiép
tuc rira dudi voi nude chay it nhat 30 pht. Sau khi xt 1y so b, cac mau duoc chuyén
vao ta cay, khu triing bang con 70° trong 30 gidy va sau d6 rira sach ba lan bang nuéc
cat vo trung. Tiép theo, cdc mau duoc khir tring bang dung dich 0,1% HgCl. trong
10 phdt va rira lai bang nuéc cat vo tring ba lan.

Cac mAu da chuan bi duoc nudi ciy trén moi trudng MS bd sung 0,02 mg/L
TDZ, 0,8 mg/L adenin, 10% nuéc dira, 30 g/L sucrose va 8 g/L agar [152] dé danh
gid kha nang phat sinh ph6i soma. Nghién ctru ciing ghi nhan ham lugng hormone
noi sinh (CKs va IAA) trong cac mau ban dau (sau khi da duoc khir triing bé mat) va

ty 1& phat sinh hinh thai (%) sau 90 ngay nudi cay.
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Hinh 2.2. So d6 thiét 1ap mau cay dé hoa ex vitro cdy hoa dong tién.

Thi nghiém 1.3: Nghién citu dnh hweéng cua vi tri mau cay va ham lheong CKs
va AUX trong mdu cdy ban dau 1én khd ndng tdi sinh mé seo cua mau 16ng than in
vitro cay diép ha chau

Phwong phdp tién hanh:

Cac doan 16ng than (10 mm) caa choi in vitro cay diép ha chau 2 thang tudi ¢
vi tri 16ng than tir 1 dén 3 (tinh tir ngon chdi) (Hinh 2.3) duoc nudi cay trén moi
trudng MS c6 bd sung 8 g/L agar, 30 g/L sucrose va 0,22 mg/L BA dé so sanh kha
nang phat sinh mo seo tai cac vi tri 16ng than khac nhau. Ham Iwgng hormone noi
sinh (CKs va IAA) c6 trong mau cay ban dau va ty 1¢ phét sinh hinh théi (%) sau 40

ngay nudi cay duoc ghi nhan trong nghién ctu nay.
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Hinh 2.3. So d6 thiét 1ap mau cay 16ng than in vitro cay diép ha chau.
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Thi nghiém 1.4: Nghién cizu dnh hwong cua ki thudt nudi cdy 16p méng té bao

|én kha néng phat sinh hinh thdi cia cdy chanh day, hoa dong tién va diép ha chau
Phuong phdp tién hanh:

Doan 16ng than cua cdy chanh day 2 thang tudi (doan 16ng than tha 3 tinh tir
trén xuéng) dai 10 mm va duong kinh khoang 1 mm duoc cit thanh 2 phan bang nhau
theo chiéu doc (ITCL) c6 kich thuéc 0,5 x 10 mm va nudi cay trén méi truong MS
c6 bd sung 8 g/L agar, 30 g/L sucrose, 1,5 mg/L BA va 1,0 mg/L 1-Naphthaleneacetic
acid (NAA). Béi chang 12 mau 16ng than (1 x 10 mm) (Hinh 2.4). S6 chdi va chiéu

cao chdi (cm) dugc ghi nhan sau 15, 30, 60 va 90 ngay nudi cay.

V‘\\ "
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)/ 18t H B \\ e
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Hinh 2.4. Quy trinh thuc hién thi nghiém phat sinh hinh thai cay chanh day nuéi ciy

in vitro thong qua ky thuat nudi cay lép mong té bao.

Mau dé hoa cua ciy hoa dong tién (chiéu dai khoang 10 mm va duong kinh xap
Xi 20 mm) duoc cét doc thanh bon phan bang nhau dé tao mau lép mong té bao (ITCL)
Véi kich thuéc khoang 0,5 x 10 mm. Cac mau ITCL dugc nudi cay trén moi trudng
MS b6 sung 0,02 mg/L TDZ, 0,8 mg/L adenine, 10% (v/v) nuéc dira, 30 g/L sucrose
va 8 g/L agar. Pi chirng 1a mau dé hoa (Hinh 2.5). Cac chi tiéu nhu s6 phdi soma,

ty 1& phat sinh phéi soma (%) duoc ghi nhan sau 30, 60, 90 va 120 ngay nudi cay.
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Hinh 2.5. Quy trinh thuc hién thi nghiém phat sinh hinh thai in vitro cia mau dé hoa

cay hoa dong tién thong qua ky thuat nudi cdy 16p mong té bao.

Poan 16ng than cua cay diép ha chau 2 thang tudi (doan 16ng than thir 2 cho qua
trinh phat sinh mé seo va doan 16ng than thi 3 cho qua trinh phat sinh ré bét dinh) c6
chiéu dai 10 mm va duong kinh khoang 1 mm duoc cat thanh 2 phan bang nhau theo
chiéu doc (ITCL) ¢6 kich thuéc 0,5 x 10 mm va nudi cay trén mdi truong MS c6 bo
sung 0,22 mg/L BA (d6i véi phat sinh md seo) hoic 0,5 mg/L IBA (ddi véi phét sinh
ré bat dinh), 30 g/L sucrose va 8 g/L agar. Bbi ching 1a mau I6ng than (1 x 10 mm)
(Hinh 2.6). Thoi gian cam tng md seo (ngay), khéi luong tuoi caa mé seo (g), Thoi
gian cam ung ré bat dinh (ngay) va khdi lugng tuoi cua ré bat dinh (g) duoc ghi nhan

sau 10, 20, 40 va 60 ngay nudi cay.
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Hinh 2.6. Quy trinh thyc hién thi nghiém phét sinh hinh thai in vitro caa mau léng
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2.3.1.2. Ngi dung 2: Nghién cizu méi tuong quan giita ham hrong hormone ngi sinh
trong qua trinh phat sinh hinh thai ciia cdy chanh day, cdy hoa déng tién va cay diép

ha chau

Thi nghi¢m 2.1: Nghién ciu su bién dong ciia ham hrong hormone ngi sinh trong qué

trinh phat sinh hinh thai in vitro cia cdy chanh day, hoa dong tién va diép ha chau
Phuong phdp tién hanh:

1 g mau choi cua cay chanh day, phdi soma cia cay dong tién. md seo va ré bat
dinh cua cay diép ha chau ¢ ngudn géc tir thi nghiém 4 néi dung 1 dugc st dung lam
vat liéu thuc vat dé phan tich ham lugng hormone ngi sinh.

Cac mau twoi duoc nghién trong dung dich Bieleski gom
CHCl3:MeOH:HCOOH:H-0 (25:60:5:10, v/viviv) vai ty 1€ 0,1 g nguyén li¢u thuc
vat trén 1 mL dung dich. Sau d6, hdn hop duoc chiét & -30°C dudi diéu kién tdi trong
4 gid (mau dugc chia thanh 2 phan; mot phan duoc giit nguyén va phan con lai dugc
bd sung chat chuin & cac néng d6 da biét). Mdi mau sau d6 duoc ly tdm & 10000 g
trong 10 phdt ¢ 4°C va dich néi phia trén dugc chuyén vao mot 6ng sach. Phan két
taa duoc chiét lai trong 4 mL metanol 80% trong 1 gio & 4°C trén may lic xoay va
duogc ly tdm lai. Phan noi phia trén duoc gop lai va dugc nap vao ong chiét Sep-Pak
C18, d3a duoc can bang voi 1 mL metanol 100%, sau d6 13 1 mL metanol 80%. Ong
chiét duoc trang bang 500 pL 80% metanol. Dich chiét tinh khiét duoc 1am khé trong
thiét bi bay hoi chan khong ¢ 50°C dé loai bé dung méi va hoan nguyén bang 1 - 2
mL nudc c¢6 pH = 2 (diéu chinh bang formic acid). Dung dich dugc loc qua mang
0,45 um trude khi bom vao hé théng UHPLC. Cac hormone dugc phan tach bang hé
théng Thermo-Ultimate 3000 HPLC (Thermi Scientific, USA) c6 kich thudc hat 25
mm x 4,6 mm, 0,5 mm (cot BDS Hypersil C18) va dugc két ndi véi may do UV theo
ddi & cac budc song khac nhau. Mot hé théng dung mdi nhi phan da duoc sir dung;
nd bao gdom (A) axetonitril (B) nudc Milli-Q duoc acid hoa bing formic acid 0,5%.
Qua trinh phan tach duoc thyc hién bang cach sir dung cac thang d6 phan doan 0 - 10
phat A tir 100% dén 75%, tiép theo 1a 11 - 17 phit A tir 75% dén 50% va cudi cung
1a 18 - 25 phit A tir 50% dén 75% vai toc 6 dong chay 13 0,7 mL/phat. Pinh lugng

cac hormone duwa vao quy trinh dudng chuan caa cac chat chuan & cung diéu kién
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(Hinh 2.7). Phan tich hormone néi sinh duoc tién hanh tai Vién Cong nghé Sinh hoc

va Moi truong, Truong Pai hoc Tay Nguyén.
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Thi nghiém 2.2: Nghién cizu méi fuong quan giita ham hrong hormone ngi sinh trong

qué trinh hinh thai cia cdy chanh day, cdy hoa dong tién va cay diép ha chau
Phuong phdp tién hanh:

Ham lwong cac chat hormone trong mau chdi cay chanh day, phoi soma cay hoa
ddng tién, md seo va ré bat dinh cua cay diép ha chau nudi ciy in vitro dugc phan
tich ¢ thi nghiém truéc d6 duoc phan tich méi twong quan va thé hién bang biéu d6

heatmap (mdi twong quan Pearson) bang phan mém OriginPro 2024b.

2.3.1.3. Ngi dung 3. Nghién citu dnh hwong cua ki thudt nudi cdy 1ép mong té bao
\én su tich liiy khi ethylene, hoat dé ciia hé thang chong oxy hda trong qua trinh phat
sinh chéi cay chanh day, phdi soma cay hoa dong tién va ré bdt dinh cay diép ha

chau; su tong hop hop chat thiz cdp ¢ ré bdr dinh cay diép ha chau

Thi nghiém 3.1: Nghién cizu dnh hurong cua ky thugdt nudi cdy 1ép mong té bao 18n sy
tich liy khi ethylene trong qua trinh phat sinh chéi cay chanh day, phoi soma cay hoa

dong tién va ré bdt dinh cay diép ha chau
Phwong phdp tién hanh:

Pé xac dinh nong d6 ET tich liy trong hé thong nudi ciy, phwong phap sac ky
khi voi dau do ion hda ngon lira (GC/FID) da duoc st dung trong nghién ciu nay.
Khi trong hé théng nudi cay duoc thu vao ong tiém khong rd ri 1 mL va duoc tiém
thii cong vao hé théng GC-CP 3380. Mot cot t hép khong gi dai 3 m, duong kinh 1,5
mm dugc nhoi Porapak P (Iugi 80-100) da duoc su dung. Nhiét d6 duoc dit & muc
60°C cho cot va 90°C cho ca 6ng tiém va dau do ion héa. Nito v6i luu luong 55
mL/phut dong vai tro 14 khi mang dé van chuyén mau qua cot sic ky [153]. Puong
cong hiéu chuan duoc sir dung dé dinh lwong ET (Hinh 2.8). Phan tich ET duoc tién

hanh tai Vién cay an qua mién Nam.
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Hinh 2.8. Biéu d6 sic ky khi chuan cua ET

Thi nghiém 3.2: Nghién cizu anh hwong cua ki thudt nudi cay I6p mong té bao Ién hé
thong chong oxy hoa trong qua trinh phat sinh chai cay chanh day, phdi soma cay

hoa déng tién va ré bdt dinh cay diép ha chau
Phwrong phdp tién hanh:

0,3 g ctia cAc mAau cay tuoi (Mau chdi cua cay chanh day, phdi soma cua cay
dong tién, mo seo va ré bt dinh cua cay diép ha chau & cac mdc thoi gian nudi cay
khac nhau c6 ngudn gc tir thi nghiém 4 noi dung 1) dugc nghién thanh bot véi nito
long va dong nhat trong 2 mL dém phosphate 0,1 M (pH 7,4) ¢6 chira 0,1 mM EDTA.
Dich dong nhat dugc ly tam & téc do 15.000 vong/phut trong 20 phit ¢ 4°C. Phan
dich néi duoc thu thap va bao quan trong da dé xac dinh hoat dong cua cac enzyme
chéng oxy hda bao gom superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate
peroxidase (APX), DPPH va tong ham lugng phenolic. Cac phan tich dugc thuc hién
tai Bai hoc Y Duoc TP. HCM.

Hoat dong SOD duoc do bang cach ngin chin qua trinh oxy hoéa pyrogallol
trong moi truong kiém véi do hap thu ¢ 320 nm. Mot don vi (U) hoat dong SOD duoc
dinh nghia 1 luong can thiét dé wc ché qua trinh ty oxy hda pyrogallol xudng 50%

[154].

Pon vi enzyme (U/g prot) = (% ting ché/50) x hé sé pha loang
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Hoat dong CAT dwoc danh gia bang cach cho mau phan wng voi 100 pL
hydrogen peroxide (H202) 65 mM trong 2 phit. Phan H,O2 con lai phan ang véi
amoni molybdate dé tao thanh phtc hop mau vang & 405 nm. Mét don vi (U) hoat

dong catalase bang thiy phan 1 pmol H202 mdi pht [155].

Hoat dong APX duoc xac dinh bang phwong phap cua Nakano va Asada [156].
Enzyme khtr ascorbate, do ¢ 290 nm khi ¢6 0,5 mM H20,. M6t don vi (U) hoat dong

APX oxy hoa 1 pm ascorbate mdi phut trong diéu kién thir nghigm.

Hoat dong don géc DPPH duoc do dwa trén sy tuong tac giira chat chéng oxy
hoa va DPPH trong mau cay. Chét chéng oxy hoa khir DPPH (mau tim) thanh dang
khir (mau vang nhat), dan dén giam hap thu [157]. Ty Ié phan tram loai bo goc DPPH
(RSA) duoc tinh bang cong thic sau:

RSA (%) = (Ak — Am)/Ak x 100

Trong d6: RSA 1a hoat dong loai bo gdc, duoc biéu thi bang phan trim (%); Ak

la mat 6 quang cia mau tring; Am 1a mat d6 quang ciia mau cay thir nghiém.

Tong ham luong phenolic dugc xac dinh théng qua phan tich mau st dung thudce
thir Folin-Ciocalteu, thudc thtr ndy chuyén mau tir vang sang xanh luc dam khi co
chat chéng oxy hoa [158]. Tong ham luong phenolic ciia mau ciy duoc tinh toan dua
trén duong cong chuan va do hap thu cia né, duoc biéu thi bang miligam axit gallic

tuong duong (mg GAE) trén 100 gam trong lugng kho.

Thi nghiém 3.3: Nghién cizu dnh hirong cua ki thugdt nudi cay 16p mong té bao 1én sy

tong hop cac hop chat thiz cap cua ré bdt dinh cay diép ha chau

Chiét xuat ethanol 80% cua 1 g ré bat dinh c6 ngudn gbc tir cac doan than dot
va cac doan than d6t ITCL sau 60 ngay nudi cay duoc phan tich bang hé thng
Thermo-Ultimate 3000 HPLC (Thermi Scientific, USA) theo phuong phap cua
Harikrishnan va cong sy [159]. Cac dung dich gdc (20 mg/mL) dugc siéu &m trong
15 phat va loc qua mang PTFE Millex 0,45 um. Céc chét chuyén hoa thir cip chuan
(1 mg/mL) dugc pha lodng (1000 - 125 pg/mL) va phan tich bang cot XBridgeTM
C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um). Pha d6ng bao gdm acetonitril (dung méi A) va nudc

véi 0,1% orthophosphoric acid (dung mdi B) vai téc do ria giai isocratic 1a 1,0



42

Calibration Curve for Hypophyllanthin

mL/phdt. Cac dudng chuan va sic ky dd duoc sir dung dé dinh luong cac hop chat

—— ¥ =0.2480x + 0.4343, R? = 0.9867

nay (Hinh 2.9 va 2.10).
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2.3.2. Mgt s6 phwong phdp va kj thugt si¢ dung trong nghién cizu

2.3.2.1. Quan séat hinh thai gidi phdu
Hinh thé&i cuia mau thuc vat dugc chuan bj theo phuong phap cua Peterson va
cong su [160]. Qué trinh chuan bi mau bat dau bang viéc cat cac mau thanh 1at mong

c6 d6 day tir 30 dén 40 um, sau d6 ngam trong dung dich Javel 10% trong 15 phdt,
tiép theo la rira sach bang nudc cat. Cac mau tiép tuc duoc xtr ly bang dung dich
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acetic acid 10% trong 10 phut, sau d6 rira lai ba 1an bang nuéc cat dé loai bo hoan
toan dung dich. Sau khi rira sach, cac mau dugc nhuéom véi dung dich dé carmine
trong 5 phut, sau do6 rua lai bang nuéc cat cho dén khi khéng con du lwong thude
nhudm. Cudi ciing, cc mau dugc dit 1&n lam kinh, thém mét giot nuée hoic glycerin,
rdi pha lamen Ién trén. Cac mau sau d6 duoc quan sat dudi kinh hién vi dién ti
(Olympus CH30, Olympus, Nhat Ban).

2.3.2.2. Phwong phdp xi Iy thong ké

Tat ca céc thi nghiém dugc bd tri hoan toan ngau nhién véi 3 lan Iap lai, 30
mau/nghiém thire (d6i véi noi dung 1). Tat ca cac s liéu sau khi thu nhan tng véi
ting chi tiéu theo ddi dwgc nhap vao phan mém Microsoft Excel 2016, sb liéu dugc
xur ly va phan hang bang phan mém SPSS 20.0 véi phép thir Duncan 1 yéu té & mic
y nghia p < 0,05 [161]. Céc biéu do (+ SD) duoc vé& bang phan mém Microsoft Excel
2016 va heatmap duoc xt ly bang OriginPro 2024b (méi twong quan Pearson).

2.3.3. Piéu kign nudi cay

Céc thi nghiém duoc thyc hién trong phong nudi cay véi nhiét do duy tri & muc
25+ 2°C, d6 am tir 55 - 60% va thoi gian chiéu sang 1a 16 gio mdi ngay (st dung dén
huynh quang véi cudng d6 chiéu sang 40 - 45 pmol.m2.s) cho tat ca cac giai doan
nudi cay.

2.3.4. Dia diém va thei gian theec hién lugn an

Cac thi nghiém dugc tién hanh tai Phong Sinh hoc phan tir va Chon tao gidng
cay trong, Vién Khoa hoc sy séng (trude ddy 1a Vién Nghién ctu Khoa hoc Tay
Nguyén, 116 X& Viét Nghé Tinh, Phuong Lang Biang - Pa Lat, Tinh Lam Dong).
Thoi gian thuc hién luan an tr 2021 — 2025.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Ngi dung 1: Nghién citu chen ngudn mau cay téi wu cho qua trinh phat sinh

hinh thai in vitro é cdy chanh ddy, dong tién va digp hg chau

3.1.1. Anh hwéng cia vi tri mdu cdy va ham Iwong CKs va AUX trong mdu cdy ban

ddu 18n khd ndéng tdi sinh chéi ciia mdu 16ng than in vitro cay chanh day

Két qua nghién ctru cho thay anh huong rd rét cua vi tri 16ng than dén kha ning
tai sinh chdi & cay chanh day trong diéu kién nudi cay in vitro (Hinh 3.1 va 3.2). O
l6ng than thi 1, ty ¢ tai sinh chdi 1a 40,00%, nhung chdi ¢6 kich thudc nho (dudi 0,1
cm) (Hinh 3.1). Long than thir 2 ¢6 ty 18 tai sinh choi ting 1én dén 63% voéi 1,67
chdi/mau c6 kich thuéc nhé hon 0,5 cm va 0,67 chéi/mau co kich thudc 16n hon 0,5
cm (Hinh 3.1). Long than tha 3 thé hién sy vuot troi vai ty 1€ tai sinh choi dat 93,33%,
cao nhét trong cac vi tri 16ng than duoc khao sat. S6 chdi < 0,5 cm 1 3,67, trong khi
chéi > 0,5 cm 1a 1,33 (Hinh 3.1). Pay 1a vi tri mau ciy thich hop cho qué trinh phét
sinh chdi va phét trién kich thudc choi dat t6i wu. Nguoc lai, 16ng than tha 4 khong
c6 kha ning tai sinh chdi, vai ty Ié tai sinh 12 0,00% (Hinh 3.1).
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Hinh 3.1. Kha ning cam ung chdi & 4 vi tri 16ng than in vitro khac nhau cua cay

chanh day sau 60 ngay nudi cay. *Chéi ¢é kich thiréc < 0,1 cm
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Long than thir 1 Long than thir 3 Long than tha 4

5 mm

Hinh 3.2. Su phét sinh chdi ciia mau cdy chanh day & céc vi tri 16ng than in vitro khéc
nhau sau 60 ngay nudi cay. A. MAau cay tai cac vi tri 16ng than tir 1 dén 4 sau 60 ngay
nudi cay (Bar = 5 mm). B. Cam @ng chdi tir cac vi tri 16ng than in vitro khac nhau

sau 60 ngay nudi cay (tir trai sang phai) (Bar = 2 mm).

Két qua vé phan tich UHPLC-UV chi ra cac nong do AUX (1AA) va CKs (Meta,
ZEA, 2iP, KIN) & cac vi tri khac nhau cia 1éng than cay chanh day (vi tri 1, 2, 3 va
4) ¢6 su khéc biét (Hinh 3.3). Nong do TAA tang dan tir vi tri 16ng than thix 1 (8,958
ug/g FW) dén vi tri 16ng than tha 4 (23,848 pg/g FW). Trong khi d6, nong do CKs
khong cé su khac biét gitra vi tri 1ong thén thir 1 (6,548 pg/g FW), long théan thir 2
(6,243 pg/g FW) va long than thtr 3 (5,219 pg/g FW). Tuy nhién ¢ vi tri 16ng than
thir 4 (vi tri mau cay gan gbc nhat, xa dinh chdi nhat), ham luong CKs giam rd rét
(3,891 pg/g FW) (Hinh 3.3). Sy giam nong do CKs c6 thé anh hudng dén kha nang
phét trién choi va sy phan chia té bao & cac vi tri xa gbc. Ti 16 IAA/CKs phan anh su
can bang giita auxin (IAA) va CKs, hai hormone déng vai trd quan trong trong su
phat trién cua thuc vat. Ti 16 IAA/CKs ting manh tir vi tri 16ng than thar 1 (1,368) dén
vi tri 16ng than thir 4 (6,129) (tir vi tri mau gan choi nhat dén vi tri mau gan goc nhat).
Piéu nay co thé cho thay sy gia ting anh huong cia AUX so véi CKs khi cac mau
cay duoc lay tir cac vi tri gan cuc ré cua cay.

Dua vao két qua trén, c6 thé thay rang nong do cia cac hormone thyc vat thay

d6i rd rét khi mau cay duoc Iy tir cac vi tri khac nhau trén 16ng than in vitro caa cay
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chanh day. Sy gia ting IAA va ti 16 IAA/CKSs tir vi tri 16ng than thtr 1 dén vi tri 16ng

than thi 4 cho thay anh huang manh mé cia AUX trong viéc thuc day su phét trién

chdi & cac vi tri mau cdy gan dinh chdi. Nguoc lai, sy giam dan cua cac CKs (ZEA,

2iP, KIN) c6 thé anh huong dén su phan chia té bao va sy phat trién cua chdi. Biéu

nay chi ra rang mau cdy tir cac vi tri xa goc (gan chdi) c6 thé ¢ kha nang tai sinh
chdi tot hon, nho vao sy két hop téi uu gitra AUX va CKs, dic biét 1a ty 1é IAA/CKs
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Hinh 3.3. Ham Iugng cytokinin, IAA (A) va ty 1€ IAA/CKs (B) & 4 vi tri 16ng than

in vitro khac nhau cua cady chanh day.

Vi tri mau cdy dong vai trd quan trong trong kha ning tai sinh chdi khi nudi ciy

in vitro. Sy khéc biét vé @6 truong thanh cua té bao va ham lwgng hormone ndi sinh
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& céc vi tri khac nhau c6 thé anh huéng dén kha niang dap tng cua mau cy véi moi
truong cam ung. Piéu nay chi ra rang, viéc lya chon ding vi tri mau ciy la yéu té
quyét dinh trong viéc cai thién hiéu qua tai sinh chdi khi nudi cy in vitro. Nghién
ctu trén cay chanh day vang cho thay miu 16ng than in vitro tir vi tri d6t thi 3 cho
hiéu qua tai sinh chdi cao nhat, nhu da dugc Tran Hiéu [149] ghi nhan. Két qua cua
nghién ctru nay ciing c6 két qua tuong ty cac nghién ctiu tredc, mau cy 16ng than
thir 3 cia mau chanh day in vitro cho kha nang tai sinh choi toi vu nhat. Ngoai ra, sy
khac biét vé vi tri mau cdy khéng chi tac dong dén su phat trién cia mau ciy ma con
anh huong dén kha nang phat sinh choi, diéu nay cd thé lién quan dén sy phan bd
hormone ndi sinh va do truong thanh té bao tai c4c vi tri khac nhau. Vi vay, cac l16ng

than & vi tri nay duoc sir dung cho cac thi nghiém tiép theo.

3.1.2. Anh hwéng ciia dg tudi dé hoa va ham lweng CKs va AUX trong mdu cay

ban dau 1én khd néng phét sinh phoi soma ciia cdy hoa déng tién nudi cdy in vitro

Nghién ctru hién tai cho thay anh huong rd rét caa do tudi dé hoa Ién kha ning
phét sinh phdi soma cua cay hoa dong tién trong diéu kién nudi cay in vitro. Két qua
duogc trinh bay qua ba giai doan phaét trién chinh cua dé hoa 1a nu hoa, mo dai hoa va
tia hoa c6 mau. Cac giai doan ndy phan anh su thay d6i vé hinh thai ciing nhu kha
nang tai sinh cta phoi soma (Hinh 3.4 va 3.5).

O giai doan ny hoa, mau c6 kich thudc 16n nhit va mau sic xanh twoi, phan anh
kha nang phat sinh phdi soma manh mé véi ty Ié tai sinh dat 100% va sé phdi soma
cao nhat (30,67) (Hinh 3.4 va 3.5). Pay 1a giai doan té bao con tré, hoat dong sinh ly
manh mé& va c6 tiém ning tai sinh toi uu. O giai doan mé dai hoa, ty & phat sinh phoi
soma giam xudng con 68% va s phoi soma con 21,33. Bidu nay c6 thé do té bao bat
dau chuyén hoa thanh té bao chuyén biét hon, 1am giam kha ning tai sinh. Cudi cling,
O giai doan tia hoa c6 mau, kha nang phét sinh phdi soma & giai doan nay giam manh
xudng con 12% va s phdi soma con 6,67 (Hinh 3.4). Biéu nay cho thay rang & giai
doan truang thanh, té bao da mat di kha nang hinh thanh phoi soma va kha ning tai

sinh gan nhu khong con.
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Hinh 3.4. Sy phét sinh hinh thai cia mau dé hoa dong tién ¢ cac giai doan khac nhau

sau 90 ngay nudi cay.

Giai doan nu hoa Giai doan m¢ dai hoa Giai doan tia hoa c6 mau

10 mm

Hinh 3.5. Sy phét sinh hinh thai cia mau dé hoa dong tién ¢ cac giai doan khac nhau

sau 90 ngay nudi cay.

Ham lugng cac hormone CKs trong cac giai doan phét trién hoa duoc ghi nhan
trong Hinh 3.6. Nong do hormone dat gia tri cao nhat trong mau ¢ giai doan nu hoa
va giam dan khi hoa phét trién qua cac giai doan tiép theo. Piéu nay cho thay ham
lugng hormone noi sinh ¢6 anh huong truc tiép dén su phat sinh phéi soma (Hinh
3.6).
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Hinh 3.6. Ham lugng cytokinin, IAA (A) va ty 1¢ IAA/CKs (B) & 3 do tudi khac nhau

ctia mau dé hoa ciy hoa dong tién.

CKs déng vai trd quan trong trong qué trinh phan chia va biét hoa té bao, tao
diéu kién thuan loi cho su phat sinh phdi soma. Mac do cao cua cac hormone nay
trong giai doan dau gitp thiic ddy su phan chia té bao, hd tro qué trinh phét sinh phdi
soma. Giai doan nu hoa thé hién mic do CKSs cao hon 2 loai mau cay con lai. Nhitng
hormone nay da duoc ghi nhan 14 cac yéu té quan trong trong viéc diéu hoa su phan
chia va biét hoa té bao. Mac du AUX (IAA) & muc trung binh (8,301 pg/g FW) trong
giai doan nu hoa, ti 16 AUX/CKSs (1,923) cho thiy sy can bang giira AUX va CKs
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(Hinh 3.6). Pay la diéu kién thuan loi, vi su can bang nay can thiét dé khoi dong cac
qua trinh tai tao va biét héa mé.

Két qua thuc nghiém cua Khai va cong su [162] trén dbi twong cay tir linh lan
cho thay rang tudi cua canh hoa c6 anh hudng dén kha ning tai sinh cua té bao, cu
thé 1a s luong té bao tai sinh va hudng cia qua trinh tai sinh. Theo d6, miu c6 do
tudi tré nhat (5 ngay tudi) cho ty 16 tai sinh cao nhit, dic biét 1a vai cac ciu tric gidng
hoa. Trong khi d0, ty 1¢ va sb luong phdi soma cao nhat dugc ghi nhan & mau cay
thudc nhdm 10 ngay tudi. Su hinh thanh ré bat dinh chi dugc quan sét thiy & cac mau
cay & do tudi 10 va 15 ngay. Xu hudng tai sinh chdi manh nhat dugc ghi nhan o canh
hoa thuoc nhdm 20 ngay tudi so véi cdc mau cay tré hon. Tuy nhién, kha ning tai
sinh cao hon & cac mau la gia cia cay Prunus canescens [163] va cay Cucurbita
moschata [164] ciing d3 duoc ghi nhan. Piéu nay trai nguoc vai cac két qua thu duoc
& nhiéu nghién ciru trude day va két qua cua nghién ciu hién tai, két qua cho thay
c4c mau cay tré hon cho kha ning tai sinh manh hon so véi cdc miu gia, chang han
nhu cay Cercis canadensis [165], Aerides maculosum [166], Rosa hybrida [167],
Morus alba [168], Cajanus cajan [169], Brassica spp. [170], l0a [171] va Platanus
occidentalis [172].

Két qua nghién ctiru nay khang dinh rang do tudi cua dé hoa ¢ anh huong lon
dén kha ning phét sinh phdi soma cua cay hoa dong tién. Giai doan nu hoa cho ty 18
tai sinh cao nhat, 1a thoi diém téi wu dé thu nhan vat liéu nudi cay. Trong khi o, giai
doan m& dai hoa va tia hoa c6 mau cho thay kha ning tai sinh giam dan. Piéu nay
nhan manh tim quan trong cua viéc lya chon ding giai doan phét trién caa mau cay

trong c4c nghién ciru va (ng dung nudi ciy mo thuc vat.

3.1.3. Anh hwéng caa vi tri mdu cdy va ham lwong CKs va AUX trong mau cdy ban

ddu 18én khd ndéng tdi sinh mé seo ciia mau 16ng than in vitro cay diép ha chau

Két qua cho thay, khi nudi cdy cac mau I6ng than cay diép ha chau & cac vi tri
khac nhau thi kha nang phat sinh hinh thai in vitro la khac nhau sau 40 ngay nudi cay
(Hinh 3.7 va 3.8). Sy hinh thanh m6 seo xay ra ¢ ca 3 vi tri l6ng ctia cac mau véi ty
1& hinh thanh md seo 12 100% & 16ng than thar 1 va 2. Diéu tha vi 1a ré bat dinh duoc
hinh thanh & 16ng than thir ba du dwgc nudi ciy trén méi trudng cb bd sung BA, diéu

nay 1a do nong d6 AUX ndi sinh cao hon ctia mau cay ciing nhu su biét hoa cua cac
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té bao tai khu vuc ndy. Tuy nhién, co ché cua su phét sinh hinh thai nay van chua 1
rang. Mac du ty 18 hinh thanh md seo cua ca 3 16ng déu cao (75,66 - 100%) nhung
l6ng than tha 2 cho hiéu qua phét sinh hinh thai tt nhat véi md seo 1on, bao phu toan
bo mau ciy sau 40 ngay nudi cdy; trong khi d6, & 2 vi tri 16ng than con lai, md seo
chi hinh thanh & 2 mit cét cua mau cdy voi md seo nho (Hinh 3.7). Mit khac, ngay
ca khi nuéi ciy trén méi trudng cd bo sung BA ngoai sinh, bén canh su hinh thanh
md seo, 16ng thir 3 van cho sy hinh thanh ré bat dinh (Hinh 3.7 va 3.8); diéu nay c6
thé 1a do cang gan hé théng goc ré, ham luong AUX trong miu cang cao; ciing nhu
ving té bao ¢ 16ng thir 3 c6 thé nhay cam hon véi su biét héa thanh té bao géc. Tur
do, trong qua trinh hinh thanh mo seo, ré bat dinh ciing dugc hinh thanh & vj tri l6ng
than nay (Hinh 3.7 va 3.8).
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Hinh 3.7. Ty I& phét sinh mé seo va ré bat dinh ctia c4c vi tri I6ng than khéac nhau cua

cay diép ha chau sau 40 ngay nudi cay.
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Long than thir 1 Long than thir 2 Long than thir 3

5 mm

Hinh 3.8. Su phat sinh hinh thai cia mau cay diép ha chau & cac vi tri 16ng than khac

nhau sau 40 ngay nudi ciy.

Do sy can bang caa hormone noi sinh, dic biét 1a AUX va CKs, c6 lién quan
chat ché dén qua trinh phat sinh hinh thai; nén trong nghién cau nay, ty 18 AUX/CKSs
da duoc kiém tra trong 3 mau cay 16ng than. Trong mau ciy ban dau, nong do cua
CKs va AUX trong 3 16ng than ciing khac nhau (Hinh 3.9). Ham lugng CKs giam
dan theo tirng vi tri 16ng than (cang gan ré ham luong CKs cang giam); nguoc lai,
ham lugng AUX tiang dan khi cdc mau & gan cac cuc cua ré. Két qua cho thay ty 18
AUX/CKs & 3 16ng than cua cay diép ha chau déu xap xi/lon hon 1 (ham lugng AUX
tuong dwong/cao hon CKs) (Hinh 3.9) nén ¢ ca 3 vj tri 16ng déu c6 kha niang hinh
thanh mé seo (Hinh 3.9). Ty Ié AUX/CKSs tai vi tri 16ng thir nhat la thap nhét (0,970)
va nguoc lai ty 1& nay cho két qua cao nhat tai vi tri 16ng thir 3 (4,203) (Hinh 3.9).

Két hop gitra két qua phat sinh hinh thai va phan tich ham lwong AUX, CKSs noi
sinh ban dau trong mau I6ng than c6 thé thay ty 18 AUX/CKSs cua l6ng than thi 2 thé
hién kha nang hinh thanh mé seo vugt troi hon so vai 2 vi tri 1ong than con lai; trong
khi d6, ty 16 AUX/CKSs qué cao & mau l6ng than thir 3 (Hinh 3.9) dan dén kha ning
hinh thanh r& bat dinh mic du mau ciy dwgc nudi ciy trén méi trudong co bd sung
CKs ngoai sinh (Hinh 3.8).
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Hinh 3.9. Ham lugng cytokinin, IAA (A) va ty 1€ IAA/CKs (B) & 3 vi tri 16ng than
in vitro khac nhau cua cay diép ha chau.

Viéc lya chon vi tri mau cdy dong vai trd quan trong trong nudi cdy mé thuc
vat. O mdi vi tri ham lwong hormone noi sinh khac nhau dan dén sy phét sinh hinh
thai khac nhau. Nghién ciu cia Nhut va cong su [173] cho thay viéc lva chon vi tri
cay thich hop da cai thién ty 18 tai sinh chdi in vitro cta cay hoa loa kén (Lilium
longiflorum); két qua cta nghién ctu nay cho thay cac mau & vi tri 1 (gan viing ngon
nhét) va vi tri 2 cho ty Ié hinh thanh chdi in vitro cao nhat sau 60 ngay nudi cay va
hiéu suat tai sinh choi giam khi vi tri mau cang gan vang ré. Su khéc biét vé hinh thai
nay c6 thé 13 do ham lwgng hormone néi sinh va tinh nhay cam cua tirng viing té bao

[173]. Theo Bramhanapalli va cong sy [174], bat ké ham luong PGRs trong mdi
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treong tai sinh, sy tai sinh chdi va ré cé thé bat ngudn tir co ché di truyén duoc kich
hoat boi viéc cit mau cay. Beyaz va cong su [175] béo céo rang kha ning tai sinh ré
& doan gan cuc ré 1a tét hon, trong khi tai sinh chdi hiéu qua hon & doan gan cuc
ngon.

Két qua nghién ciru trén 3 ddi twong cho thay vat liéu dau vao, bao gom vi tri
mau cy va do tudi mo, 1a yéu t6 then chbt quyét dinh dén hiéu qua tai sinh in vitro &
cac loai thuc vat khac nhau. Trén cdy chanh day, viéc lua chon dung vi tri 16ng than
da ching minh anh huong rd rét dén kha nang phat sinh chdi. L6ng than thir 3, cho
ty 1& tai sinh chdi cao nhat va chat luong chdi tét hon so véi cac vi tri khac, cho thay
day 1a viing md thich hop cho qué trinh phét sinh chdi. Tuong tu, nghién cau trén cay
diép ha chau ciing chi ra rang vi tri mau ciy c6 anh huong dang ké dén kha nang hinh
thanh mo sco va ré bat dinh. Long than tha 2 13 vi tri tdi vu cho su phat trién cia md
seo I6n, trong khi 16ng thir 3 lai 6 xu hudng hinh thanh ré bat dinh. O cay hoa dong
tién, yéu té tudi sinh ly cia mo thé hién vai trd quyét dinh trong kha ning phat sinh
phoi soma. Giai doan nu hoa, khi c4c té bao con non, chua c6 hoat tinh sinh ly cao
cho kha ning phét sinh phoi soma tt hon so véi cic giai doan phét trién muon hon.
Nhin chung, cac két qua cho thay rang viéc lya chon dang vat liéu cy, bao gom vi
tri md cay va giai doan sinh ly phat trién thich hop c6 anh huang truc tiép dén hiéu

qua cua cac qua trinh tai sinh khac nhau ¢ thuc vat.

3.1.4. Anh hwong ciia ky thudt nudi cay lép méng té bao 1én khd néing phdt sinh

hinh thai ciia cdy chanh ddy, hoa dong tién va diép hg chau

Déi vai cay chanh day, két qua cho thay rang cac mau l6ng than va ITCL léng
than cua cay chanh day déu cho thiy kha niang hinh thanh chdi bt dinh (Hinh 3.10
va 3.11). Két qua thi nghiém cho thay ca mau I6ng than va ITCL 16ng than caa cay
chanh day déu c6 kha ning tai sinh choi bat dinh. Mau 16ng than cho thay su ting
truong sb luong chdi dan dan qua thoi gian, tir 1,67 chdi ¢ ngay thir 15 18n 6,67 chdi
vao ngay thir 90. Tuy nhién, chiéu cao chdi cia mau nay chi ting tir 0,15 cm Ién 2,83
cm, véi su cham lai trong mire tang truong sau 60 ngay. Hé sé tai sinh cua mau 16ng
than ciing ting déu, dat 6,67 vao ngay tha 90, cho thay kha ning tai sinh 6n dinh

nhung khong vuot troi.
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Trong khi 6, mau ITCL 16ng than bét dau véi sé luong chdi cao hon (2,33 chdi
vao ngay thir 15) mau 16ng than va tang nhanh chéng 1én 12,33 chdi vao ngay tht 90.
Chiéu cao chdi cua mau nay ciing phat trién manh mé hon, tir 0,34 cm & ngay tha 15
l&n 3,45 cm vao ngay tha 90. Hé s6 tai sinh cia mau ITCL 16ng than tiang rt nhanh,
dat 24,67 vao ngay thir 90, vuot xa mau 1ong than. Pidu nay chiing t6 mau ITCL 16ng
than c6 kha ning tai sinh chdi va phat trién chiéu cao vuot troi so voi mau 16ng than,

dic biét trong giai doan tir 30 dén 90 ngay.
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Hinh 3.10. So sanh hiéu qua tai sinh chdi bat dinh tr mau l6ng than va ITCL léng

than cua cay chanh day.
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Hinh 3.11. Su hinh thanh chdi bat dinh tir mau 16ng than va ITCL 16ng than cua cay

chanh day. A-A3. Chdi bat dinh ¢4 ngudn géc tir mau long than (Bar = 2 cm). B-B3.
Chdi bat dinh ¢ ngudn goc tir mau ITCL I16ng than (Bar = 2 cm). C-C3. Cam tng
chdi bat dinh & B-B3 quan sat duéi kinh hién vi soi noi (Bar = 0,3 cm). D-D3. Choi
bat dinh & B-B3 dudi kinh hién vi quang hoc x10 (Bar = 40 pum).

Ddi vi miu cay hoa hoa dong tién, két qua cho thay sy phat sinh phoi soma &
mau ITCL dé hoa la tdi wu hon so véi mau dé hoa (Hinh 3.12 va 3.13). Béi véi mau
dé hoa, sb lwong phdi soma ting déu theo thoi gian. Vao ngay nudi cay tha 30, c6
19,67 phdi soma/mau va dén ngay thir 120, sé phdi soma da ting 1én 58,67 phdi
soma/mau, cho thay sy hinh thanh phéi dang ké khi mau truéng thanh. O ngay thi
30, phoi soma chii yéu hinh thanh dang hinh cau (100%) va khong quan sét thay cac
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dang khac. Tuy nhién, dén ngay thir 60, mot s phdi soma cé cau tric hinh tim
(36,36%) va thuy 16i (31,31%) bat dau xuat hién, nhung dang hinh cau van chiém wu
thé & mirc 32,32%. Dén ngay thir 90 va ngay thar 120, su hinh thanh phéi hinh cau
giam dang ké, véi céc cau trac hinh tim va dang 14 mam tro nén ndi bat hon, dic biét
la céc cau tric dang 2 14 mam & ngay thir 120 (48,51%).

Tuong ty nhu vay, ITCL dé hoa ciing cho thay s6 lugng phdi soma ngay cang
ting, V4i sy gia ting manh tir 19,33 phdi soma/mau ¢ ngay tha 30 1én 83,67 phoi
soma/mau & ngay thtr 120. Mau ITCL cho thiy su hinh thanh phdi soma cao hon so
V6i dé hoa thong thuong. Piéu nay cho thiy cac mau ITCL ting cudng su hinh thanh
phdi soma hiéu qua hon vat lidu dé hoa truyén théng, dac biét 1a sau 90 ngay. O ngay
thir 30, phdi ban dau hinh thanh hinh cau (100%), rat gidng véi mau dé hoa. Vao ngay
tha 60, phéi hinh tim (61,76%) chiém wu thé, trong khi phéi thuy 16i (25,74%) bat
dau xuat hién. Vao ngay tha 90, phdi chii yéu ¢6 hinh dang cau tric phdi 2 14 mam
(57,04%), véi mot sé phéi hinh tim (41,84%) hién dién. Vao ngay thir 120, phoi 2 14
mam van la hinh dang chu yéu (70,78%), trong khi phdi hinh tim tiép tuc giam. Tém
lai, ca mau dé hoa va TCL dé hoa déu cho thay sy thay d6i tir hinh cau sang hinh dang
phdi soma phuc tap hon theo thoi gian. Tuy nhién, mau ITCL dé hoa tao diéu kién
cho qué trinh chuyén d6i nhanh hon sang phéi soma hinh tim va hinh 2 14 mam, dac

biét 1a & ngay nudi cay thir 60 ngay.
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Hinh 3.12. So sanh hiéu qua phét sinh phdi soma tir mau dé hoa va ITCL dé hoa cua

cdy hoa ddng tién.
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Hinh 3.13. Sy hinh thanh phai soma tir mau dé hoa va ITCL dé hoa cta cay hoa dong
tién. A-A3. Phoi soma c6 nguon gdc tir mau dé hoa (Bar = 2 cm). B-B3. Phoi soma
c6 ngudn gdc tir mau ITCL dé hoa (Bar = 2 cm). C. Phoi soma & giai doan hinh cau.
D. Phdi soma ¢ giai doan hinh tim. E. Ph6i soma ¢ giai doan hinh thay 16i. F. Phoi
soma ¢ giai doan 14 mam. G. Phdi soma ¢ dang da phéi. H. Hinh giai phau cta phoi
soma hinh cau. I. Hinh giai phau caa phdi soma hinh tim. K. Hinh giai phau cua phoi

soma hinh thay 16i. L. Hinh giai phau caa phdi soma dang 2 1a mam.
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O cay diép ha chau, két qua cho thy rang cac mau Iong than va ITCL I6ng than
cua cay diép ha chau déu cho thiy kha ning hinh thanh mé seo khi duoc nudi cay
trén méi trudng ¢6 bd sung BA (Hinh 3.14A, B va 3.15); sy hinh thanh md seo va ré
bat dinh d6i voi mau duoc nudi cdy trén moi trudng c6 bd sung IBA (Hinh 3.14C, D
va 3.16).

O mau 16ng than thir 2 caa cay diép ha chau, sy hinh thanh mé seo di duoc quan
sat thay o ca hai loai mau cdy (mau I6ng than va ITCL 16ng than) (Hinh 3.14A, B).
Tuy nhién, d6i v6i mau cay 16ng, md seo chi hinh thanh ¢ 2 dau cét caa mau cdy vao
ngay nudi cay tht 10 va 20 (Hinh 3.15A, Al) va cho dén ngay nudi cay thir 40, mo
se0 méi bao phu hoan toan miu cay (Hinh 3.15A2). Trong khi d6, mau ITCL l6ng
than cho thay su hinh thanh mé seo vuot troi, mé seo hinh thanh va bao pha toan bo
mau cay tir ngay nudi cay tha 10 (Hinh 3.15B-B3); mé se¢o phét trién tdt, 16n, xanh
va x6p (Hinh 3.15B3, D).

Tuong tu nhu vay, su hinh thanh ré bat dinh théng qua mé seo ciing t6i wu hon
khi sir dung mau ITCL 16ng than (mau I6ng than thir 3) (Hinh 3.14 va 3.16). Tir ngay
nudi cy thir 10, md sco va ré bat dinh hinh thanh va bao phua toan bé mau (Hinh
3.16B-B3); trong khi d6, mau cdy I6ng than can téi 20 ngay nudi cay (Hinh 3.16A-
A3). Ngoai ra, sau 60 ngay nudi cay, ré bat dinh duoc hinh thanh tir mau ITCL l6ng
than cé nhiéu ré to hon va r& dai hon (Hinh 3.16L, K). Nguoc lai, ré bat dinh c6 ngudn
goc tir mau 16ng than c6 mau vang & dau ré va co it 1ong hat hon (Hinh 3.16G, H).

Trong nhirng nim gan day, di c¢6 nhiéu nghién ctu vé tng dung cua ky thuat
TCL trong linh vuc phat sinh hinh thai thuc vat in vitro. Ky thuat TCL mang lai mot
s6 loi thé so véi cac ky thuat nudi cdy truyén théng do dién tich bé mat Ién hon cua
Mau cay voi moi truong nudi cay, cho phép céc chat dinh dudng tiép can cac té bao
thuc vat tiém nang hiéu qua hon. Piéu nay thic ddy qua trinh hinh thanh co quan
(phét trién cac co quan mdi) va qua trinh hinh thanh phoi (phét trién phoi méi) dé
dang hon [4]. Nho nhiing loi ich nay, TCL dugc sir dung rong rai dé nhan giéng nhiéu
loai thuc vat in vitro va bao ton cac loai c6 nguy co tuyét chung [50]. Cac nghién ciu
trén cho thay viéc ung dung k¥ thuat TCL trong viéc phat sinh hinh thai & cac loai

thuc vat khac nhau 13 vuot tréi hon so voi phuong phap nudi cdy mé truyén thong.
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Hinh 3.14. Su phat sinh m6 seo va ré bat dinh cia mau Io6ng than va ITCL l6ng than

cay diép ha chau. A. Thoi gian cam (ng md seo. B. Khéi lugng twoi mo seo. C. Thoi

gian cam tng ré bat dinh. D. Khéi lugng ré bat dinh.
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- - RS
Hinh 3.15. Sy hinh thanh mé seo tir mau 16ng than va ITCL 16ng than cua cay diép
ha chau. A-A3. M seo c6 nguon goc tir mau long than (Bar = 2 cm). B-B3. M6 seo
c6 ngudn goc tir mau ITCL I16ng than (Bar = 2 cm). C. M0 se0 & Al quan sat dudi
kinh hién vi soi néi (Bar = 0,3 cm). D. M6 seo ¢ B1 quan sat dudi kinh hién vi soi
noi (Bar = 0,3 cm). E. Md seo & B3 dudi kinh hién vi quang hoc x10 (Mili tén: Mau
cay - E) va F. x40 (Bar = 40 um).
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Hinh 3.16. Su hinh thanh ré bat dinh mau 16ng than va ITCL 16ng than cua cay diép
ha chau. A-A3. R& bat dinh c6 ngudn gdc tir mau I6ng than (Bar = 2 cm). B-B3. R&
bat dinh c6 nguon gbc tir mau ITCL 16ng than (Bar = 2 cm). C, G va H. Ré bat dinh
& A, A3 quan sat dudi kinh hién vi soi néi (Bar = 0,3 cm). D, I. R& bat dinh ¢ B quan
sat duai kinh hién vi soi noi va K. B3 (Bar = 0,3 cm). E. Giai phau cua ré bat dinh 20
ngay tudi quan sat dudi kinh hién vi quang hoc x10 va F. x40 (Bar = 40 pm). Mii
tén: MAu cay - E va Ré bat dinh — Ar.

Mau TCL khéng chi ting cudng kha ning hap thu chat dinh dudng ma con tao
ra cac tin hiéu noi sinh gilp mau cdy phat trién hinh théi tét hon thong qua cac vét
thuong. Vét thuong kich hoat cac phan tng phong vé, chang han nhu san xuat céc
loai oxy phan tng (ROS) [176], anh hudng dén cac qua trinh tai sinh [43] va cac phan
g chita lanh bao gom su phan biét hda, tai kich hoat chu ky té bao va tai tao mach

dan [44]. Mt khéc, ki thuat TCL ciing 12 mot phuong phép chién lugc trong nghién
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ctru sinh hoc thuc vat. Cac nha nghién ctu cd thé sao chép va phan tich cac co ché
phan ng cua thuc vat thdng qua cac mau cay TCL. Vi dy, phuong phap nay cho phép
kiém tra cac phan ung xay ra do vét thuong, ching han nhu tao ra mé seo. Mo seo
hoat dong nhu mot 16p bao vé va hd trg cac qua trinh tai sinh tiép theo. Cac nha khoa
hoc c6 thé sir dung mau TCL dé nghién ctru cac con dudng truyén tin hiéu phic tap
duoc kich hoat khi cay bi thuong. Diéu nay gilp hiéu dugc nhimg thay d6i vé mat
sinh Iy va sinh héa trong qué trinh phat sinh hinh théi caa cay, dan dén su hiéu biét
sau sic vé cac chién luoc thich nghi cua thuc vat.

Trong nghién ctu ndy, viéc st dung mau TCL dé kich thich sy phét sinh hinh
thai & thuc vat da chang minh két qua vuot troi khi so sanh véi mau cay thong thuong.
Piéu nay la do vét thwong doc theo mau cay gilp cac mau cay dé hap thy chat dinh
dudng va PGRs tir méi trudng nudi ciy hon, do d6 cac chat nay co6 thé hoat dong
nhanh hon va hiéu qua hon (Hinh 3.17). Ngoai ra, véi dic diém mong caa mau TCL,
ching c6 thé nhay cam hon vai cac yéu té trén méi trudng nudi cay vi ching it bi anh

huong bai cac yéu té ndi sinh ban dau so véi mau cay truyén thong.
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Hinh 3.17. M6 phong su hap thu chat dinh dudng va chét diéu hoa sinh truéng thuc
vat cua mau long than va ITCL 16ng than cay diép ha chau. Epi - Lop biéu bi, Col -

M6 giita; En - Lop noi bi; PGRs - Chét diéu hoa sinh truong thyuc vat.
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3.2. Ndi dung 2: Nghién cieu méi twong quan ciia ham lweng hormone ndi sinh
trong qué trinh phat sinh hinh théi in vitro cia cy chanh day, hoa dong tién va

diép ha chau

3.2.1. Sw bién dpng va méi twong quan ciia hormone ndi sinh trong qua trinh tai

sinh chéi bt dinh cia cay chanh day

Déi véi cay chanh day, sy bién dong cua cac hormone ndi sinh trong qué trinh
hinh thanh chdi bat dinh cho thay nhiing thay doi trong 90 ngay nudi ciy ddi voi mau
l6ng than va ITCL 16ng than (Hinh 3.18).

Két qua cho thay ham lugng CKs giam manh sau 15 ngay nudi ciy va sau dé
tang manh vao ngay tht 30 (Hinh 3.18). Tuy nhién, nong d6 CKs lai c6 xu huéng
giam manh vao ngay thir 60 va tiép tuc giam ¢ ngay thir 90 ¢ ca hai loai mau cay
(Hinh 3.18). Tuong tw, ham luong cic hormone khac nhu GAs, ABA va IAA déu c6
xu huéng giam & giai doan dau ciia qua trinh phét sinh chdi, cu thé 1a vao ngay tha
15 caa qué trinh nudi cdy (Hinh 3.18).

O mau 16ng than, ham lugng GAs giam dan trong subt qua trinh nudi cay con
lai (ngay thir 60 va 90) (Hinh 3.18). Nguoc lai, & mau ciy ITCL 16ng than, ham lwong
GAs lai tang nhe vao ngay thi 90 (Hinh 3.18). Vé ABA, & mau 1éng than, ham luong
nay tiép tuc ting vao ngay thir 60 va giam manh vao ngay tht 90, trong khi mau ITCL
l6ng than lai c6 sy giam lién tuc cia ABA trong giai doan nudi cay thir 60 va thir 90
(Hinh 3.18). Péi voi ham luong IAA, & mau 16ng than, ham lugng nay tiép tuc giam
lién tuc tir ngay tha 60 dén ngay tht 90, trong khi & mau ITCL 16ng than, IAA c6 xu
hudng tang vao ngay thir 60 va giam manh vao ngay thar 90 (Hinh 3.18).

Ham luong SA ¢6 xu huéng giam nhe trong suét qua trinh nudi ciy (6 mau long
than co sy tang nhe vao ngay thir 90) (Hinh 3.18). Trong khi d6, ham lugong MEL lai
c6 sy ting manh vao ngay tha 15 roi giam manh vao ngay thir 30, sau d6 lai ting tro
lai vao giai doan sau cua qua trinh nudi cdy dbi voi mau ITCL 16ng than (Hinh 3.18).
Nguoc lai, & mau 16ng than, ham lugng MEL lai 6n dinh vao ngay tht 10, giam vao
ngay thtr 30 va ting trd lai & cac giai doan tiép theo.

T6m lai, trong nghién ctiru nay cho thay CKs (ZEA, mT) ting sém, IAA 6n dinh,
ABA giam, GAz tang ¢ giai doan kéo dai va MEL tang ¢ giai doan cam &ng gidp can

bang hormone t6i wu cho hinh thanh chéi bat dinh ¢ chanh day.
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Hinh 3.18. Sy bién dong cua ham lugng hormone ndi sinh trong quéa trinh hinh thanh

chdi in vitro cia mau 16ng than va ITCL 16ng than cay chanh day.

Ty 18 IAA/CKS trong quéa trinh nudi cay c6 su bién dong dang cha v ¢ ca hai
mau cay. Pbi vai mau cay 16ng than, ty 1é nay giam & ngay nudi cay thir 15, sau d6
ting vao ngay tht 30 va 60, rdi giam manh vao ngay tht 90. Trong khi d6, ddi Voi
mau ITCL I6ng than, ty 1& nay lai ting vao ngay nudi cay thir 15, giam manh vao ngay
thar 30, rdi lai ting tré lai vao ngay tha 60 va giam vao ngay thir 90 (Hinh 3.19). Sy

bién dong nay phan anh maot su diéu chinh trong qua trinh phat sinh chdi bat dinh, khi
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IAA va CKs dong vai trd quan trong trong viéc kich thich phan chia va phat trién té
bao. Nguoc lai, ty 16 IAA/GAs trong mau ITCL 16ng than ting vao ngay nudi cay thir
15, giam & ngay tht 30 va c6 su bién dong ting & ngay nudi cay thir 60 va giam lai &
ngay nudi cdy thir 90 (Hinh 3.19). Biéu nay c6 thé chi ra rang su thay doi ty 18 giira
IAA va GA; c6 anh huong dén sy phét trién cua chdi, vi GAs dong vai tro trong viéc
kich thich su phat trién va tao hinh chéi.

Ty 1é CKs/GA; giita hai loai mau ciy c6 sy khac biét rd rét. Boi véi mau 1ong
than, ty & nay giam vao ngay thtr 15 va on dinh & ngay th 30, rdi giam lién tuc & cac
ngay nudi cdy sau d6 (Hinh 3.19). Tuy nhién, d6i voi mau ITCL I6ng than, ty Ié nay
tang nhe vao ngay thr 15, giam vao ngay thir 60 va tang lai vao ngay thir 90, cho thay
mét su diéu chinh trong viéc phéi hop gitta CKs va GAs trong viéc phat sinh chdi bat
dinh. Ty 16 IAA/ABA 6n dinh & ngay thir 15 trong mau 16ng than, ting manh ¢ ngay
tha 30 va giam lién tuc & ngay thir 60 va 90. Nguoc lai,  mau ITCL I6ng than, ty lé
nay ting manh & ngay tha 15, giam vao ngay thi 30, rdi ting lién tuc trong cac ngay
tiép theo (Hinh 3.19), cho thay sy khac biét vé tac dong cua IAA va ABA trong viéc
diéu hoa qua trinh phat sinh chdi.

Ty Ié CKs/ABA & mau 16ng than c6 su bién dong twong tu nhu ty 1¢ IAA/ABA,
trong khi ty 1¢ nay & mau ITCL 16ng than lai ting vao ngay thu 15 va 30, on dinh &
ngay tha 60, rdi ting manh vao ngay tha 90. Diéu ndy phan &nh sy tuong tic giita
CKs va ABA, dic biét 1a trong viéc thiic day su phét trién choi trong cac giai doan
nhat dinh. Cudi cing, ty 16 GAs/ABA ¢ mau long than ting lién tuc trong sudt qua
trinh nudi ciy, dac biét 1a ting manh & ngay thir 15 va 30, giam nhe vao ngay thir 60
va ting manh vao ngay thir 90 (Hinh 3.19). Ty I& nay cho thay mét sy kich thich lién
tuc trong su phéat sinh va phat trién cua choi, dic biét 1a trong giai doan nubi cay kéo
dai.

Qua trinh phat sinh chdi bat dinh & cay chanh day trong nudi cdy md phan anh
mot su twong tac phuc tap gitra c&c hormone thyc vat. Cac ty Ié¢ hormone nhu
IAA/CKSs, IAA/GA3, CKs/GAs, IAA/ABA, CKs/ABA va GA3/ABA déu cho thiy su
bién dong manh trong sudt qua trinh nudi cay. Su thay ddi ty I¢ giita cac hormone
nay cd thé giai thich duoc cac giai doan phat sinh va phat trién chdi bat dinh, khi cac
hormone nhu IAA va CKs chu yéu thiic day sy phan chia té bao va phat trién mé,

trong khi GAs va ABA diéu hoa su phat trién va tao hinh céc chéi. M&i hormone c6
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vai tro riéng biét va tac dong dén qué trinh phét sinh chdi theo nhitng cach khac nhau,
tir viéc kich thich sy phan chia té bao dén viéc diéu chinh sy biét hda cia md, tao ra

mot qua trinh phét sinh chdi linh hoat va hiéu qua trong nudi ciy mé.
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Hinh 3.19. Ty 18 cua cac hormone noi sinh trong mau chdi bat dinh c6 ngudn gc tir
mau l6ng than va ITCL 16ng than cdy chanh day.

Mbi tuong quan giira cAc hormone ndi sinh trong qua trinh phét sinh chdi bat
dinh cua mau 16ng than va ITCL I6ng than cay chanh day cho thay nhiéu méi quan
hé phuc tap gitra cac hormone (Hinh 3.20). G miu 16ng than, cac hormone hau nhu
c6 méi tuong quan thuan vai nhau (ngoai trir GAs va MEL), cho thay sy phdi hop hai

hoa gitta c&c hormone néi sinh trong qua trinh hinh thanh chdi bat dinh. Tuy nhién, &



68

mau ITCL 16ng than, MEL lai c6 méi trong quan nghich véi hau hét cac hormone
con lai, dic biét rd rét véi CKs va ABA (Hinh 3.20), phan anh xu hudng diéu hoa ddi
lap. Su thay d6i nay cho thiy co ché diéu hoa hormone néi sinh trong sy hinh thanh
chdi bat dinh khac nhau tiy theo nguon mau. MEL trong mau ITCL c¢6 thé déng vai
tro @rc ché hodc diéu hda nghich so véi vai trd phdi hop caa né trong mau 16ng than,
tir 46 phan anh nhitng khéc biét sinh ly tiém an gitra hai ngudn mau tai sinh in vitro.

A B

CKs
CKs

IAA

1AA

GA3
'
GA3

-0.00

ABA
ABA

--0.25

SA
SA

- —-0.50
I—O.75
-1.00

Hinh 3.20. Mbi tuong quan cua cac hormone ndi sinh trong chéi bat dinh c6 nguén

MEL
MEL
'

CKs IAA GA3  ABA SA MEL CKs IAA  GA3  ABA SA MEL

gc tir mau 16ng than (A) va ITCL 16ng than (B) cua cay chanh day. Hé s6 trong quan
duoc tinh toan duya trén tuong quan Pearson. Mau d6 biéu thi méi twong quan thuan,

trong khi mau xanh biéu thi mdi twong quan nghich.

O mau I6ng than, su két hop giita CKs va GAs dong vai tro then chdt trong viéc
thiic day su phat sinh va phat trién chdi. CKs gilp kich thich phan chia té bao, trong
khi GAsz hd tro kéo dai té bao va thuc day chiéu cao cua chdi. Méi twong quan thuan
manh mé giita CKs va GAs (Hinh S1) cho thay su cong huang gitta hai hormone nay
la yéu té chinh trong viéc phét sinh chdi. Tuy nhién, méi tuong quan gitta IAA va
GAs trong mau nay kha yéu (Hinh S1), cho thay rang TIAA khong déng vai trd chu
chét trong su phat sinh chdi ¢ 16ng than. Mot diém dang chi ¥ 13 IAA va ABA c¢6
mbi twong quan thuan manh mé trong mau long than (Hinh S1), cho thay sy tuong
tac hd tro gitra hai hormone nay trong viéc diéu hoa qua trinh phéat sinh chdi.

O mau ITCL 16ng than, tac dong cua CKs va GAs van giit vai trd chu dao trong
viéc thiic day sy phét sinh va phat trién chéi (Hinh S1). Méi twong quan manh mé
gitta CKs va GA;z trong mau nay chi ra rang su két hop gitta hai hormone nay tiép tuc

la yéu t6 quyét dinh trong viéc thiic day su phat sinh chdi va chiéu cao chéi (Hinh
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S1). Tuy nhién, mdi twong quan giira IAA va GAs trong mau ITCL Iéng than van yéu
(Hinh S1), cho thay sy cong huong gitra hai hormone nay khong da manh dé dong
vai tro chinh trong su phat sinh chdi. IAA va ABA trong mau ITCL 16ng than c6 méi
trong quan thuan tuong tu nhu trong mau 16ng than (Hinh S1). Biéu nay cho thiy
rang IAA va ABA c6 thé twong tac hd tro trong viéc diéu hoa qua trinh phét sinh chdi,
mic du ABA thudng dugc biét dén 12 yéu té e ché. Su tuong tac gitta IAA va ABA
cd thé giup diéu chinh sy phét sinh chdi, dic biét trong diéu Kién méi truong thay doi.
O mau 16ng than, CKs va GAs la hai hormone quan trong nhat trong viéc thic
day sy phét sinh va phat trién chdi. Mac du IAA va GAs ¢d sy tuong tac nhe, nhung
IAA va ABA c6 su hd tro 1an nhau trong viéc diéu hoa qué trinh phat sinh choi.
Tuong ty nhu mau 16ng than, CKs va GA3 van la yéu t6 chi yéu thiic day su phat
sinh chdi va phat trién chiéu cao chdi & mau ITCL I6ng than. IAA va ABA c6 sy
tuong tac tich thuan, nhung vai trd cua chung la diéu hoa va khéng manh mé nhu
CKs va GA; trong viéc thuc day su phat sinh chdi.
Két qua cho thiy CKs c6 bién dong manh, giam ¢ giai doan dau nhung ting rd
& giai doan cam ung choi, trong khi IAA, GAs va ABA déu suy giam & giai doan dau
réi 6n dinh. Xu hudéng nay tuong déng véi nhiéu nghién ciru trude do, khi CKs duoc
xac dinh 1a yéu t6 quyét dinh qua trinh phét sinh chéi de novo [10, 11]. Hu va cong
sur [12] ciing chi ra rang su tac dong cua AUX noi sinh anh hudng manh dén kha ning
phét sinh chdi & cay citrus. Nhu vay, két qua tir nghién cau nay da khang dinh tinh
phd quéat cia nguyén Iy “AUX giam - CKs tang” trong qua trinh tai sinh chdi bat dinh.
Nong d6 hormone noi sinh va ty 1¢ caa chiing c6 anh huéng dén qua trinh phat
sinh hinh thai ¢ cac loai mau cdy khéc nhau [66]. Vai trd cua tin hiéu CKs va AUX
la trung tam ctia toan bo qua trinh phat sinh choi bat dinh, trong d6 giai doan dau chiu
su chi phdi caa AUX va giai doan sau chiu sy chi phéi cia CKs. Xét dén quan sat
ban dau cia Skoog va Miller [25] ring ti 16 CKs/AUX cao thi thuan loi cho su phat
trién chdi, nhu cau chung vé qua trinh tai sinh c6 thé dugc giai thich boi sy khac biét
trong yéu cau hinh théi giira cac giai doan sém va muon caa quéa trinh phét sinh choi.
Trong nghién ctu nay, sy khac biét vé méi tuong quan hormone ndi sinh gitta
mau 16ng than va mau ITCL Iéng than trong qua trinh tai sinh chdi caa cay chanh day
cha yéu bat nguon tir dac diém sinh Iy va muic do ton thuong mo. Mau 16ng than cé

cau tric md hoc 6n dinh va mic d6 biét hoa cao, do d6 phan @&ng hormone dién ra



70

trong diéu kién noi bao twong dbi 6n dinh, din dén su phéi hop thuan chiéu giira cac
hormone ting truéng nhu IAA, CKs, ABA véi MEL. Trong khi ¢6, mau ITCL I6ng
than véi kich thude nho, ty 16 tiép xic méi trudng cao va chiu tén thuong co hoc do
vét cit kich hoat cac co ché phan @ng stress, bao gdm sur tich lity MEL va cac hormone
lien quan dén e ché hozc diéu hoa can bang noi sinh. Diéu nay giai thich vi sao MEL
trong mau ITCL c6 xu hudng twong quan nghich v&i cac hormone noi sinh, trai nguoc
véi vai tro hé tro tai sinh trong mau 16ng than. Su khéc biét nay phan anh mang luéi
diéu hoa hormone phurc tap, phu thudc vao trang thai mé cam ¢ng va anh huéng trc
tiép dén hiéu qua tai sinh chdi.

3.2.2. Sw bién dpng va méi twong quan ciia hormone ngi sinh trong qua trinh hinh

thanh phéi soma ciia cdy hoa déng tién

Két qua phan tich su bién dong caa cac hormone trong qua trinh hinh thanh phoi
soma caa mau dé hoa cdy hoa dong tién cho thay sy thay doi rd rét ciia cac hormone
trong hai miu dé hoa va ITCL d hoa qua timg giai doan nudi cdy (Hinh 3.21).

Két qua phan tich cho thay, hau hét cac hormone noi sinh c6 xu huéng giam ¢
giai doan nudi ciy ban dau (ngay thir 30) va ting 1én ¢ ngay nudi cay thi 60 (Hinh
3.21). Cu thé, d6i v6i nhom hormone CKs, ham lugng nay tuong dbi 6n dinh ¢ ngay
nudi cay tha 30 va 60, giam nhe lién tuc trong giai doan dau, sau d6 ting vao ngay
thir 90 rdi tiép tuc giam & ngay thir 120 d6i vai mau dé hoa (Hinh 3.21). B6i voi mau
ITCL dé hoa, ham lugng CKs ting manh vao ngay thtr 60, nhung lai giam dan vao
ngay thir 90 va 120 (Hinh 3.21). CKs (ZEA, KIN, 2iP va Meta) dugc phan tich thé
hién méi quan hé tuong hd, tac 1 su gia ting ndng do cua mot loai thudng tring véi
su giam nong do cua loai con lai (Hinh 3.21). B4i véi hai hormone GAz va SA, ham
lugng hormone ting manh ¢ ngay thix 60 va 90, rdi giam dan & ngay thir 120 ¢ ca hai
loai mau cay (Hinh 3.21). Trong khi d6, hormone ABA thé hién sy bién dong khéc
biét, & mau ITCL dé hoa, ham luong ABA ting vao ngay thi 60 va giam dan ¢ cac
ngay tiép theo (90 va 120), trong khi & mau dé hoa, ham lwong ABA tiép tuc ting &
ngay thtr 90 va giam manh ¢ ngay tha 120 (Hinh 3.21).

Ham luong JA & ca hai mau cay déu c6 xu hudng ting vao ngay thir 60 va 90
réi giam vao ngay thir 120 (Hinh 3.21). Bdi véi IAA, mau dé hoa thé hién sy ting &
ngay tha 60, sau d6 giam dan vao ngay tha 90 va 120, trong khi mau ITCL dé hoa lai
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c¢6 xu huéng giam lién tuc sudt qua trinh nudi cdy (Hinh 3.21). Béi véi MEL, mau dé

hoa cho thay ham lugng MEL ting ¢ ngay thir 60, nhung sau dé giam lién tuc & cac
ngay thir 90 va 120. Trong khi d6, mau ITCL dé hoa c6 sy gia ting cia MEL vao

ngay tht 90 va giam nhe ¢ ngay thir 120 (Hinh 3.21).

Nghién ctu cho thay su bién dong rd rét cua cac hormone ndi sinh trong qua

trinh hinh thanh phdi soma ciia cay hoa ddng tién. Cac hormone nhu CKs, GAs, SA,

ABA, JA, IAA va MEL c6 xu hudng thay doi theo ting giai doan nudi cay. Mdi mau

cdy (dé hoa va ITCL dé hoa) thé hién nhitng xu hudng bién dong khac nhau, dic biét

1a trong giai doan 60 dén 90 ngay, khi hau hét cac hormone c6 sy bién dong dang ké.
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Hinh 3.21. Sy bién dong ciia ham lugng hormone noi sinh trong qua trinh hinh thanh

phdi soma caa mau dé hoa va ITCL dé hoa cdy hoa dong tién.
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Ty 16 IAA/CKS c6 su thay dbi rd rét trong sudt qué trinh nudi cdy. Cu thé, ty 18
nay tang vao ngay nudi cay thir 30, sau d6 giam dan cho dén hét thoi gian nudi ciy,
& ca hai loai miu cay dé hoa va ITCL (Hinh 3.22). Ty 1é IAA/GA3 giam lién tuc subt
qua trinh nudi cdy, mac du c6 mét su gia ting nhe vao ngay thir 60 ddi véi mau dé
hoa, nhung lai giam manh & cac ngay nudi cay tiép theo. Ty 16 CKs/GAs cho thay sy
gia ting vao ngdy nudi cay thi 30, sau d6 giam vao ngay thir 60 va tiép tuc ting &
cac ngay thir 90 va 120 ddi vai mau dé hoa. Tuy nhién, d6i véi mau ITCL dé hoa, ty
1& nay lai giam vao ngay nudi cay the 30, sau d6 ting manh vao ngay thir 60 rdi giam
manh va duy tri 6n dinh vao ngay thtr 90 va 120 (Hinh 3.22).

Ty 16 IAA/ABA c¢6 xu huéng giam d6i v6i mau dé hoa va ting manh & mau
ITCL vao ngay nudi cay thir 30 (Hinh 3.22). Sau do, ty Ié nay ting nhe dbi véi mau
dé hoa va giam manh ddi véi mau ITCL. Trong sudt qua trinh nudi cay con lai (ngay
thir 90 va 120), ty Ié nay giam lién tuc & ca hai loai mau cdy. Béi véi ty 16 CKS/ABA,
ty 16 nay ting vao ngay nudi cy thir 30 va giam vao ngay tha 60 ¢ ca hai loai miu
cay. Tuy nhién, trong giai doan tiép theo, ty 18 nay c6 su giam xudng va sau do lai
ting & mau dé hoa, trong khi ty I& nay 6n dinh ddi véi mau ITCL (Hinh 3.22). Ty Ié
GAs/ABA cho thay su khéc biét r6 rét giira hai loai mau ciy. Doi véi mau dé hoa, ty
18 nay twong d6i on dinh & ngay nudi cay thir 30 va 60, sau d6 giam vao ngay thir 90
va ting nhe vao ngay tha 120. Nguoc lai, d6i voi mau ITCL dé hoa, ty 16 GAs/ABA
tang manh vao ngay nudi cay tha 30, sau d6 giam manh vao ngay thir 90 va ting trd
lai, 6n dinh & céc ngay thir 90 va 120 (Hinh 3.22).

Két qua tir nghién ctu cho thay su thay doi ty I¢ giita cac hormone thuc vat nhu
IAA, CKs, GAs, ABA trong subt qué trinh phat sinh phdi soma cua cay hoa déng
tién. Ty Ié cac hormone nay c6 xu hudng bién dong theo cac giai doan nudi cay, phan
anh su tuong tac phuc tap giita cac yéu tb sinh ly va sinh hda cia mau cay trong viéc

kich thich sy phan chia té bao dén sy hinh thanh mé phdi soma.
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Hinh 3.22. Ty 1& cua cac hormone néi sinh trong mau phdi soma c6 ngudn goc tir

mau dé hoa va ITCL dé hoa ciy hoa dong tién.

Trong qué trinh phat sinh phdi soma cua cay hoa dong tién, méi twong quan

giita cac hormone noi sinh trong mau dé hoa va ITCL dé hoa cho thy su twong tac

manh mé giira c4c hormone va anh hudng cua chung dén sy phat trién va phat sinh
ph6i soma (Hinh 3.23).

O maiu dé hoa, sy twong quan giita cac hormone twong ddi yéu (d6 nhat va xanh

nhat), thé hién su twong tic yéu ctia cac hormone trong qué trinh hinh thanh phéi

soma & loai mau cay nay (Hinh 3.24). Nguoc lai, & mau ITCL dé hoa, cAc méi twong

quan giira cac hormone déu chuyén sang huéng thuan chiéu rd rét, véi cac 6 mau do
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ddng déu trai rong toan bd ma tran (Hinh 3.23). MEL va IAA thay vi c6 xu hudng
dbi 1ap véi ABA va CKs nhu trong mau dé hoa, lai thé hién mdi twong quan thuan
Véi tat ca cac hormone con lai & mau ITCL dé hoa. Biéu nay cho thiy trong diéu kién
cam wng phoéi soma tir ITCL 16ng than, cic hormone c6 xu hudng hoat dong dong bod
va phdi hop chit ch& hon. Su khéc biét vé mé hinh twong quan nay phan anh su thay
ddi trong mang ludi didu hoa hormone tly thugc vao nguén md cam Gng, tir d6 anh
huong dén hiéu qua va co ché phat sinh phdi soma ¢ tirng loai mau cay.

A B

ABA  GA3  CkS

SA
SA

-0.00

--0.25

MEL

- -0.50
I—0.75
-1.00

Hinh 3.23. Méi trong quan cua cac hormone ni sinh trong phdi soma c6 nguén géoc

IAA MEL
IAA

JA
JA

CKs GA3 ABA SA MEL I1AA A CkS GA3 ABA  SA  MEL IAA A

tir mau dé hoa (A) va ITCL dé hoa cua cay hoa dong tién (B). Hé sb twong quan duoc
tinh toan dura trén twong quan Pearson. Mau do biéu thi mdi twong quan thuan, trong

khi mau xanh biéu thi méi twong quan nghich.

Qua trinh phat sinh phdi soma cua ciy dong tién dugc didu hda manh mé boi
cac hormone ndi sinh nhu GAs, 1AA, ABA, ZEA va KIN. Moi quan hé gitta cac
hormone ndy va cac chi tiéu sinh trudng nhu sé phdi soma, hinh thai phéi soma va ty
16 phat sinh phoi soma da dugc nghién ciru trong hai loai mau ciy (mau dé hoa nguyén
ven va mau ITCL dé hoa) (Hinh S2). Dua trén dit liéu sinh truong va két qua tir
heatmap, c6 thé nhan thiy rd sy anh huong cua cac hormone néi sinh dén qua trinh
phét sinh phdi soma trong ting loai mau cay.

Két qua tir heatmap cho thiy cac hormone nhu GAs, IAA va ZEA c6 su tuong
quan manh mé véi nhau, dic biét 1a trong viéc kich thich sy phan chia té bao va phét
sinh ph6i soma (Hinh S2). Cu thé, GAs thuc day su phan chia va kéo dai cua té bao,

tir d6 ting s6 luong phoi soma, dic biét ¢ cac giai doan 90 va 120 ngay. Dit liéu sinh
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truong cho thay mau dé hoa nguyén ven cé sé lugng phdi soma ting dan theo thoi
gian, vé4i s6 phoi dat cao nhat vao ngay thir 120. Tuy nhién, s6 lwong phdi soma & cac
giai doan dau (30 va 60 ngay) ciia mau nay con thip va cd su phat trién cham. Vé
hinh thai phdi soma, mau dé hoa chu yéu phat sinh cac phoi soma véi hinh thai hinh
cau va hinh tim, véi ty 18 phdi c6 hinh dang nay chiém wu thé. Piéu nay cho thay su
phét sinh phoi soma dién ra kha 6n dinh nhung thiéu sy da dang vé hinh thai, dic biét
la sy phéat sinh phdi hai 14 mam va da phoi, diéu nay cé thé do su thiéu hut sy diéu
hoa cia cac hormone nhu ABA, vén ¢6 vai trd trong viéc on dinh sy phat sinh phdi
soma.

Mau ITCL dé hoa, mac du sb lugng phdi ¢ giai doan 30 va 60 ngay thap hon so
Vi mau dé hoa, nhung sé phdi ¢ giai doan 90 va 120 ngay vuot troi hon (Hinh S2).
Heatmap cho thay su tuong quan giita GAsz va IAA van duy tri, nhung mirc d6 twrong
quan nay c6 thé yéu hon so véi mau dé hoa nguyén ven, phan anh su phat sinh phoi
soma 6n dinh va cham hon & cac giai doan dau. Tuy nhién, mau ITCL dé hoa lai c6
su phat sinh phoi vuot troi ¢ cac giai doan sau, véi s6 luong phdi soma dat mic cao
nhét vao ngay thir 120. M6t diém dang cha y 1a mau ITCL dé hoa c6 sy da dang hinh
thai phoi soma cao hon, dac biét 1a sy phat sinh cac phdi hai 14 mam va da phoi. Pay
la yéu t6 quan trong trong viéc tao ra cac phoi hoan thién va da dang, phti hop véi céc
g dung yéu cau phdi soma phat trién tét va co hinh thai da dang. Su da dang nay
c6 thé duogc ly giai qua sy hiép ddng caa GAs, IAA va ABA trong viéc diéu chinh su
phat sinh phoi soma, dac biét 1a kha ning diéu hoa sy phat trién caa phdi soma cua
mau ITCL (Hinh S2). Piéu nay cho thiy mau ITCL dé hoa khéng chi gitip ting sb
lwong ma con tao ra phdi soma véi chat luong va da dang hinh thai cao hon.

TOm lai, cac hormone noi sinh nhu GAs, IAA, ZEA ¢6 tac dong manh mé dén
s6 phoi soma, dac biét 1a trong mau dé hoa nguyén ven, véi su phét sinh phoi soma
6n dinh va nhanh chong. Tuy nhién, mau dé hoa thiéu su da dang hinh thai ph6i soma,
cha yéu phét sinh cac phéi hinh cau va hinh tim. Trong khi d6, mau ITCL dé hoa mac
di ¢6 s6 lugng phdi thap hon & cac giai doan dau, nhung lai thé hién sy phét sinh
phoi vuot troi va da dang hinh thai phoi soma ¢ cac giai doan sau. Su diéu hoa cua
ABA trong mau ITCL gidp duy tri sy phét sinh phdi 6n dinh va tao ra phéi vai hinh
thai hoan thién va da dang. Viéc hiéu rd su tac dong cua cac hormone néi sinh doi

VGi C&c chi tiéu sinh truong s& gilp téi vu hoa quy trinh phat sinh phoi soma trong
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cay dong tién, phuc vu cho cac eng dung nhan gidng cay trong va nghién cau giéng
cay trong tuong lai.

Qua trinh phéat sinh phdi soma c6 lién quan chit ch& dén nhiing thay dbi vé ham
lwong hormone nai sinh [115, 177]. Cac nghién ctru da chi ra rang hormone ndi sinh
thue vat thiic day sy sinh truong va phat trién cua thuc vat trong diéu kién phdi hop
va diéu hoa 13n nhau cua nhiéu loai hormone khac nhau [178]. Cac hormone thuc vat
duoc nghién ctu nhiéu nhat bao gdom AUX, CKs, ABA va GA. AUX tham gia vao
qua trinh thiét 1ap va duy tri tinh phan cuc cua té bao [179]. Trong qué trinh phét sinh
phdi soma, ndng do IAA noi sinh cao ciing c6 mbi twong quan thuan véi kha nang
phét sinh phdi soma cao [180], nhung khi qua trinh phat trién phoi soma duoc thiét
lap va tién trién dén mot mic do nao do, nong do IAA lai giam xuéng [181].

CKs ciing 14 chia khoa dé tao ra phdi soma. Tuy nhién, Jiménez va Bangerth
[180] khéng tim thay bat ky sy khac biét nao vé mic do6 CKs noi sinh giira mo seo ¢6
kha nang phat sinh phéi soma va mé seo khéng cé kha nang phat sinh phdi trong
nghién ctu vé phdi soma ca rot, chi ra rang CKs c6 thé déng vai tro thtr yéu trong
viéc x4c dinh kha ning phat sinh phoi ctia md seo cay ca rot. Piéu nay ciing cho thiy
rang nhu cau vé céac loai hormone néi sinh khac nhau rat khac nhau gitra céc loai thuc
vat khac nhau. Ciing c6 nghién citu chi ra rang nong do CKs cao la can thiét trong
giai doan phan chia té bao ban dau cua qua trinh phat sinh phdi soma, nhung khong
can thiét cho cac giai doan sau ctia qua trinh phat trién va truong thanh cua phdi soma
[182].

Trong qué trinh phét sinh phdi soma, su phdi hop cia AUX va ABA dong vai
tro trung tam; IAA giam dan trong khi ABA gia ting & giai doan giita - cudi, diéu hoa
su truang thanh va 6n dinh cia phoi soma. Két qua nay phi hop véi béo céo cia Yang
va Zhang [21] vé vai tro diéu hoa cia AUX - ABA trong qué trinh phét sinh phoi
soma. Céc nghién ctru trudce day ciing ghi nhan tiém ning phoi soma giam dan qua
c4c lan cay chuyeén [20] va két qua & hoa dong tién cang cb gia thuyét rang su mat
can bang hormone la nguyén nhan chinh,

Viéc duy tri kha nang phat sinh phi soma cua thuc vat 1a mot qué trinh sinh ly
va sinh hda phuc tap. Do d6, ham lwgng caa mot hormone don 1¢ khdng thé giai thich
hoan toan vai tro cua n6, ma su can bang gitra cac hormone mai 1a yéu té then chét

va thuong duoc sir dung dé danh gia qua trinh phét sinh phdi soma [183-185]. Két
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qua nghién ciu cua ching tdi cho thiy so véi cac hormone ndi sinh khéc, ty 16
MeJA/ABA, IAA/ABA va GA3/ABA cao cd loi cho viéc duy tri nang luc phéi hoa &
thong do Han Quéc, trong khi ty 16 MeJA/ABA va IAA/ABA thap lai thuan loi cho
s phan hoa phdi soma sém. Két qua tuong tu ciing dugc tim thiy & cay Cyathea
delgadii [183], Picea balfouriana [186] va Ormosia henryi [185], trong do6 ty Ié
IAA/ABA va GA3/ABA & md seo O kha nang phat sinh phoi soma cao hon ro rét so
vai mo seo khong co kha nang phat sinh phoi soma. Ngoai ra, ty I¢ IAA/ABA qua
cao (chu yéu do IAA ting cao) ciing c6 thé gy hoa nau. Garcia va cong su [187] dé
C4p rang sy suy giam hoac mat kha niang tao phdi soma & cac dong cay lau dai cd thé
mot phan do su tich lily AUX va mét can bang chuyén hoa AUX va quéa trinh nudi
cay dai han nay cd thé diéu chinh céc thay d6i hinh thai ¢ té bao md seo ¢ kha ning
phat sinh ph6i soma.

Trong qua trinh phat sinh phdi soma cua cay hoa dong tién, su khac biét vé méi
tuong quan hormone giita mau dé hoa va mau ITCL 16ng than ciing phan anh sy khéc
biét vé& ban chat sinh hoc cua hai loai md. Mau dé hoa 1a md sinh san vai hoat tinh
sinh trudng cao va do linh hoat sinh Iy I6n, thuong di kém véi sy diéu tiét hormone
tinh vi nham kiém soat chinh xéac cac qua trinh phan héa va hinh thanh co quan. Do
d6, cac hormone nhu MEL, ABA va SA trong mau dé hoa c6 thé thé hién mdi tuong
quan nghich, nham tao ra su can bang ni sinh pht hop cho qua trinh phdi héa. Trai
lai, trong mau ITCL dé hoa phan tng hormone tré nén don gian va mang tinh dong
bo hon. Diéu ndy thé hién qua méi twong quan thuan chiéu rd rét gitta hau hét cac
hormone, bao gdm MEL, IAA, GAz va ABA, cho thay su hop tac noi sinh nham phan
chia va hinh thanh phoi soma. Nhu vay, chinh sy khéc biét vé loai md, mac do biét
hoa va trang thai sinh 1y da chi phi manh mé dén co ché diéu hoa hormone trong qua
trinh phat sinh phéi soma.

T6m lai, ca hai mau ciy déu cho thiy sy twong tic manh mé giira cac hormone
noi sinh trong viéc diéu hoa su phét sinh phdi soma. Tuy nhién, trong mau ITCL dé
hoa, c4c mbi twong quan gitra cA&c hormone manh hon va cé su phdi hop chit ché hon,
dic biét trong viéc diéu chinh sy phat sinh phdi soma va su phét trién té bao. Diéu
nay cho thiy mau ITCL dé hoa c6 su diéu hoa hormone manh mé hon trong qua trinh

phét sinh phdi soma so véi mau dé hoa.



78

3.2.3. Sw bién dong va méi twong quan ciia hormone ndi sinh trong qua trinh tai

sinh m6 seo va ré bdt dinh ciia cay digp ha chau

Déi voi cay diép ha chau, bién dong hormone néi sinh di dwoc quan sat thiy
trong qua trinh hinh thanh md seo va ré bat dinh tir cac mau I6ng than va ITCL l6ng
than cua cay diép ha chau (Hinh 3.24 va 3.25). Hau hét cac hormone noi sinh giam
manh trong 10 ngay dau nudi cy (ngoai trir ham lugng CKs trong mé seo c6 ngudn
goc tir mAu 16ng than, ham luong IAA trong md seo va ré bat dinh c6 ngudn gdc tir
mau l6ng than va ham luong ABA trong md seo cd ngudn goc tir ca 2 loai mau ciy)
(Hinh 3.24 va 3.25).

Déi vai su hinh thanh mé seo, trong sudt thai gian nudi cay, nong d6 CKs biéu
hién su gia ting déu tir ngay dau tién cho dén ngay thir 20 ¢ cac mau 16ng than va
ITCL 16ng than, sau d6 giam dan trong nhirng ngay nudi cy con lai. Tuy nhién, trong
mau 16ng than, mirc CKs tang dot bién vao ngay nudi cay thir 60 (Hinh 3.24). Nguoc
lai, ham lwong GAs, SA va MEL giam dang ké vao ngay nudi cay tht 10 (Hinh 3.24).
Trong mau 16ng than, ham luong GA; ting dan, dat cao nhat vao ngay nudi cay thi
40 (Hinh 3.24), trong khi ham lwgng SA van tuong di on dinh trong suét thoi gian
nudi cay (Hinh 3.24). Ham luong MEL tiép tuc giam cho dén ngay thir 40, sau d6
MEL c¢6 xu huéng tang trd lai vao ngay nudi cay tha 60 (Hinh 3.24). Di véi mau
cay ITCL Iéng than, cac hormone nay dat cao nhat vao ngay nudi cay thi 20, sau d6
giam dan vao ngay tha 40 va ngay thir 60. Cac xu hudng tuong tu di duoc quan séat
thiy & ham luong IAA va ABA trong mau cy ITCL 16ng than. Tuy nhién, trong mau
cdy 16ng than, ham luong IAA ting déu trong suét qua trinh nudi cay (Hinh 3.24),
trong khi ABA biéu hién sy kiéu dao dong bat thuong, véi ndng do cao nhat duogc ghi
nhan vao ngay thtr 10, sau d6 giam vao ngay tha 20 va tang trd lai vao ngay thir 40

ctia qué trinh nudi cay (Hinh 3.24).
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Hinh 3.24. Su bién d6ng ciia ham lugng hormone néi sinh trong qua trinh hinh thanh

mo seo cua mau 16ng than va ITCL 16ng than cay diép ha chau.
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Nghién ctru nay ciing quan sat thay su bién dong & ham lwong hormone ndi sinh
trong qué trinh hinh thanh ré bat dinh. Tat ca cac hormone duoc kiém tra trong ca hai
loai mau cdy déu biéu hién sy suy giam vao ngay thir 10 caa qua trinh nudi cay, sau
d6 1a sy gia ting vao ngay nudi cdy thtr 20, ngoai trir SA (Hinh 3.25). Tuy nhién, c6
su chénh léch trong dong hoc hormone gitta hai loai nudi cy. Trong mau ciy l6ng
than, CKs biéu hién su bién dong véi ca sy ting va giam trong qua trinh nudi ciy
(Hinh 3.25). Ham luong IAA, GAs va ABA déu giam vao ngay thir 10, dat cao nhat
vao ngay thir 20 va sau d6 giam dan trong sudt thoi gian nudi cay con lai (Hinh 3.25).
Ham lugng SA biéu hién su giam lién tuc tir ngay thr 10 d&én ngay tha 40, 6n dinh
vao ngay thir 60 ciia qua trinh nudi cdy (Hinh 3.25), trong khi ham lugng MEL giam
vao ngay thir 10 va biéu hién sy gia tang lién tuc trong suét thoi gian nudi cay (Hinh
3.25). Nguoc lai, o mau ITCL 16ng than, ham lugong CKs, 1AA va ABA giam vao
ngay thir 10, ting dan va dat dinh vao ngay nudi cay thir 40 (Hinh 3.25). Trong khi
d6, ham luong SA cho thay su giam lién tuc trong toan b thoi gian nudi ciy (Hinh
3.25). Ham lugng GAs va MEL giam vao ngay thtr 10, sau do tang 1én, dat dinh vao
ngay nudi cay thir 20 (Hinh 3.25). Su thay ddi vé ham luong MEL trai nguoc vai su
thay do6i ciia IAA (Hinh 3.25) mac du 2 loai hormone nay c6 vai trd vé mat cau tric
va sinh 1y tuong ty nhau. Chinh vi vay, can c6 thém cac nghién ciru dé lam ré méi
quan h¢ gitra 2 loai hormone nay trong thyuc vat.

Déi véi qua trinh phat sinh mo seo va ré bat dinh & mau cay cua cay diép ha
chu, ty I¢ gitra cAc hormone ndi sinh (IAA/CKs, IAA/GAs, IAA/ABA, CKs/GAs3,
CKs/ABA, GAs/ABA) c0 su phan hoa rd rang trong ting qua trinh phat sinh hinh
thai va tirng loai mau cdy (Hinh 3.26 va 3.27). Hau hét, su bién dong ciia hormone
noi sinh trong mau c6 nguén goc tir ITCL 16ng than cao hon dang ké so véi mau 16ng
than cay diép ha chau (Hinh 3.24 va 3.25). Trong qua trinh hinh thanh mo seo, ty 1é
hormone néi sinh, chang han nhuw CKs/GAs va CKs/ABA, dat dinh vao ngay thir 10
d6i voi mau ITCL 16ng than va ngay thir 20 dbi vai mau 16ng than (Hinh 3.26). B6i
vé6i sy hinh thanh ré bt dinh, IAA/CKs déu dat mtc cao nhat vao ngay thir 10 nudi
ciy dbi véi ITCL 16ng than va ngay tha 20 d6i véi mau long than; IAA/ABA,
IAA/GA; dat mirc cao nhat vao ngay thir 10 d6i véi ca hai loai mau cay (Hinh 3.26).
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Hinh 3.25. Su bién dong caa ham lugng hormone néi sinh trong qua trinh hinh thanh
ré bat dinh cua mau I6ng than va ITCL 16ng than cay diép ha chau.

Ty 18 GAs/ABA trong mé seo & ca mau cay I6ng than va mau ITCL ghi nhan su
sut giam rd rét trong giai doan dau, sau d6 duy tri & mac thap va chi ting nhe ¢ giai
doan sau (Hinh 3.26). Ty 18 GAs/ABA trong ré bat dinh tir 16ng than c6 xu hudng duy
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tri 6n dinh va khéng bién dong 16n trong sudt qua trinh theo ddi. Trai lai, & ré bat dinh
tr mau ITCL 16ng than, ty 16 GAs/ABA tang dot bién tai ngay thir 10, sau d6 giam
dan theo thoi gian. Su khéc biét nay cho thay xir Iy ITCL c6 thé anh huong dén qué
trinh diéu hoa can bang GAs va ABA trong giai doan khai phét hinh thanh ré bat dinh
(Hinh 3.27).
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Hinh 3.26. Ty I¢é cua cac hormone ni sinh trong mau md seo c6 ngudn goc tir mau

I6ng than va ITCL 16ng than cay diép ha chau.
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Hinh 3.27. Ty & cua hormone ni sinh trong mau ré bt dinh c6 ngudn géc tir mau

I6ng than va ITCL 16ng than cay diép ha chau.

Nghién ctru nay di chi ra mdi twong quan rd rang giita cac hormone noi sinh

trong qua trinh hinh thanh md seo va ré bat dinh cua cay diép ha chau (Hinh 3.28 va

3.29). Trong qua trinh hinh thanh mé seo, CKs ¢6 mdi twong quan nghich vai 1AA,

GAs va ABA, dong thoi ¢6 méi twong quan thuan véi SA va MEL trong mau 16ng

than cay diép ha chau. Nguoc lai, du cung la mot chuong trinh phat sinh mé seo, CKs

lai c6 méi twong quan thuan véi ABA va twong quan nghich yéu véi MEL trong mau

ITCL 16ng than. Pic biét, IAA c6 mdi twong quan nghich véi hau hét cac hormone

duoc phan tich, ngoai trir GAs trong mau nudi cay 16ng than.
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Ngoai ra, sy khac biét trong méi twong quan giita cdc hormone noi sinh trong
c4c mau nudi cdy khac nhau ciing dugc thé hién qua sy twong quan cua GAs, ABA
va SA vai cac hormone khac (Hinh 3.28). Két qua twong tu cling dwgc ghi nhan trong
qua trinh hinh thanh r& bat dinh (Hinh 3.29). Béi véi miu cay 16ng than, CKs cd méi
tuong quan nghich véi IAA va SA, nhung lai 6 mébi twong quan thuan véi GAs, ABA
va MEL. Trong khi d6, d6i voi mau ITCL 16ng than, CKs c6 méi twong quan thuin
vé6i IAA va méi twong quan nghich véi MEL. Mac di CKs ¢6 méi twong quan nghich
v6i IAA, nhung mdi twong quan thuan véi MEL lai manh mé hon, khing dinh sy
hinh thanh ré bt dinh van xay ra trong trudng hop nay.

Diéu tha vi 1a su twong quan giita cac hormone noi sinh trong qua trinh hinh
thanh ré bat dinh & mau l6ng than va ITCL 16ng than khong cé sy khac biét dang ke.
Ca SA va MEL déu c6 mdi tuong quan nghich véi hau hét cac hormone ni sinh khac
(trir CKs trong mau 16ng than va SA trong mau ITCL 16ng than). Méi twong quan
gitra GAz va ABA véi cac hormone khac ciing khong c¢6 sy khac biét 16n gita hai
loai mau cay (Hinh 3.28).

Phan tich hé sb twong quan cho thidy & miu l6ng than, IAA va cac ty l¢
IAA/ABA, IAA/GA; thé hien mbi twong quan thuan manh vai khéi luong tuoi (Hinh
3S), trong khi CKs nhu KIN, 2iP va ZEA ciing gop phan tich cuc nhung & muc trung
binh (Hinh 3S). Nguoc lai, cic hormone nhu SA, MEL va GA c6 tac dong tc ché rd
rét dén kha ning sinh truong ciia md seo & mau long than (Hinh 3S). Trong khi do,
mau ITCL 16ng than phan tng noi bat véi CKs, dac biét KIN, ZEA va su phéi hop
CKs/ABA, dong thoi ciing duoc cai thién khi co ty 16 IAA/GAs (Hinh S3). Tuy nhién,
IAA don 1¢, SA, MEL, mT va GAs thé hién tac dong tiéu cuc di véi su tich liy khéi
luong twoi cia mau mo seo (Hinh 3S). Nhe dap ang manh véi CKs, mau ITCL 16ng
than c6 thoi gian cam (ing mé seo ngan hon va khoi luong tuoi cao hon rd rét S0 Vo
mau long than. Néi cach khac, trong khi mau 16ng than phu thudc chi yéu vao AUX
két hop vai CKs, thi mau ITCL 16ng than lai wu thé nho CKs, dac biét khi phéi hop
v6i ABA, tao nén sy khac biét dang ké vé hiéu qua cam ang md seo.

O qué trinh hinh thanh r& bat dinh, mau ITCL 16ng than c¢6 wu thé rd rét so Voi
mau léng than cua cdy diép ha chau. Phan tich trong quan cho thay su hinh thanh ré
& mau 16ng than gan lién véi vai tro diéu hoa caa AUX va sy phéi hop AUX/ABA,

nhung van chiu anh huong Gc ché tir mot s6 hormone nhu SA va MEL (Hinh S4).
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Trong khi d6, mau ITCL l6ng than phan (tng manh mé véi CKs (KIN, 2iP, ZEA) khi
két hop voi ABA hoic GAs, ddng thai sy phdi hop AUX/CKs va AUX/ABA c6 tac
dong thiic day rd rét ¢én qué trinh ra ré va sy gia tang sinh khdi (Hinh 4S). ET va SA
¢6 xu huéng wc ché, dac biét & mau 16ng than, trong khi mau ITCL 16ng than it bi anh
huong tiéu cuc hon (Hinh 4S). Nhu vay, ¢d thé thay co ché hinh thanh ré bat dinh &
mau 16ng than phu thugc nhiéu hon vao AUX don 1é va su can bang vai ABA, con ¢
mau ITCL 16ng than lai nhay cam va dap (ng manh véi CKs két hop ABA hoic GAs.
Diéu nay ly giai tai sao mau ITCL 16ng than cé thoi gian cam tng ngan hon va kha
nang tich lity sinh khdi tét hon, cho thiy wu thé khi ing dung k¥ thuat TCL trong cai
thién kha nang hinh thanh r& bat dinh cua cay diép ha chau.
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Hinh 3.28. Méi twong quan ctia cAc hormone noi sinh trong md seo c6 ngudn gdc tir
mau 16ng than (A) va ITCL I6ng than (B) cua cay diép ha chau. Hé sb twong quan
dugc tinh toan duya trén twong quan Pearson. Mau d6 biéu thi mdi trong quan thuan,

trong khi mau xanh biéu thi mdi twong quan nghich.
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Hinh 3.29. Méi twong quan ctia c&c hormone néi sinh trong ré bat dinh c6 nguén gdc
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tir mau I6ng than (A) va ITCL I16ng than (B) cua cay diép ha chau. Hé s6 twong quan
duoc tinh toan dua trén trong quan Pearson. Mau d6 biéu thi méi twong quan thuan,

trong khi mau xanh biéu thj mdi twong quan nghich.

Trong diéu kién binh thudng, cac hormone noi sinh & thyuc vat ton tai & trang
thai can bang. Tuy nhién, trang thai can bang nay cé thé bi pha v bai nhiéu yéu té
bén trong hoic bén ngoai, chang han nhu stress sinh hoc va phi sinh hoc. Nhitng réi
loan nay dong vai tro 14 tin hiéu cho nhiing thay ddi trong hormone nai sinh. Nghién
clru gan day da chi ra rang hormone néi sinh thuc vat hiém khi hoat dong riéng lé.
Thay vao do, cac qué trinh phat trién cua thuc vat duoc diéu chinh béi mot mang ludi
phtrc tap gom céc con dudng truyén tin hiéu hormone duoc két ndi véi nhau. Cac
diém hai tu giira cac con dudng nay, duoc goi 13 trong tac chéo, tao ra mot mang ludi
truyén tin hiéu toan dién [188]. Mang ludi ndy bao gém tong hop hormone, truyén
tin hiéu va tuong tac chéo; tir d6 tao thanh mot hé théng phire tap. Hormone nai sinh
thuc vat tuong tac bang cach kich hoat cac chit truyén tin hoac khoi tao chudi
phosphoryl hoa, do d6 diéu chinh biéu hién gene. Qua trinh nay diéu chinh qua trinh
sinh téng hop hoic hoat dong cua cac hormone thuc vét khac nhau, dam bao phan
ting phéi hop vai céc kich thich khac nhau [189].

AUX va CKs Ia hai nhém hormone phé bién va cd lién quan chit ché dén qua
trinh phat sinh hinh thai ¢ thuc vat. AUX, dac biét 1a IAA, dong vai tro quan trong
trong quéa trinh hinh thanh mo seo va phat trién ré bat dinh. Nong do IAA cao gilp

duy tri trang thai chwa phan hoa ctia mo seo, thé hién qua su sinh truéng va phat trién
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manh m& ciia mau ciy [190]. IAA rit can thiét trong qua trinh hinh thanh ré bét dinh,
dic biét 1a trong giai doan cam tng [191]. Nguoc lai, CKs thac day qué trinh hinh
thanh mo seo va chdi do vét thuong gay ra bang cach thuc day sy ting sinh té bao
thong qua viéc tang biéu hién gene CYCD3 [192]. CKSs ciing dong vai trod trong qué
trinh hinh thanh ré bat dinh, véi su gia ting dang ké duoc quan sat thay trong giai
doan cam ng va giai doan khéi dau cua qué trinh phat sinh hinh théai [193]. Tuy
nhién, CKs va AUX c6 mdi quan hé ddi khang, trong d6 CKs thuong tc ché sy hinh
thanh ré bit dinh & nhiéu loai khac nhau nhu cy Arabidopsis, cay lda, cay co linh
lang (Medicago sativa) va cay bach duong [194, 195]. Ty Ié AUX/CKSs cao thuc day
su tai sinh ré, trong khi ty 16 AUX/CKs thap thuc day hinh thanh chéi [25, 196].

Tuong tac cua GA Véi cac hormone khéc thay doi tly theo céc yéu té sinh hoc,
loai mau cy va giai doan phat trién [197]. Wen va cong su [198] da ghi nhan c¢6 mdi
tuong quan thuan véi 1AA, trans-Zeatin-riboside va GA trong ba giai doan cua qua
trinh hinh thanh ré cta cay Paeonia x lemoinei ‘High Noon’. Nguoc lai, ABA, lién
quan dén kha nang chdng chiu stress, cho thay xu huéng nguoc lai. ABA kiém soat
biéu hién gene trong qué trinh phat trién sinh dudng cua cay [199].

SA mic du thuong tc ché sy phét trién cia cay, nhung lai thiic day su hinh
thanh mod seo va dong vai tro quan trong trong kha ning mién dich va kha ning chiu
stress cua cdy [200]. Biéu thd vi 1a MEL, mét loai hormone khac lién quan dén qué
trinh hinh thanh ré, gitip ting cuong san xuat IAA, thiic day qua trinh phat sinh hinh
thai ré [201]. Ung dung ngoai sinh cia MEL da duoc ching minh 13 lam ting ham
luong IAA va hoat dong cua ré & cac loai nhu cdy Brassica juncea va cdy Mimosa
pudica L. [202, 203]. MEL va AUX c6 tac dung hiép ddng trong viéc kich thich su
phét trién cia ré bén bang cach diéu chinh van chuyén AUX [204], trong khi MEL
d6i khang véi ABA, anh huong dén kha nang chiu dung stress cia cay [205].

Sy twong tac gitta cac hormone ndi sinh, chang han nhu twong tac gitta AUX va
ABA thuong diéu chinh cac qua trinh thiét yéu trong qué trinh stress phi sinh hoc
[206]. ABA chu yéu diéu chinh con duong truyén tin hiéu AUX bang cach diéu chinh
biéu hién cua cac yéu té dap tng AUX (ARF5, ARF6 va ARF10) théng qua ubiquitin
hoa [120]. Ty 16 AUX/ABA rat quan trong ddi véi sy biét hda nguyén thity cua ré va
su kéo dai ré [207]. Nong d6 ABA ting trong diéu Kién stress s& wc ché cac gene ma
hoa chat van chuyén AUX [208], trong khi nong ¢6 ABA thap hon s& thuc day qua
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trinh van chuyén va truyén tin hiéu AUX. Nghién ctru nay da xac nhan méi twong
quan thuan gitra ABA va AUX trong diéu kién khdng c stress, mac di méi tuwong
quan tiéu cuc di duoc quan sat thay trong qua trinh hinh thanh mé seo [208].

Hon nita, Su twong tac gitta cAc hormone noi sinh 1a phé bién va déng vai tro
quan trong trong viéc diéu chinh sy ting truong va phét trién cua thuc vat. Cac
hormone nay anh hudéng dén hoat dong cua nhau bang cach diéu chinh qué trinh sinh
t6ng hop, do d6 1am thay déi ndng do cua ching théng qua viéc diéu chinh cac chudi
tin hiéu. Trong twong lai gan, viéc hiéu cac co ché twong tac hiép dong giira céc
hormone néi sinh sé& 1a chu dé chinh trong nghién ciu thyuc vat. Két qua caa nghién
ctru nay nhan manh rang su twong tac gitta cac hormone noi sinh phu thudc vao loai
thuc vat, loai mau cdy va giai doan phét sinh hinh thai. Tuy nhién, van can tién hanh
thém cac nghién ciru Vé su tuong tac gitra C4c hormone noi sinh dé 1am rd van dé nay.

Phan tich su bién dong va méi twong quan cua cac hormone nai sinh trong quéa
trinh phat sinh hinh théi in vitro & ba d4i twgng nghién ciu cho thay mdi loai thuc vat
c6 mdi cach diéu hoa hormone noi sinh dic trung, trong d6 vai trd cua tirng nhom
hormone duoc thé hién khac nhau tiy theo con duong phéat sinh hinh thai.

Déi vai cay chanh day, qua trinh tai sinh chdi bat dinh chiu sy chi phdi cha yéu
cua CKs vaty Ié IAA/CKs. Ham lugng CKs tang cao cung voi ty 1¢ IAA/CKs thap ¢
giai doan cam ng va phat trién chdi 1a yéu té quyét dinh hiéu qua tai sinh choi. AUX
dong vai tro hd tro trong viéc tai 1ap trang thai phan chia té bao ban dau nhung khong
phai 12 hormone chi phéi chinh. Cac hormone khic nhu GAs, ABA va SA tham gia
diéu hoa & mtc do thir cap, gop phan on dinh qué trinh phat sinh choéi hon 1a quyét
dinh hudng phét sinh hinh thai.

O cay hoa dong tién, két qua cho thay qua trinh hinh thanh phéi soma la két qua
cua su twong tac phirc hop gitta AUX, CKs va GAaz. Trong do, AUX giit vai tro khai
phat va duy tri trang thai cam mg phdi soma, CKs tham gia diéu hoa qué trinh phan
chia va té chirc lai té bao, con GA; dong vai trd quan trong trong giai doan phat trién
va hoan thién phéi soma. S can bang dong gitta cac hormone nay, hon 13 ham luong
cua tirng hormone riéng 1¢, quyét dinh hiéu qua phét sinh phoi soma. Piéu nay phan
anh tinh dc thi cua con dudng phét sinh phdi soma so véi tai sinh chdi bat dinh.

Déi véi cay diép ha chau, sy phat sinh md seo va ré bat dinh thé hién rd vai trd

chu dao cua auxin trong cam ng ré, trong khi CKs va ABA tham gia diéu chinh
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huéng phét sinh hinh théi gitta md seo va ré bat dinh. AUX la hormone quyét dinh
d6i véi su hinh thanh ré bat dinh, con ABA va cac hormone lién quan dén stress dong
vai trd diéu hoa trang théi sinh ly cua md cdy, gop phan 6n dinh ciu tric md va hd
trg qua trinh biét héa. Su khac biét vé mdi twong quan hormone giira mo seo va ré
bat dinh cho thay su chuyén doi con dudng phat sinh hinh thai gan lién véi su tai cau
trdc mang ludi hormone néi sinh.

So séanh giira ki thuat TCL va phuong phép nudi ciy truyén thong cho thiy
ITCL mang lai hiéu qua vuot troi trong viéc kiém soat va l1am rd méi twong quan
hormone ndi sinh. Cac mau TCL c6 ciu tric md hoc don gian hon, ham luong
hormone noi sinh thap va phan b dong déu hon, tir d6 phan anh rd rang hon vai tro
diéu hoa cua ting hormone va cac twong tac hiép dong — déi khang giita ching.
Nguoc lai, c&c mau cay truyén théng vai cau tric mé phuc tap thuong che 1ap hoic
lam nhiéu cac tin hiéu hormone, dan dén hiéu qua phat sinh hinh thai kém 6n dinh va
kho phan tich co ché diéu hoa.

Nhu vay, cac két qua nghién ctu cho thay khong chi xac dinh duoc vai tro
hormone chu dao tuwong tng vai timg ddi twong va timg con dudng phét sinh hinh
thai, ma con khang dinh uu thé cia ky thuat TCL so véi nudi cay truyén thong trong

nghién ctru co ché diéu hda hormone ndi sinh va nang cao hiéu qua tai sinh in vitro.

3.2.4. Sw sinh téng hgp hep chat thiz cdp ciza mdu md seo va ré bét dinh c6 nguon

goc tir mdu ITCL 16ng than cay diép ha chau

Két qua qua trinh tong hop hop chat thir cap (hypophyllanthin va phyllanthin)
tir mo se0 va mau ré bat dinh ¢ nguon géc tir mau ITCL 16ng than duoc ghi nhan sau
60 ngay nudi cay (Hinh 3.30).

Két qua cho thay md seo tao ra 2,67 pg/g hypophyllanthin, trong khi ré bat dinh
cho thiy lugng cao hon dang ké 1a 4,01 pg/g. Diéu nay cho thay ré bat dinh thé hién
qua trinh tong hop hop chat nay manh hon. Sy hién dién cia hypophyllanthin trong
ca hai mau cho thay qua trinh san xuét cac lignan hoat tinh sinh hoc quan trong,
thuong lién quan dén nhiéu lgi ich stc khoe khac nhau nhu dic tinh khang khuan va
chéng oxy héa. Bén canh dé, co su twong phan rd rét trong viéc tong hop phyllanthin,
trong d6 phyllanthin khong thé phat hién duoc trong mé seo. Trong khi do, ré bat
dinh sinh tong hop 9,05 pg/g (Hinh 3.30). Biéu nay cho thay rang ré cia cay diép ha
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chau 12 ngudn chinh cuaa phyllanthin, nhian manh kha nang téng hop sinh hoc cao hon

cta chiing di vai lignan dic biét nay.
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Hinh 3.30. Su tich liy phyllanthin va hypophyllanthin cia md seo va ré bat dinh c6

ngudn goc tir ITCL 16ng than cay diép ha chau sau 60 ngay nudi cay.

Nudi ciy ré bat dinh thudng duoc st dung dé san xuat cac chat chuyén hoa thi
Cap Vi cac co quan nay la ngudn tiém ning cuia nhiéu phan ti hoat tinh sinh hoc khac
nhau [209]. Nudi ciy ré bat dinh cung cip mot phuong phap day htra hen dé san xuat
cac phan tir hoat tinh sinh hoc vi ré cay c6 kha ning ty nhién tong hop va tich liy
nhiéu loai chat chuyén héa tha cap va protein [210]. Cac nudi cay nay thuong thé
hién cac dic diém hoa thuc vat trong tu nhu ré duoc nudi ciy trong co thé song [209].
Ngoai ra, so v&i nudi cay md seo va huyén phi té bao, ré bat dinh thuong 6n dinh
hon va tich liiy nhiéu chat chuyén hda thir cap hon trong cac khoang gian bao, dan
dén qué trinh chiét xuat don gian [211].

Nhin chung, két qua su khac biét dang ké trong qué trinh san xuit cac chat
chuyén hoéa thu cap nay giira moé seo va ré bat dinh cua cay diép ha chau. Trong khi
mo seo tong hop hypophyllanthin, nhung khdng san xuat phyllanthin, trong khi nudi
cay ré bat dinh cho thay kha ning san xuit ca hai hop chat cao hon nhiéu, dic biét 1a
phyllanthin. Mau hinh nay c6 thé chi ra rang cac nudi cay c6 ngudn gc tir ré c6 con

duong chuyén hoa phat trién hon hoic chuyén biét hon dé téng hop lignan, khién
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ching cé gié tri hon d6i vai viéc chiét xuat cac chat chuyén hoa tha cap cu thé cho
muc dich duoc pham hoic cdng nghiép. Hon nita, Sy vang mat caa phyllanthin trong
mo seo c6 thé goi ¥ nhu cau téi wu hoa cac diéu kién nudi cdy dé thic day san xuit
hop chét nay hoic qué trinh tdng hop phyllanthin khéng dugc kich hoat trong nudi
cdy mo seo tir cay diép ha chau trong cac diéu kién da thir nghiém. Nhitng phét hién
nay c6 thé cung cip thong tin cho nghién ctiru sdu hon vé viéc téi vu hoa cac didu kién
nudi cay in vitro dé tang cudng tong hop cac chat chuyén hoa thir cap mong mudn
trong cay diép ha chau. Chinh vi vay, r& bét dinh cua cay diép ha chau s& duoc sir

dung 1am ngudn mau cho cac nghién ciu tiép theo.

3.3. Ngi dung 3. Anh hwéng cia ky thuat nuéi cay lép méng té bao 1én sw tich
liiy khi ethylene, hoat d§ ciia hé théng chong oxy héa trong qué trinh phat sinh
chdi cay chanh day, phoi soma ciy hoa dong tién va ré bat dinh cay diép ha chau;

sw tdng hep hop chat thir cap & ré bat dinh cay diép ha chau

3.3.1. Anh hwéng cia ky thugt nudi cdy lép méng té bao 1én su tich liiy khi ethylene
trong qua trinh phat sinh chéi cay chanh day, phdi soma cay hoa dong tién va ré

bét dinh cay di¢p ha chau

Déi véi cay chanh day, két qua cho thay su bién dong cua muc do tich liy ET
trong quéa trinh phét sinh choi bat dinh ciia mau l6ng than va ITCL I16ng than (Hinh
3.31).

Véi mau 16ng than, mirc do tich ity khi ET ting dan qua cac ngay tir 0,00 ppm
(ngay 0) 1én 0,70 ppm (ngay 15), 1,34 ppm (ngay 30), 1,84 ppm (ngay 60) va dat 3,79
ppm vao ngay 90 (Hinh 3.31). Biéu nay cho thay sy tich lily ET trong mau nay c6 xu
huéng gia ting on dinh theo thoi gian, cho thay qua trinh phat sinh chdi bat dinh dién
ra mot cach lién tuc.

Trong khi d6, mau ITCL 16ng than bat dau tir mac 0,000 ppm (ngay 0) va ting
nhanh chéng trong cac giai doan tiép theo. Muc ET tai ngay nubi cay the 15 14 1,115
ppm, dén ngay thir 30 dat 3,69 ppm, ngay thi 60 1a 4,88 ppm va dat dinh cao 6,15
ppm vao ngay thir 90 (Hinh 3.31). Biéu nay cho thay mau ITCL Iéng than c6 sy tich
lity ET cao hon so v6i mau 16ng than o tat ca cac thoi diém phan tich va toc do ting
truong ET caa mau ndy ciing nhanh hon, dic biét 1a tir ngay thir 15 dén ngay thir 30

cua giai doan nudi cay.
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Tir két qua ndy c6 thé nhan thiy rang mau ITCL 16ng than cd su tich liy ET
manh m& va nhanh chong hon so v&i mau 16ng than, diéu nay c6 thé chi ra ring mau
ITCL I6ng than phan &ng manh mé hon véi tac dong cua ethylene, dan dén qué trinh
phét sinh chdi bat dinh di&n ra manh mé va nhanh chong hon.
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Hinh 3.31. Sy tich lity khi ethylene trong quéa trinh cam tng chdi bat dinh cia mau

I6ng than va ITCL long than cay chanh day.

Két qua phan tich cho thdy ET c6 méi twong quan thuan rat manh mé véi su
hinh thanh chdi bat dinh trong mau cay 16ng than va ITCL I6ng than cua cay chanh
day. Cu thé, mdi twong quan giita ET va sé chdi (Hinh 3.32), cho thay khi ndng do
ET tang lén, sb lugng choi bat dinh dugc hinh thanh ciing ting twong mg. Diéu nay
chi ra rang ET déng vai trd quan trong trong viéc kich thich qua trinh phan chia té
bao va hinh thanh chéi mai. Bén canh d6, mdi tuong quan giita ET va chiéu cao choi
cling rat manh mé (Hinh 3.32), cho thay ET khéng chi anh huéng dén sé luong choi
ma con tac dong dén su phét trién chiéu cao cua céc chdi nay. Hon nira, méi twong
quan duong manh gitra s6 choi va chiéu cao chéi (Hinh 3.32) chiing to rang su phat
trién vé sé luong va kich thudc cua chdi c6 su lién két chat ché. Nhitng két qua nay
khang dinh rang khi ethylene khdng chi kich thich sy hinh thanh chéi bat dinh ma
con gop phan vao su phét trién déng déu vé ca sb luong 1an chat luong cua cac chdi,

tir 46 nang cao hiéu qua caa qua trinh nudi cdy mo. Diéu ndy mé ra hudng nghién
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ctru va ttng dung viéc diéu chinh nong do ethylene dé tbi uu héa qua trinh phat sinh

chdi bat dinh trong mé cay cay chanh day.
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Hinh 3.32. Méi twong quan giita khi ethylene va su hinh thanh chdi bat dinh cia mau
cay A. 16ng than va B. ITCL I6ng than cua cay chanh day. Hé sb twong quan duoc
tinh toan dua trén hé sé tuong quan Pearson. Mau d6 sim hon biéu thi mdi twong

quan thuan cao hon.

Sy tich lity ET trong qué trinh cam tng phdi soma ciia mau dé hoa va mau ITCL
dé hoa cay hoa dong tién cho thay su khac biét rd rét gitra hai mau mé nay trong sudt
120 ngay nudi cay (Hinh 3.33). Béi véi mau dé hoa, ET khong duoc ghi nhan ¢ ngay
nudi cy 0 va bat dau duoc tich liy tir ngay thtr 30 Vi nong do 2,87 ppm. Theo thoi
gian, ndng do ET tiép tuc ting dan, lan luot dat 3,56 ppm sau 60 ngay, 4,12 ppm sau
90 ngay va dat muc cao nhat 1a 6,98 ppm vao ngay 120 nudi cay. Piéu nay cho thay
ET c6 vai tro quan trong trong qué trinh phat sinh phdi soma véi nong do6 tang dan
theo su phéat trién cia mo phéi soma.

Trong khi d6, mau ITCL dé hoa thé hién mot xu huéng tich lity ET manh mé
hon han so v6i mau dé hoa thong thuong. Mac di ET ciling khong c6 mit & ngay dau
tién (0,00 ppm), nhung ngay tir ngay 30, mau ITCL dé hoa di c6 néng do ET dat 4,56
ppm, cao hon hin so véi mau dé hoa tai cing thoi diém (2,87 ppm) (Hinh 3.33). Su
tich lily ET tiép tuc ting manh trong cac ngay tiép theo, véi 5,87 ppm sau 60 ngay,
7,15 ppm sau 90 ngay va dat mic cao nhat 1a 9,76 ppm vao ngay 120. Pay 1a mac

ET cao hon dang ké so véi mau dé hoa tai tat ca cac thoi diém, cho thay mau ITCL
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dé hoa c6 phan tng manh m& hon di véi diéu kién nudi cdy, co thé lién quan dén
qua trinh phat sinh phéi soma hiéu qua hon.
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Hinh 3.33. Sy tich liiy khi ethylene trong qua trinh cam ng phdi soma ciia mau dé

hoa va ITCL dé hoa cay hoa dong tién.

Két qua phan tich cho thay ET c6 vai trd quan trong trong sy cam tzng phdi soma
ctia mau cay dé hoa va ITCL dé hoa caa ciy hoa dong tién. Mbi twong quan gitta ET
va sb phoi soma 14 twong quan duong rat manh (Hinh 3.34), cho thay khi nong do ET
tang 1én, s6 luong phoi soma duoc hinh thanh ciing ting theo. Piéu nay chi ra rang
ET dong vai trd trong viéc kich thich su phan chia té bao va su phéat sinh phdi soma
trong cac mau cidy md nay. Tuy nhién, méi trong quan giita ET va ph6i soma hinh
cau lai 12 mdi twong quan nghich (Hinh 3.34), phan anh rang khi ET ting, su hinh
thanh phéi soma hinh cau giam, c6 thé do ET thuc day su phan hda md phdi soma
theo cac hudng khéc, khéng phai chi hinh cau. Mdi tuong quan duong thap gitra ET
va phdi soma hinh thuy 18i (Hinh 3.34) cho thay ET ciing hd trg su phat sinh cac phoi
phdi soma dang thuy 16i, nhung tac dong caa nd khéng manh mé nhu d6i véi s6 phoi
soma. Dac biét, méi twong quan manh mé giira ET va phdi soma hai 14 mam (Hinh
3.34) chirariang ET c6 anh huong rat 16n dén sy phét trién cua phdi soma hai 14 mam,
mét dang phdi soma hoan chinh. Tong thé, ET khdng chi thuc day sy hinh thanh phoi
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soma ma con dong vai trd quan trong trong viéc phan héa phdi thanh céc cau tric
phoi khac nhau, dic biét 14 phoi soma hai la mam. Nhitng két qua nay khang dinh ET
la yéu t6 can thiét trong viéc téi vu hoa qua trinh phat sinh phdi soma trong md cay
cay hoa dong tién.

Ethylene Ethylene
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Hinh 3.34. Méi trong quan gitra khi ethylene va s cam ng ph6i soma ctia mau cay
A. dé hoa va B. ITCL dé hoa caa cdy hoa dong tién. Hé s6 twong quan duoc tinh toan
dua trén twong quan Pearson. Mau do biéu thi méi twong quan thuan, trong khi mau

xanh biéu thi mdi twong quan nghich.

Dbi vai cay diép ha chau, sy tich tu ET cia mau 16ng than va ITCL 16ng than
déu tang trong 60 ngay nudi cay (Hinh 3.35). Mau ITCL 16ng than biéu hién muc tich
lity ET cao hon dang ké so v&i mau 16ng than thong thuong tai tat ca cac thoi diém
ghi nhan két qua. Nong do ET sau 10, 20, 40 va 60 ngay nudi ciy caa mau l6ng than
lan luot 12 0,36 ppm, 1,05 ppm, 2,07 ppm va 3,41 ppm. Trong khi d6, ham luong ET
trong mau ITCL 16ng than cao hon gap 2 1an vai lan luot 1a 1,81 ppm, 3,08 ppm, 5,43
ppm va 5,83 ppm (Hinh 3.35).
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Hinh 3.35. Sy tich liiy khi ethylene trong qua trinh cam ng ré bat dinh caa mau long

than va ITCL 16ng than cay diép ha chau.

Két qua ciing cho thay hé sé twong quan giita ET va ty I¢ hinh thanh ré bat dinh
la 0,6125, cho thay mdi twong quan duong vira phai giita hai bién nay (Hinh 3.36).
Khi néng @6 ET tang 1én thi ty I¢ hinh thanh ré bat dinh ciing tang 1én, mac du méi
quan hé nay khdng qua manh. Gia tri tuong quan trong pham vi nay cho thay, trong
khi ET c6 thé gop phan thuc day sy hinh thanh ré bat dinh, cac yéu té khac c6 thé
dong vai trd quan trong trong viéc diéu chinh qua trinh nay. Hon nita, ET cho thay
méi tuong quan dwong manh hon véi khéi luong tuoi va khéi lugng khé cua mau
cdy, cho thay ET cd thé c6 tac dong truc tiép va manh mé hon dén sy tich tu sinh khoi
ré bat dinh (Hinh 3.36). Méi quan hé chit ché gitta ET va cac chi sb sinh khéi thuc
vat ¢d thé anh huong gian tiép dén su hinh thanh ré bat dinh, vi khéi luong tuoi va
khdi luong kho ting c6 thé tao ra cac diéu kién sinh ly thuan lgi hon cho su hinh
thanh ré bt dinh.

T6m lai, trong khi ET dudng nhu anh huong tich cuc dén sy hinh thanh ré bat
dinh, thi cuong d6 vira phai caa méi quan hé nay cho thay rang né c¢é kha nang 1a mot
trong s6 nhiéu yéu t lién quan dén qua trinh ndy. Cac mdi twong quan manh hon

duoc quan sat thiy gitta ET va cac thdng sé lién quan dén sinh khéi cho thay rang vai
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tro cua ET trong su hinh thanh r& bat dinh c6 thé lién quan dén tac déng cta no dbi

V6i su phat trién tong thé caa mau ciy va su tich tich lity khéi lwong (Hinh 3.36).
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Hinh 3.36. Mdi tuong quan giita khi ethylene va su hinh thanh ré bat dinh cua mau
cay A. 16ng than va B. ITCL Iéng than cua cay diép ha chau. Hé sé twong quan dugc
tinh toan duya trén hé sb twong quan Pearson. Mau d6 sim hon biéu thi mdi tuong

quan thuan cao hon.

ET (mot loai hormone thuc vat dang khi) 1a chit diéu hoa chinh cua nhiéu qua
trinh phat trién va phan tng voi stress ¢ thuc vat [212]. Viéc san xuat ET thuong tang
lén dé dap tng vai Vét thuong, anh hudng dén su hinh thanh ré va tai sinh toan bo co
thé cua thuc vat. Trong diéu kién tu nhién, sy hinh thanh ré bat dinh thuong dién ra
sau sy gia ting nhanh chong cia ET, chi yéu I do su tich lily caa hormone nay trong
ré ngap nudc, lam ting do nhay cam caa md voi AUX ndi sinh [213]. Tuy nhién,
trong diéu kién in vitro, viéc giai phong ET c6 lién quan dén céc ton thuong co hoc
nhu cit mau ciy, do d6 cung cap cac tin hiéu can thiét dé thu nhan ca AUX nai sinh
va ngoai sinh dé hinh thanh mé chua c6 t6 chiic (Md seo) hoac ré va chdi bat dinh
[214]. Két qua hién tai cho thiy viéc san xuat ET cua mau ITCL cao hon mau cay
truyén thdng & ca 3 d6i twong nghién ctu. Phan tmg ting cao cia ET ¢6 thé 1a do dién
tich bé mat va hoat dong té bao tang 1én & mau ITCL, tao diéu kién cho qué trinh téng
hop ET.
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3.3.2. Anh hwéng cia kj thugt nudi cdy Iép méng té bao I&n hogt tinh enzyme
khang oxy hda trong qué trinh phét sinh chaéi cay chanh day, phdi soma cay hoa

dong tién va ré bdt dinh cay diép ha chau

Déi vai cay chanh day, két qua hoat d6 cua cac enzyme va hop chat chéng oxy
hoa trong hai mau 16ng than va ITCL I6ng than cay chanh day sau 90 ngay nudi ciy
duoc ghi nhan trong Hinh 3.37 va 3.38. Mau ITCL 16ng than thé hién hoat dong chéng
oxy hda manh mé hon & tat ca cc chi tiéu so vi mau 16ng than. Cu thé, hoat @6 SOD
trong mau 16ng than 1a 33,87 U/g, thip hon so véi mau ITCL l6ng than (45,12 U/g),
cho thay kha ning quét gbc tu do superoxide cia mau ITCL 16ng than tét hon. Vé
CAT, mau l6ng than co gia tri 1a 148,85 U/g, trong khi mau ITCL 16ng than cé gia tri
cao hon 1a 166,53 U/g, chi ra rang mau ITCL 16ng than phan hay H202 hiéu qua hon.

Déi voi APX, mau 16ng than c6 gia tri 0,11, thip hon so v&i mau ITCL 16ng
than (0,23 U/g), cho thay hoat dong cia enzyme APX trong mau ITCL 16ng than
manh mé& hon, giup bao vé té bao khoi stress oxy hoa. Vé kha niang quét goc tu do
DPPH, mau 16ng than c¢6 gia tri 1,52 %RSA, trong khi mau ITCL l6ng than cao hon
véi gid tri 2,41 %RSA, cho thdy mau ITCL 16ng than c6 kha nang trung hoa gdc tu
do manh mé& hon. Cudi cung, ham luong phenolic trong mau I6ng than 1a 133,18
mg/100 g DW, thap hon so véi mau ITCL I6ng than (152,67 mg/100 g DW), cho thay
mau ITCL 16ng than c6 chira nhiéu hop chat phenolic hon, gop phan vao kha ning

chéng oxy hoa vuot troi cia mau nay.
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Hinh 3.37. Hoat d6 cia SOD, CAT va APX trong mau long than va ITCL 16ng than

cay chanh day sau 90 ngay nudi ciy.
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Hinh 3.38. Ham luong DPPH va phenolic trong mau l6ng than va ITCL 16ng than
cua cay chanh day sau 90 ngay nudi cay.

Két qua hoat d6 cua cac enzyme va hop chat chdng oxy héa trong hai mau dé
hoa va ITCL dé hoa cua cay hoa dong tién sau 120 ngay nudi ciy duoc ghi nhan &
Hinh 3.39 va 3.40. Cu thé, mau ITCL dé hoa c6 hoat dd cao hon & tt ca cac chi tiéu
$0 voi mau dé hoa.

Cu thé, hoat d6 SOD trong mau dé hoa 14 48,51 U/g, thap hon so vi mau ITCL
dé hoa (77,62 U/g), cho thay mau ITCL dé hoa c6 kha nang quét goc tu do superoxide
manh mé& hon. CAT trong mau dé hoa la 166,77 U/g, nhung mau ITCL dé hoa lai c6
gia tri cao hon 1a 200,91 U/g. APX trong mau dé hoa c6 gia tri 0,16 U/g, con trong
mau ITCL dé hoa 14 0,27 U/g, cho thay hoat dong cua enzyme APX trong mau ITCL
dé hoa ciing manh hon, gitp bao vé té bao khoi stress oxy hda va sy tich lity qua muc
cua ET.

Vé kha niang quét goc ty do DPPH, mau dé hoa c6 gia tri 10,63 %RSA, trong
khi mau ITCL dé hoa c6 gia tri cao hon 13 16,32 %RSA, cho thay mau ITCL dé hoa
c6 kha nang trung hoa géc tu do manh mé hon. Cudi ciing, ham lugng phenolic trong
mau dé hoa 1a 50,16 mg/100 g DW, thap hon so véi mau ITCL dé hoa (71,87 mg/100
g DW), cho thay mau ITCL dé hoa c6 nhiéu hop chat phenolic hon, gop phan vao kha
ning chdng oxy héa cua mau nay.

Tom lai, cac két qua nay cho thiy mau ITCL dé hoa c6 hoat dong chéng oxy
héa manh mé hon, vai cac chi tiéu SOD, CAT, APX, DPPH va ham lugng phenolic
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déu cao hon so v6i mau dé hoa cho thay mau nay c6 kha ning bao vé tét hon trudc

cac tac nhan gay stress oxy hoa.
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Hinh 3.39. Hoat d6 caa SOD, CAT va APX trong mau dé hoa va ITCL dé hoa cay
hoa d6ng tién sau 120 ngay nudi cay.
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Hinh 3.40. Ham lwong DPPH va phenolic trong mau dé hoa va ITCL dé hoa cay hoa

ddng tién sau 120 ngay nudi cay.

Déi véi ddi tuong cay diép ha chau, sau 60 ngay nudi ciy, hoat dong ciia enzyme
chdng oxy hda trong mau cay long than va ITCL I6ng than caa cay diép ha chau da

duoc ghi nhan (Hinh 3.41). Két qua cho thay hoat dong cua cac enzyme chdng oxy
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hoa, bao gdm SOD, CAT va APX, trong mau ciy ITCL 16ng than cao hon dang ké so
v6i mau cdy 16ng than (Hinh 3.41). Hon nira, DPPH chi duoc quan sat thdy & ré bat

dinh ¢6 ngudn gbc tir mau cdy ITCL 16ng than (Hinh 3.42).

280 - - 0,6
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200
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160
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ESOD COCAT mAPX

Hinh 3.41. Hoat d6 cia SOD, CAT va APX trong mau long than va ITCL l6ng than
cay diép ha chau sau 60 ngay nudi cay.

Ngoai ra, mtrc do hoat dong cua cac hop chat chéng oxy hda (non-enzyme), nhu
hop chat phenolic, ciing duoc ghi nhan trong nghién ciru nay. Két qua cho thay cac
hoat dong chéng oxy hoa cua cac non-enzyme nay trong mau cay ITCL 16ng than
cling cao hon dang ké so véi cac hoat dong trong mau cay 16ng than (Hinh 3.42).
Diéu nay cho thiy co ché bao vé cua céc chat chong oxy hda dién ra manh mé hon

trong mau cay ITCL 16ng than caa cay diép ha chau.
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Hinh 3.42. Ham luong DPPH va phenolic trong mau I6ng than va ITCL 16ng than

cua cay diép ha chau sau 60 ngay nudi cay.

Khi thyc vat tiép xdc véi cac diéu kién bat loi, ching tao ra ROS [215]. Stress
oxy hoa thuong phat sinh khi su can bang san xuat ROS bi phéa v&, dan dén sy hinh
thanh oxy don, tao ra siéu oxit va H202. Dé giam thiéu tac hai caa ROS, thuc vat da
phat trién cac co ché phong vé dé loai bo ROS du thira. Céc hé théng phong vé nay
bao gom ca cac con dudng enzyme va non-enzyme, cho phép thuc vat kiém soét stress
oxy hda [216]. Bong thoi, hé théng chong oxy hoa, bao gom céac chat nhu SOD, CAT,
APX, phenolic va DPPH, duoc kich hoat dé giam thiéu thiét hai oxy hoéa do ROS tao
ra trong qua trinh thyc vat bi thwong. Phong vé chong oxy hda rat quan trong dé duy
tri can bang té bao va thuc day su phat trién cua ré. Cac mau cay TCL, véi bé mat vét
thuong 16N, ¢6 thé gay ra phan ung stress do vét thuong 16n hon so véi CAC mau cay
binh thudng, diéu ndy c6 thé thuc day dang ké céc hé théng chdng oxy héa trong mau
cay.

Thuc vat thuong gap phai nhiéu tac nhan gay stress sinh hoc va phi sinh hoc,
kich hoat cac phan &ng phan tir va té bao phuc tap. Cac phan ¢ng stress nay lién quan
dén mot mang ludi cac con dudng truyén tin hiéu dan dén san xuat cac chat chuyén
hoa thir cip dong vai trd quan trong trong qué trinh phong vé va thich nghi cua thyuc
vat [217]. Thuc vat da phat trién cac co ché dé phat hién stress, bao gom céc thu thé
xuyén mang nhan biét cac phan tir lién quan dén mam bénh va céc intracellular

nucleotide-binding leucine-rich repeat proteins (protein cé trong té bao, dong vai tro
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quan trong trong co ché nhan dién va phan ung cua té bao véi céc tin hiéu tir moi
truong bén ngoai), ca hai déu dong vai tro quan trong trong viéc khai tao cac phan
rng phong vé [218]. Céc con duong truyén tin hiéu duoc kich hoat khi thuc vat phat
hién ra stress, dan dén nhimng thay d6i vé mit sinh 1y, chiang han nhu diéu hoa thim
thau, phong vé chdng oxy hoa va tc ché sy phét trién cia mam bénh. Céc qué trinh
nay thudng lién quan dén viéc diéu hoa ting cac gene phan ¢ng véi stress, dan dén
san xuat cac phan ta, chang han nhu chat bao vé tham thau, enzyme giai doc va
chaperone, gitp bao vé té bao khoi bi ton thuong [219]. Cac yéu té chinh caa phan
{rng stress bao gdm san xuat ROS, hormone noi sinh, ET va kich hoat cac dong ion

Vva C4c yéu té phién ma diéu chinh quaé trinh tong hop chéat chuyén héa tha cap [220].

3.3.3. Swsinh tang hep cac hep chdt thi cdp cia ré bét dinh c6 nguén géc tir méu

I6ng than va ITCL l16ng than cay diép ha chau

Ham luong cac hop chat thir cap giita hai loai mau cay I6ng than va ITCL Iéng
than cua cay diép ha chau da duoc ghi nhan (Hinh 3.43 va 3.44). Mau cay ITCL l16ng
than cho thay su gia ting dang ké nong do cac chat chuyén hoa thir cap so véi mau
cay 16ng than. Cu thé, ham luong cua hai hop chat chuyén héa thi cap quan trong,
phyllanthin va hypophyllanthin, trong ré bat dinh c6 nguén goc tir mau ITCL I6ng
than (lan luot 12 9,03 va 16,01 pg/g) cao hon dang ké so vai mau cay 16ng than (lan
luot 1a 3,99 dén 11,54 pg/g) sau 60 ngay nudi cy (Hinh 3.43). Hon nita, c4c hop chét
nhu gallic acid, catechin, chlorogenic acid, EGCG, rutin, ellagic acid (EA), quercetin,
apigenin va quercitrin déu c6 néng do ting 1én trong mau ITCL I6ng than. Cu thé,
trong mau 1ITCL 16ng than, ham luong catechin dat 35,2389 pg/g, chlorogenic acid
dat 21,6570 pg/g va EGCG dat 37,9013 pg/g, cao hon so voi mau 16ng than twong
tng (31,8367; 12,8887 va 24,9792 pg/g) (Hinh 3.44). Bong thoi, cac hop chat
phenolic khac nhu quercetin va rutin cling ting dang ké & mau ITCL 16ng than (Hinh
3.44). Su gia ting ham luong cac hop chit thir cap nay cho thay ki thuat TCL khong
chi thuc day phat sinh hinh thai ma con kich hoat qua trinh téi lap trinh chuyén hoa
thi cip, gop phan nang cao gia tri duoc liéu cua cay diép ha chau trong diéu kién

nudi cay in vitro.
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Hinh 3.43. Su sinh tong hop phyllanthin va hypophyllanthin trong ré bat dinh c6

ngudn gdc tir mau 16ng than va ITCL 16ng than cay diép ha chau sau 60 nudi cay.

Thuc vat thuong xuyén phai déi mit véi ton thuong co hoc nén s¢ hitu mot hé
thdng trao doi chat phuc tap nham tong hop nhanh chong cac protein va chat chuyén
hoa tht cip dé ngin chan sy xdm nhap mam bénh vao vung bi thuong [221]. Mot
trong nhitng phan ang sém nhat I tao ra ROS, dong vai trd quan trong trong co ché
phong vé cua thyc vat. Cac con duong truyén tin hiéu ROS kich hoat va anh huong
dén qué trinh tdng hop cac chat chuyén hoa thir cap, bao gdm phenolic, alkaloids va
terpenoid. Viéc san xuat cac chat chuyén hoa thir cap do vét thuong gay ra co thé
duogc khai thac nhu mét chién lugc thiét thuc va hiéu qua dé tao ra cac hop chat c6
hoat tinh sinh hoc & muc cao [222, 223]. Ngoai ROS, cac phan tar truyén tin hiéu
khac, chang han nhu ET, di duoc béo cdo 1a c6 tac dung trung gian cho cac phan tng
stress & thuc vat [223]. Tan dung san xuat chat chuyén hoa thir cap do stress vét
thuong tao ra la mot phuong phap thyc té va hiéu qua dé tao ra mot sb lugng 16n céc
hop chit ¢6 hoat tinh sinh hoc [223]. Vi dy, cdy ca rét phan ¢ng véi stress do vét
thuong, san xuat va tich tu cac hop chat phenolic (caffeoylquinic acid) [223]. Trong
nghién ciru ndy, su gia ting cac chat chuyén hda thir cip, dac biét 1a phyllanthin va
hypophyllanthin, trong mau ¢ ngudn gbc tir ITCL 16ng than so véi mau 16ng than.
Diéu nay c6 thé 1a do cac dic diém cia mau ITCL (mau mong, bé mat vét thuong 16n,
v.v.) anh huéng déng ké dén qué trinh tong hop ET va hé théng chéng oxy hoa, do

d6 1am ting qua trinh tong hop cac chat chuyén hoa thir cip nay trong mau cay.
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Hinh 3.44. Sy sinh tong hop cia 9 hop chat tha cap trong mau cay 16ng than va ITCL 16ng than cay diép ha chau sau 60 ngay nudi cay.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN

N@i dung 1: Nghién ciru chon nguén mau cdy tbi wu cho qua trinh phat sinh hinh thai

in Vitro ¢ cdy chanh day, dong tién va diép ha chau

Két qua nghién ctru dd xac dinh duoc nguon mau ciy téi wu cho qua trinh phat
sinh hinh thai in vitro & ba ddi twong nghién cau. O cdy chanh day, 16ng than tht 3
cho kha ning tai sinh chdi bat dinh cao nhat. O cay hoa dong tién, giai doan nu hoa
la ngudn mau thich hop nhat cho phéat sinh phdi soma. O cay diép ha chau, 16ng than
th 2 tdi vu cho hinh thanh mé seo, trong khi 16ng than thir 3 thuc day manh qué trinh
phét sinh ré bat dinh. K§ thuat ITCL cho hiéu qua vuot trdi so véi phuong phap cay
truyén thng, thé hién qua viéc tang ty 1& va chat lugng chdi, phdi soma, md seo va
ré bat dinh & ca ba loai TCL da dwgc chang minh 13 hiéu qua vuot troi so vai cac ky
thuat cay truyén théng. Trong nghién ciru nay, cac mau ITCL gitp ting ty 18 va chat

luong choi, phdi soma, mo seo va ré bat dinh & ca ba ddi tugng duoc nghién ctu.

Noi dung 2: Nghién ciru méi twong quan giita ham lugng hormone néi sinh trong
qua trinh phat sinh hinh thai cua cdy chanh day, ciy hoa dong tién va cay diép ha

chau

Nghién ctru vé su bién dong cua cac hormone noi sinh trong qua trinh phéat sinh
chéi bat dinh, mo seo va ré bt dinh & cay hoa dong tién va cay diép ha chau da chi
ra rang cac hormone thuc vat nhu IAA, CKs, GAs, ABA, MEL va SA c6 vai tro quan
trong trong viéc diéu hoa cic qua trinh sinh 1y va sinh hoa lién quan dén kha ning
phét sinh hinh thai cua thuc vat. Cac két qua cho thdy, su thay doi ty 1é giita cac
hormone nay trong sudt qua trinh nudi ciy anh huang truc tiép dén phan chia té bao,
va su hinh thanh cac mé seo, phdi soma, chdi va ré bat dinh.

O cay chanh day, su phdi hop giita IAA va CKs quyét dinh hiéu qua tai sinh
chdi bat dinh. O cay hoa dong tién, CKs va GAs 1a cac hormone chu dao lién quan
dén qua trinh phat sinh phdi soma. O cy diép ha chau, IAA va ABA chi phdi su hinh
thanh md seo va ré bat dinh. K§ thuat ITCL g6p phan tbi uvu héa can bang hormone

ndi sinh, qua d6 nang cao hiéu qua phat sinh hinh thai so véi mau cay thong thuong.
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Néi dung 3: Nghién ctru anh huéng cua ky thuat nudi cay I6p méng té bao I1&n hoat
tinh enzyme khang oxy hda trong qué trinh phat sinh choi cay chanh day, phdi soma
cay hoa dong tién va ré bat dinh cay diép ha chau; sy tich lity hop chét thir cap & ré
bit dinh cay diép ha chau

Két qua nghién ctiu cho thay ki thuat nudi cdy TCL c6 anh huong rd rét dén
kha ning tich liiy ET trong qua trinh phat sinh hinh thai in vitro. So véi mau cay
truyén théng, cac mau TCL thé hién su tich lity ET cao hon va c6 méi tuong quan
chit ché& vai hiéu qua phét sinh hinh thai, bao gdm tai sinh chdi bat dinh ¢ cay chanh
day, hinh thanh phdi soma ¢ cay hoa ddng tién va phat sinh ré bat dinh ¢ cay diép ha
chau. ET khong chi dong vai trd 1a san pham phu cia stress nudi cdy ma con tham
gia diéu hoa qua trinh phan chia, biét hda té bao va twong tic véi cac hormone noi
sinh khéc trong tung giai doan phat sinh hinh thai.

Bén canh d6, ky thuat TCL con gop phan diéu chinh hoat dong cua hé thong
chbng oxy hoa, thé hién qua su gia ting hoat 46 ctia cac enzyme SOD, CAT va APX,
cling nhu su thay d6i ham luong céc hop chat chong oxy hoa khdng enzyme. Nhiing
két qua nay cho thiy TCL tao ra trang thai stress sinh ly c6 kiém soat, qua d6 thic
day dong thoi qué trinh phét sinh hinh thai va kha niang thich nghi sinh 1y ctia mo
nudi cay in vitro.

KIEN NGHI

Trong khuén kho vé pham vi va giéi han nghién ctu nhat dinh, nghién ctiu nay
chi durng lai viéc ghi nhan budc dau danh gia méi tuong quan giira hormone noi sinh
va qua trinh phat sinh hinh thai. Do d6, dé c6 thé nghién ciu sau, hoan chinh va c6
kha nang ng dung cao hon, mot sé kién nghi dugc dé xuit nhu sau:

Tiép tuc nghién citu mdi twong quan cia hormone noi sinh trong qua trinh phéat
sinh hinh thai ¢ cac dbi tugng thuc vat khac nhau.

Nghién ctru méi twong quan gitra ham luong hormone ndi sinh va cac gene c6
lién quan dén sinh tong hop cac hormone nay va cac gene lién quan dén phét sinh
hinh thai.
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PHU LUC

S.1. Méi twong quan ctia cAc hormone noi sinh va qua trinh phét sinh choi bat dinh ¢4 ngudn géc tir mau 16ng than (A) va ITCL 16ng than
cta cdy chanh day (B). Hé s6 twong quan duoc tinh toan dua trén twong quan Pearson. Mau do biéu thi mbi twong quan thuan, trong khi

mau xanh biéu thi mdi twong quan nghich.
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S.2. Méi twong quan cia cac hormone ni sinh va qua trinh phat sinh phéi soma c6 ngudn géc tir mau dé hoa (A) va ITCL dé hoa cua cay

hoa ddng tién (B). Hé s6 twong quan dugc tinh toan dya trén trong quan Pearson. Mau d6 biéu thi méi twong quan thuan, trong khi mau

xanh biéu thi méi twong quan nghich.
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S.3. Méi twong quan cia cAc hormone noi sinh va qué trinh phat sinh mé seo ¢ ngudn géc tir mau 16ng than (A) va ITCL 16ng than cua

cay diép ha chau (B). Hé s twong quan duoc tinh todn dia trén tuong quan Pearson. Mau d6 biéu thi méi twong quan thuan, trong khi

mau xanh biéu thi mdi twong quan nghich.
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S.4. Mbi turong quan cua cac hormone ndi sinh va qua trinh phat sinh ré bat dinh c6 ngudn gdc tir mau 16ng than (A) va ITCL 16ng than

cua cay diép ha chau (B). Hé sb twong quan dugc tinh toan duya trén tuong quan Pearson. Mau do6 biéu thi méi trong quan thuan, trong khi

mau xanh biéu thi méi twong quan nghich.
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