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2,4-D  
2,4-Dichlorophenoxyacetic 

acid  
 

2iP N6-isopentenyladenine  

ABA  Abscisic acid  Axit abscisic 

APX Ascorbate peroxidase  

AUX Auxin  

Ar Adventitious root Rễ bất định 

BA  6-Benzyladenine  

CAT Catalase  

CKs Cytokinins  

Cor Cortex Mô giữa 

DW Dry weight Khối lượng khô 

E Explant Mẫu cấy 

EA Ellagic acid Axit ellagic 

En Edodermis Lớp nội bì 

Epi Epidermis Lớp biểu bì 

ET  Ethylene  

GA1 Gibberellin acid A1 Axit gibberellic A1 

GA3  Gibberellic acid A3  Axit gibberellic A3 

GA4 Gibberellin acid A4 Axit gibberellic A4 

H2O2 Hydrogen peroxide  
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IBA  Indole-3-butyric acid  Axit indole-3-butyric 

iPA Indole-3-propionic acid Axit indole-3-propionic 

JA Jasmonic acid Axit jasmonic 

KIN Kinetin  

lTCL  Longitudinal thin cell layer  Lớp mỏng tế bào cắt dọc 

MS  Murashige and Skoog (1962)  Murashige và Skoog (1962) 
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6-(3-hydroxybenzylamino) 

purine/Meta-Topolin 
 

NAA  1-Naphthaleneacetic acid   

MEL N-acetyl-5-

methoxytryptamine/Melatonin 
 

PGR  Plant growth regulator  
Chất điều hoà sinh trưởng 

thực vật 

ROS Reactive Oxygen Species Các gốc oxy phản ứng 

SOD Superoxide dismutase  

SA Salicylic acid Axit salicylic 

SPAD  
Soil Plant Analysis 

Development  
Chỉ số diệp lục tố 

TCL  Thin cell layer  Lớp mỏng tế bào 

TDZ  Thidiazuron  

tTCL  Transverse thin cell layer  Lớp mỏng tế bào cắt ngang 

UHPLC-UV Ultra-high-performance liquid 

chromatographic coupled with 

an ultraviolet detector 

Sắc ký lỏng siêu hiệu năng 

kết hợp đầu dò UV 

ZEA trans-Zeatin  
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MỞ ĐẦU 

Tính cấp thiết của luận án 

Khả năng phát sinh hình thái của mô và tế bào thực vật trong điều kiện nuôi cấy 

in vitro đã mở ra nhiều ứng dụng trong nghiên cứu thực vật học cơ bản, hóa sinh, 

nhân giống, chọn tạo giống và phát triển cây trồng chuyển gene. Quá trình này chịu 

tác động của nhiều yếu tố như môi trường nuôi cấy, ánh sáng, loại mẫu cấy và chất 

điều hòa sinh trưởng thực vật (PGRs) được bổ sung vào môi trường. Trong đó, mẫu 

cấy là một trong những yếu tố quan trọng tạo nên sự thành công của quy trình nuôi 

cấy mô thực vật. Trong nuôi cấy mô thực vật, cả mẫu nhỏ (tế bào, mô) và lớn (toàn 

bộ cơ quan) đều có thể được sử dụng làm mẫu cấy để tái sinh hoặc hình thành cơ 

quan in vitro. Việc lựa chọn mẫu cấy đóng vai trò quan trọng và cần được tối ưu hóa 

khi bắt đầu các thử nghiệm nuôi cấy [1], do các mẫu cấy khác nhau có thể phản ứng 

khác nhau khi nuôi cấy trong cùng môi trường tái sinh và điều kiện nuôi cấy.  

Kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào (Thin Cell Layer - TCL) giúp xác định được 

loại mẫu cấy thích hợp, vì mẫu lTCL (lớp mỏng tế bào theo chiều dọc - Longitudinal 

thin cell layer) chỉ bao gồm một hoặc hai loại mô (như biểu bì và dưới biểu bì), còn 

mẫu tTCL (lớp mỏng tế bào theo chiều ngang - Transverse thin cell layer) có thể bao 

gồm nhiều loại mô khác nhau [2]. Kỹ thuật TCL đã thành công trong việc phát sinh 

hình thái và tái sinh ở nhiều loài thực vật như cây lan, cây thuốc, cây thân gỗ và cây 

rau [3], chứng minh tính ưu việt trong nghiên cứu cơ chế hình thái và sự phát triển 

thực vật [4, 5]. 

TCL cũng giúp phân tích sự biến động hormone nội sinh nhờ lượng hormone 

nội sinh trong mẫu thấp. Hormone thực vật nội sinh như auxin, cytokinin, gibberellin, 

ethylene và abscisic acid đóng vai trò quan trọng từ giai đoạn hình thành phôi đến già 

hóa cây. Các hormone này không hoạt động độc lập mà thường tương tác với nhau 

trong quá trình kích thích hoặc ức chế sự phát triển [6]. Ngoài hormone nội sinh, 

PGRs, các hợp chất hóa học tổng hợp, cũng được sử dụng phổ biến trong nuôi cấy 

mô để thúc đẩy các quá trình như tạo mô sẹo, hình thành phôi soma, tái sinh chồi, tạo 

rễ và ra hoa [7, 8]. Tuy nhiên, hiệu quả tái sinh của thực vật phụ thuộc vào những 

thay đổi của hormone nội sinh và kết quả của các quá trình truyền tín hiệu tế bào 

thông qua việc vận chuyển PGRs từ môi trường đến tế bào/mô đích [9, 10]. Cho dù 
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hàm lượng PGRs trong môi trường tái sinh in vitro cao đến đâu, quá trình phát sinh 

hình thái xảy ra đều bị giới hạn bởi nồng độ hoặc khả năng sử dụng của hormone nội 

sinh trong mẫu thực vật [10, 11]. Bên cạnh đó, đã có các báo cáo cho thấy nồng độ 

hormone nội sinh có hiệu quả hơn trong quá trình tái sinh in vitro so với PGRs ngoại 

sinh [12-14]. 

Vì vậy, đề tài “Nghiên cứu mối tương quan giữa hormone và khả năng phát 

sinh hình thái thông qua kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào trên cây chanh dây, 

đồng tiền và diệp hạ châu” lần đầu tiên tiến hành đánh giá mối tương quan giữa 

hormone nội sinh và quá trình phát sinh hình thái thông qua kỹ thuật TCL trên ba đối 

tượng cây trồng là cây ăn trái (cây chanh dây), cây hoa cắt cành (cây hoa đồng tiền) 

và cây dược liệu (cây diệp hạ châu) nhằm khẳng định vai trò của các hormone nội 

sinh trong quá trình phát sinh hình thái in vitro của thực vật.  

Mục tiêu nghiên cứu 

Xác định mối tương quan giữa hàm lượng hormone nội sinh và khả năng phát 

sinh hình thái thông qua kỹ thuật nuôi cấy TCL trên cây chanh dây, đồng tiền và diệp 

hạ châu. 

Ý nghĩa khoa học của đề tài 

Cung cấp các dữ liệu khoa học cơ bản về mối tương quan giữa hormone nội sinh 

và quá trình phát sinh hình thái thông qua sử dụng kỹ thuật TCL ở cây chanh dây, 

đồng tiền và diệp hạ châu. 

Ý nghĩa thực tiễn của đề tài 

Góp phần nâng cao khả năng tái sinh của cây trồng nuôi cấy in vitro thông qua 

việc làm rõ mối tương tác giữa hormone nội sinh và quá trình phát sinh hình thái; từ 

đó, xác định được loại hormone nào là cần thiết cho từng giai đoạn phát sinh hình 

thái của thực vật. 

Kết quả nghiên cứu có thể được ứng dụng để thiết lập quy trình nhân giống in 

vitro hiệu quả cho các loài cây có giá trị như chanh dây, đồng tiền và diệp hạ châu. 
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Đối tượng và phạm vi nghiên cứu của đề tài 

Đối tượng nghiên cứu 

Mối tương quan giữa hormone nội sinh (IAA, CKs, GA3, ABA, SA, JA, MEL 

và ET) và khả năng phát sinh hình thái thông qua hệ thống nuôi cấy TCL ở cây chanh 

dây, hoa đồng tiền và diệp hạ châu. 

Phạm vi nghiên cứu 

Đề tài tập trung nghiên cứu trong điều kiện nuôi cấy in vitro, sử dụng kỹ thuật 

nuôi cấy TCL để khảo sát sự biến động và mối tương quan của hormone nội sinh, sự 

tích lũy của ethylene và hoạt độ của hệ thống chống oxy hóa trong quá trình phát sinh 

hình thái ở ba loài thực vật: hình thành chồi ở cây chanh dây, phát sinh phôi soma ở 

cây hoa đồng tiền và phát sinh mô sẹo, rễ bất định ở cây diệp hạ châu. Các nghiên 

cứu chỉ được tiến hành trong điều kiện phòng thí nghiệm. 

Những đóng góp mới của luận án 

Nghiên cứu này lần đầu tiên áp dụng kỹ thuật nuôi cấy TCL để đánh giá một 

cách hệ thống mối tương quan giữa hormone nội sinh, ethylene và hoạt tính hệ thống 

chống oxy hóa với quá trình phát sinh hình thái (chồi bất định, phôi soma, mô sẹo và 

rễ bất định) ở ba nhóm cây trồng có giá trị sinh học và kinh tế khác nhau bao gồm 

cây ăn trái (chanh dây), cây hoa cắt cành (hoa đồng tiền) và cây dược liệu (diệp hạ 

châu). Trong phạm vi nghiên cứu, luận án đã cung cấp một số dữ liệu khoa học mang 

tính mới nhất định: 

Nghiên cứu xác định được nguồn mẫu cấy tối ưu (vị trí lóng, độ tuổi của mẫu 

cấy) cho từng loài thực vật nhằm nâng cao hiệu quả phát sinh hình thái. Kỹ thuật TCL 

được chứng minh vượt trội so với kỹ thuật nuôi cấy truyền thống dựa trên hiệu quả 

tái sinh. 

Nghiên cứu cung cấp thông tin khoa học về mối tương quan giữa các hormone 

nội sinh (IAA, CKs, GA₃, ABA, MEL, SA, JA) và quá trình phát sinh hình thái in 

vitro. Đặc biệt, luận án đã xác định được các tỷ lệ hormone quan trọng có ảnh hưởng 

điều hòa phân chia tế bào, cảm ứng mô và tái sinh cơ quan. Mối tương quan này khác 

nhau tùy theo giai đoạn và loại mẫu cấy, phản ánh cơ chế điều hòa hormone mang 

tính khác biệt theo loài và phụ thuộc điều kiện nuôi cấy. 
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Trong phạm vi nghiên cứu, các kết quả đã chứng minh vai trò điều hòa của 

ethylene trong nuôi cấy TCL, với sự tích lũy ethylene tương quan thuận với hiệu quả 

phát sinh hình thái. Phân tích hệ thống chống oxy hóa (SOD, CAT, APX, DPPH, 

phenolic) và hợp chất thứ cấp cho thấy TCL không chỉ cải thiện khả năng tái sinh mà 

còn tăng cường khả năng chống chịu và tích lũy hoạt chất sinh học, đặc biệt ở cây 

diệp hạ châu. Đây là những minh chứng quan trọng cho tiềm năng ứng dụng TCL 

trong sản xuất cây dược liệu và cây trồng có giá trị cao. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Phát sinh hình thái của thực vật 

Phát sinh hình thái là vấn đề cơ bản và phức tạp của quá trình sinh trưởng của 

thực vật. Kể từ cuối thế kỷ trước, các định nghĩa khác nhau (không có sự mâu thuẫn) 

về khái niệm phát sinh hình thái đã được đề xuất: (1) một loạt các thay đổi liên tục 

trong quá trình phát triển cá thể dẫn đến sự hình thành cấu trúc không gian đặc trưng 

của loài [15]; (2) quá trình hình thành các cấu trúc khác nhau (không chỉ các cơ quan) 

ở cấp độ dưới phân tử, phân tử, siêu phân tử, tế bào, mô và toàn bộ cơ thể [16]; (3) 

quá trình xuất hiện các dạng và cấu trúc mới trong quá trình phát triển của cá thể [17]; 

(4) tổng hợp các quá trình biệt hóa tế bào diễn ra bên trong một sinh vật đa bào đang 

phát triển để hình thành và biệt hóa các mô và cơ quan chuyên biệt [18] và (5) sự hình 

thành và biệt hóa của các mô và cơ quan của một sinh vật đa bào [19]. Marchenko 

[18] đã đề xuất rằng sự phát triển cá thể của các sinh vật sống, sự tiến hóa vi mô và 

vĩ mô của chúng, có thể được coi là tiềm năng di truyền hình thái của tế bào. Hai con 

đường chính dẫn đến tái sinh toàn bộ cây – điều kiện tiên quyết cho hầu hết các ứng 

dụng tạo giống cây trồng, di truyền và chuyển gene - liên quan đến hình thành phôi 

soma hoặc tái sinh chồi sau đó là hình thành rễ. Quá trình tái sinh thực vật in vitro 

thông qua hai con đường chính là phát sinh cơ quan mới và phát sinh phôi soma. Hai 

con đường này chia sẻ một số đặc điểm chung là cả hai đều dựa vào tính toàn năng 

(totipotency) của các tế bào soma, sự kích thích của hormone nội sinh, trải qua quá 

trình tăng sinh, lập trình lại gene, phản biệt hóa và hấp thu năng lượng tạo cơ quan 

hoặc phôi soma, dẫn đến sự phát sinh và phát triển của thực vật [20, 21].  

Quan điểm về khả năng tái sinh của tế bào thực vật bắt nguồn từ Haberlandt 

[22], ông đã đưa ra giả thuyết đầu tiên về thuyết toàn năng “về mặt lý thuyết, tất cả 

các tế bào thực vật đều có thể tạo ra một cây hoàn chỉnh”. Trong khi Haberlandt chỉ 

thành công trong việc duy trì sự sống của mẫu mô thực vật trong điều kiện nuôi cấy 

in vitro, Hannig [23] đã thành công phân chia tế bào thực vật in vitro và Simon [24] 

là người đầu tiên tái sinh chồi từ mô sẹo. Tuy nhiên, phải mất nửa thế kỷ để kiểm soát 

quá trình tái sinh cơ quan thực vật: Skoog [25] đã thành công trong việc biệt hóa cơ 

quan bằng cách thay đổi nồng độ của auxin và cytokinin trong môi trường nuôi cấy. 

Kể từ đó, dựa trên các thí nghiệm của họ, quá trình tái sinh chồi đã được thiết lập cho 
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nhiều loại thực vật, với các ứng dụng chẳng hạn như trong vi nhân giống, tạo đột biến 

và đa bội. Một loạt các sự kiện xảy ra trước khi quá trình tái sinh chồi diễn ra [26] và 

tùy thuộc vào loài thực vật và mẫu cấy được sử dụng, các phương pháp xử lý khác 

nhau được áp dụng. Hơn nữa, mặc dù đối với một số cây, quá trình hình thành rễ diễn 

ra tự nhiên, nhưng đối với những cây khác, quá trình này khó hoặc thậm chí không 

thể đạt được [27]. Do đó, việc phát triển các giao thức tái sinh rễ và chồi hiệu quả cho 

nhiều loại cây có tầm quan trọng về mặt kinh tế vẫn còn khó khăn và chủ yếu là vấn 

đề thử nghiệm và sai sót và do đó, ít hoặc không có gene được chuyển được cho 

những loại cây này vì hạn chế về quy trình tái sinh hiệu quả.  

Tái sinh cơ quan mới 

Chồi và rễ có thể giữ lại chức năng mô phân sinh đỉnh của chúng ngay cả sau 

khi một phần mô phân sinh của chúng bị loại bỏ. Tuy nhiên, khi toàn bộ mô phân 

sinh bị cắt bỏ, các tế bào thực vật của các mô hoặc cơ quan đã biệt hóa có khả năng 

tạo ra các chồi và rễ mới thông qua quá trình tái sinh cơ quan mới [28]. Quá trình tái 

sinh của thực vật trong điều kiện nuôi cấy in vitro bằng quá trình sinh cơ quan là kết 

quả của quá trình hình thành cơ quan thông qua quá trình phản biệt hóa của các tế 

bào đã biệt hóa và tổ chức lại quá trình phân chia tế bào để tạo ra các tế bào và mô 

phân sinh của cơ quan cụ thể sau khi liên kết các mạch dẫn giữa mẫu cấy và cơ quan 

mới tái sinh [29].  

Tái sinh chồi là một quá trình quan trọng liên quan đến sự chuyển đổi số phận 

tế bào hàng loạt trong các tế bào mô sẹo và sự sắp xếp lại không gian của các đặc tính 

tế bào [30]. Đối với chồi bất định, đặc trưng cốt lõi là khả năng tái sinh cơ quan mới 

từ các mô đã biệt hóa. Khi mô phân sinh ban đầu bị loại bỏ hoặc mô thực vật bị tổn 

thương, các tế bào soma có thể trải qua quá trình phản biệt hóa, sau đó tái tổ chức 

hoạt động phân chia để hình thành mô phân sinh cơ quan, dẫn đến sự phát sinh chồi 

hoặc rễ bất định. Về mặt phát triển, các cơ quan tái sinh này thường được hình thành 

một cách hoàn chỉnh thông qua việc thiết lập hệ thống liên kết mạch dẫn giữa mẫu 

cấy ban đầu và cơ quan mới, đảm bảo sự vận chuyển nước, dinh dưỡng và tín hiệu 

điều hòa. 

Ở cấp độ điều hòa sinh lý, sự thay đổi cân bằng auxin - cytokinin đóng vai trò 

quyết định trong định hướng biệt hóa cơ quan: nồng độ auxin cao tương đối thường 

thuận lợi cho sự hình thành rễ, trong khi cytokinin ưu thế thúc đẩy quá trình hình 
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thành chồi. Các nghiên cứu hiện đại tiếp tục làm rõ rằng quá trình tái sinh chồi de 

novo không chỉ phụ thuộc vào hàm lượng hormone mà còn chịu chi phối bởi hấp thu, 

vận chuyển phân cực và mạng lưới tín hiệu hormone trong mô cấy. 

Trong điều kiện nuôi cấy in vitro, sự khởi đầu và biệt hóa các giai đoạn sinh lý 

của quá trình ra rễ bất định có thể được khởi đầu bằng sự thay đổi nồng độ auxin nội 

sinh trong mẫu cấy và việc bổ sung auxin ngoại sinh thích hợp vào môi trường nuôi 

cấy [31]. Rễ bất định có thể được hình thành thông qua quá trình sinh cơ quan trực 

tiếp từ các tế bào tầng sinh gỗ và quá trình sinh cơ quan gián tiếp từ các mô sẹo [32]. 

Bên cạnh đó, tín hiệu vết thương là một đặc trưng phổ biến của hệ thống nuôi cấy in 

vitro. Vết thương cơ học trong quá trình lấy mẫu có thể kích hoạt các đáp ứng phòng 

vệ sớm, bao gồm sự tích lũy các dạng oxy phản ứng, đồng thời khởi động các quá 

trình tái khởi động chu kỳ tế bào và tái tạo hệ mạch dẫn. Những đáp ứng này có tác 

động trực tiếp đến hiệu quả tái sinh chồi và rễ bất định. 

Phát sinh phôi soma 

Phát sinh phôi soma là phương pháp nhanh chóng và hiệu quả nhất để có thể 

sản xuất hàng loạt các cây giống với đặc điểm ưu việt nhằm đáp ứng nhu cầu sản xuất 

[33]. Nhiều yếu tố như nguồn gốc của mô cấy, môi trường nuôi cấy và điều kiện môi 

trường in vitro ảnh hưởng đến sự thành công hay thất bại của quá trình phát sinh phôi 

soma [34]. Quá trính phát sinh phôi soma là một quá trình phức tạp, trong đó các tế 

bào soma trải qua sự tái cấu trúc thông qua một loạt các thay đổi về hình thái, sinh lý 

và phân tử để hình thành các tế bào tạo phôi trong điều kiện nuôi cấy in vitro và sau 

đó các tế bào tạo phôi này dần phát triển và chuyển hóa thành các mô qua các bước 

tương tự như quá trình tạo phôi hữu tính [35]. Đối với nhiều loài thực vật, tiềm năng 

tạo phôi soma giảm dần trong mô sẹo tạo phôi soma qua các lần tái nuôi cấy là vấn 

đề phổ biến và là một trong những vấn đề quan trọng ngăn cản việc áp dụng thương 

mại kỹ thuật quá trình phát sinh phôi soma [36]. 

Phôi soma mang đặc trưng của một cấu trúc phát triển độc lập, có tính lưỡng 

cực, đồng thời hình thành cực chồi và cực rễ ngay từ giai đoạn đầu. Quá trình phát 

sinh phôi soma phản ánh sự chuyển đổi trạng thái phát triển sâu sắc của tế bào soma 

sang chương trình phát triển kiểu phôi, cho phép hình thành cây hoàn chỉnh mà không 

cần giai đoạn sinh cơ quan trung gian. Về mặt ứng dụng, chồi bất định thường được 

khai thác trong các hệ tái sinh định hướng cơ quan, trong khi phôi soma đặc biệt phù 
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hợp cho nhân giống hàng loạt nhờ khả năng tạo số lượng lớn cá thể đồng nhất trong 

thời gian ngắn. 

Tái sinh mô sẹo 

Thực vật tạo ra các khối tế bào không có tổ chức, chẳng hạn như mô sẹo hoặc 

các mô tăng sinh bất thường, để đáp ứng với các căng thẳng, chẳng hạn như vết 

thương hoặc nhiễm mầm bệnh. Sự hình thành mô sẹo ở thực vật đã được mô tả cách 

đây hơn 200 năm [37]. Thuật ngữ "mô sẹo" bắt nguồn từ tiếng Latin là callum, có 

nghĩa là cứng và trong y học, nó ám chỉ sự dày lên của mô da. "Mô sẹo" trong những 

ngày đầu của sinh học thực vật đề cập đến sự phát triển mạnh của các tế bào và sự 

tích tụ mô sẹo liên quan đến vết thương. Ngày nay, cùng một từ này được sử dụng 

rộng rãi hơn và các khối tế bào không có tổ chức được gọi chung là mô sẹo. Mô sẹo 

có thể được tạo ra từ một tế bào biệt hóa duy nhất và nhiều tế bào mô sẹo là toàn 

năng, có khả năng tái tạo toàn bộ cơ thể thực vật [38].  

Cả quá trình phát sinh cơ quan mới và phát sinh phôi soma đều có thể diễn ra 

có hoặc không có giai đoạn trung gian (thông qua mô sẹo) và có thể xảy ra một cách 

tự phát (không có chất điều hòa sinh trưởng ngoại sinh - PGRs) hoặc được kích thích 

bởi PRGs. Trong một số điều kiện nhất định, các tế bào mô sẹo cũng trải qua quá 

trình phôi soma, một quá trình trong đó phôi được tạo ra từ các tế bào soma trưởng 

thành [39]. Do đó, ít nhất một số dạng hình thành mô sẹo được cho là liên quan đến 

sự mất biệt hóa tế bào. Tuy nhiên, người ta cũng thừa nhận rằng mô sẹo rất đa dạng 

và có thể được phân loại thành các phân nhóm dựa trên các đặc điểm vĩ mô của chúng. 

Ví dụ, mô sẹo không có sự tái sinh cơ quan rõ ràng thường được gọi là mô sẹo xốp 

hoặc mô sẹo cứng. Các mô sẹo khác thể hiện một số mức độ tái sinh cơ quan được 

gọi là mô sẹo rễ, mô sẹo chồi hoặc mô sẹo phôi, tùy thuộc vào cơ quan mà chúng tạo 

ra [40]. Người ta cũng biết rằng các loại mô sẹo khác nhau ở Arabidopsis thaliana có 

hồ sơ biểu hiện gene riêng biệt [41]. Do đó, thuật ngữ mô sẹo bao gồm các tế bào có 

nhiều mức độ biệt hóa khác nhau.  

Để nghiên cứu sự phát sinh hình thái của thực vật, nhiều phương pháp tiếp cận 

khác nhau đang được phát triển, bao gồm các phương pháp tiếp cận cấu trúc, sinh lý 

– sinh hóa. Phương pháp nuôi cấy in vitro có thể giúp nghiên cứu một cách chi tiết 

các quá trình phát sinh hình thái phức tạp và cơ chế điều chỉnh của chúng trong các 
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điều kiện thí nghiệm có kiểm soát, góp phần tìm hiểu các mô hình và đặc điểm của 

quá trình phát sinh hình thái ở thực vật [42]. 

Sự tái sinh của thực vật sau khi mô bị tổn thương được gọi là sự hình thành cơ 

quan mới, trong đó các cơ quan như chồi và rễ được tái sinh từ vị trí vết thương và 

các cơ quan bị tách ra. Một trong những yếu tố quan trọng tác động lên sự tái sinh 

của thực vật là mạng lưới tín hiệu vết thương, vì vết thương cơ học là hệ quả tất yếu 

của các thao tác trong quá trình nuôi cấy in vitro. Tín hiệu vết thương kích hoạt các 

phản ứng phòng vệ, chẳng hạn như sản xuất các gốc oxy hóa (Reactive Oxygen 

Species – ROS) làm ảnh hưởng đến quá trình tái sinh của thực vật [43], cũng như các 

phản ứng chữa lành vết thương bao gồm quá trình phân chia, kích hoạt lại chu kỳ tế 

bào và tái tạo mạch dẫn [44]. Do đó, vết thương có thể kích thích cảm ứng SE [45] 

và SD [46]. Mặt khác, hình dạng của mỗi tế bào thực vật còn phụ thuộc vào hướng 

mở rộng của tế bào, được quy định bởi các đặc tính của thành tế bào và đặc biệt là do 

hướng của các vi sợi cellulose trong thành tế bào [47, 48]. Có rất nhiều yếu tố ảnh 

hưởng đến quá trình phát sinh hình thái của thực vật như môi trường nuôi cấy, loại 

PGRs bổ sung vào môi trường nuôi cấy, ánh sáng, …; trong đó mẫu cấy là một trong 

những yếu tố quan trọng tạo nên sự thành công của quy trình nuôi cấy mô thực vật. 

Một số yếu tố sinh học bao gồm kiểu gene (loài và cây trồng), mô hoặc cơ quan mà 

nó được tạo ra, tuổi của mô hoặc cơ quan mẹ, kích thước và hình dạng của nó đều 

dẫn đến sự thành công hay thất bại của quá trình phát sinh hình thái in vitro [49]. 

1.2. Kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào 

Kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào (Thin cell layer - TCL) là một phương pháp 

tiên tiến trong lĩnh vực nuôi cấy mô và tế bào thực vật, được phát triển với mục đích 

tối ưu hóa hiệu quả vi nhân giống. Không giống như các phương pháp cấy thông 

thường, TCL sử dụng các mẫu cấy siêu mỏng, thường có độ dày từ 0,1 đến 2 mm, tạo 

điều kiện thuận lợi cho quá trình tái sinh nhanh chóng và hiệu quả. Phương pháp này 

lần đầu tiên được áp dụng thành công bởi Van vào năm 1973 trên cây thuốc lá. Kể từ 

đó, TCL đã được mở rộng ứng dụng thành công cho hơn 77 loài thực vật và cây lai 

khác nhau [48]. 

 TCL không chỉ được đánh giá cao vì hiệu quả vi nhân giống mà còn bởi khả 

năng kiểm soát và lập trình các phản ứng hình thái khác nhau trong môi trường nuôi 
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cấy. Các nghiên cứu của Teixeira da Silva và Dobránszki [49] cùng Tung và cộng sự 

[50] đã nhấn mạnh tiềm năng vượt trội của TCL trong việc tái sinh thực vật. Một 

trong những lợi ích nổi bật của kỹ thuật này là khả năng tối ưu hóa các thông số nuôi 

cấy, bao gồm độ dày mẫu, vị trí lấy mẫu và tuổi của mẫu cấy, thông qua các thử 

nghiệm dọc theo trục mẫu cấy. Đối với các mặt cắt ngang (tTCL), kỹ thuật mô học 

cho phép quan sát chi tiết cấu trúc giải phẫu của mẫu cấy, từ đó phân tích vai trò của 

từng loại tế bào và từng mô riêng biệt trong quá trình cảm ứng và tái tạo cơ quan. 

Thông qua các lát cắt này, có thể xác định rõ vị trí khởi phát của mô sẹo, chồi bất 

định hoặc rễ bất định, đồng thời theo dõi mức độ phản phân hóa và tái phân hóa của 

tế bào trong từng giai đoạn phát sinh hình thái. Nhờ đó, tTCL đặc biệt hữu ích trong 

việc làm sáng tỏ nguồn gốc mô học của cơ quan tái sinh và đánh giá tính đặc hiệu của 

từng loại mô đối với khả năng tái sinh in vitro. Trong khi đó, các mẫu cắt dọc (lTCL) 

cung cấp cái nhìn toàn diện hơn về sự phân bố theo trục của các mô và mối liên hệ 

không gian giữa các vùng tế bào trong suốt quá trình phát sinh hình thái. Kiểu mẫu 

cấy này giúp theo dõi tốt hơn sự kéo dài, tổ chức lại mô và sự hình thành cơ quan mới 

theo chiều dọc của mẫu, qua đó hỗ trợ phân tích chức năng của từng vùng mô và sự 

phối hợp giữa chúng trong quá trình tái sinh. Vì vậy, việc kết hợp nghiên cứu trên cả 

tTCL và lTCL không chỉ giúp mô tả đầy đủ hơn đặc điểm mô học của mẫu cấy mà 

còn góp phần làm rõ cơ sở tế bào học và giải phẫu học của quá trình phát sinh hình 

thái in vitro. 

Một ưu điểm khác của TCL là tính ổn định trong điều kiện nuôi cấy, với biến 

đổi thấp và thời gian phản ứng nhanh. Điều này đặc biệt quan trọng trong việc nhân 

giống các loài thực vật có giá trị kinh tế và sinh học cao như lan, cây thuốc, cây thân 

gỗ và rau màu. Các nghiên cứu đã chứng minh rằng TCL có thể điều khiển quá trình 

hình thành các cấu trúc hình thái khác nhau như mô sẹo, chồi, rễ, hoa hoặc phôi soma 

thông qua việc kiểm soát môi trường nuôi cấy và bổ sung chất điều hòa sinh trưởng 

thực vật (PGRs) [2]. 

Việc thực hiện TCL bắt đầu bằng bước lấy mẫu từ các cơ quan hoặc mô thích 

hợp, đảm bảo xử lý khử trùng bề mặt nhanh chóng để tránh nhiễm khuẩn. Sau đó, 

mẫu được cắt thành các lớp mỏng hoặc siêu mỏng. Độ dày tối ưu của mẫu cấy, thường 

từ 0,1 - 2 mm, được xác định dựa trên mục tiêu tái sinh và loại cây trồng. Môi trường 

nuôi cấy được bổ sung các chất điều hòa sinh trưởng (PGRs) nhằm kích thích phản 
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ứng tái sinh nhanh và hiệu quả. Đặc biệt, nhờ hàm lượng hormone nội sinh thấp, các 

mẫu TCL dễ dàng đánh giá sự biến động hormone trong quá trình tái tạo, cung cấp 

thêm hiểu biết về cơ chế kiểm soát hình thái và sự phát triển của thực vật [5]. Ngoài 

ra, các phương pháp mô học được áp dụng để nghiên cứu vai trò của các tế bào và 

mô chịu trách nhiệm trong quá trình tái tạo. Việc cắt mẫu lTCL hoặc tTCL giúp làm 

sáng tỏ các cơ chế sinh học phức tạp, từ đó mở ra cơ hội nghiên cứu và ứng dụng 

mới. 

Kỹ thuật TCL đã được áp dụng thành công trên nhiều loài thực vật, từ các giống 

lan quý hiếm đến các loại rau màu và cây thân gỗ có giá trị kinh tế cao. Khả năng 

kiểm soát chặt chẽ các phản ứng hình thái, cùng với hiệu quả nhân giống vượt trội, 

đã chứng minh TCL là một công cụ mạnh mẽ trong lĩnh vực công nghệ sinh học thực 

vật. Các nghiên cứu gần đây tiếp tục khẳng định tính ưu việt của TCL trong việc tạo 

ra các giống cây trồng mới với tốc độ nhanh chóng và chi phí thấp. 

Ngoài ra, TCL còn cho thấy tiềm năng lớn trong việc nghiên cứu cơ chế kiểm 

soát sự hình thành và phát triển của thực vật. Đặc biệt, khả năng tái sinh nhanh, cùng 

với tính ổn định và độ biến đổi thấp, giúp TCL trở thành một mô hình lý tưởng cho 

các thí nghiệm khoa học và các ứng dụng trong sản xuất nông nghiệp [5]. 

1.3. Hormone thực vật và điều hòa phát sinh hình thái 

1.3.1. Chất điều hòa sinh trưởng thực vật 

Chất điều hòa sinh trưởng thực vật (PGR) có thể được định nghĩa là các hợp 

chất tự nhiên hoặc tổng hợp có tác động đến quá trình phát triển hoặc trao đổi chất ở 

thực vật bậc cao, chủ yếu ở liều lượng thấp [51]. PGR không có giá trị dinh dưỡng và 

thường không gây độc cho thực vật [51]. PGR được sử dụng trong nông nghiệp để 

đạt được những lợi ích cụ thể, chẳng hạn như giảm khả năng bị ảnh hưởng bởi stress 

sinh học và phi sinh học, cải thiện cấu trúc hình thái, tạo điều kiện thuận lợi cho việc 

thu hoạch, tăng năng suất về số lượng và chất lượng, và biến đổi các thành phần thực 

vật [51]. 

Ở nồng độ thấp, PGRs có khả năng ảnh hưởng đến sự phân chia, tăng sinh, cấu 

trúc và chức năng của tế bào. Việc ứng dụng trực tiếp vào rễ, chồi, lá, nụ và hoa của 

cây đã được chứng minh có khả năng làm tăng khả năng phục hồi đối với stress phi 

sinh học và sinh học, phá vỡ trạng thái ngủ đông của hạt, cải thiện khả năng chịu hạn, 
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cải thiện khả năng chịu nhiệt, cải thiện hiệu quả sử dụng nitơ, thúc đẩy sự kéo dài và 

tạo ra chồi, tăng khối lượng chồi và rễ, kích thích sự phát triển của rễ và sự phát triển 

của rễ bên và thúc đẩy quá trình quang hợp [52]. PGRs thường được sử dụng trong 

nông nghiệp để cải thiện sự phát triển và năng suất cây trồng trong điều kiện đất và 

môi trường không lý tưởng [52]. Việc sử dụng PGRs có thể cải thiện quá trình cải tạo 

bằng cách tăng cường sự phát triển của các loài thực vật bản địa phát triển chậm và 

cây giống và giâm cành được cấy ghép; thúc đẩy sự tái phát triển của các hệ vi khuẩn 

đất (bao gồm cả vi khuẩn rễ); tăng cường sự phát triển của thực vật trong điều kiện 

stress, tăng khả năng thích nghi và phục hồi trong quá trình biến đổi khí hậu.  

1.3.2. Hormone nội sinh thực vật 

Hormone nội sinh thực vật là các chất điều hòa quan trọng đối với sự tăng 

trưởng, phát triển của thực vật và các phản ứng với môi trường. Kiến thức về cơ chế 

truyền tín hiệu hormone nội sinh cho phép phát triển các công cụ di truyền để điều 

chỉnh sự phát triển của cây trồng, năng suất, khả năng thích nghi với môi trường, giải 

quyết các câu hỏi hiện tại trong sinh học thực vật và phát triển các khái niệm cho 

những thách thức của nông nghiệp trong tương lai. Phân tích và theo dõi hormone nội 

sinh trong cơ thể thực vật và tín hiệu của chúng cho phép khám phá các chức năng 

của hormone nội sinh dành riêng cho từng loại mô; tuy nhiên những nghiên cứu về 

quá trình vận chuyển và động lực của hormone nội sinh vẫn còn chưa được làm rõ 

[53]. 

Hormone nội sinh thực vật là các phân tử tính hiệu, có thành phần hóa học đa 

dạng: hợp chất indol, tecpen, dẫn xuất adenin, steroid, hydrocacbon béo và dẫn xuất 

của carotenoid hoặc acid béo [54], được tạo ra bên trong thực vật và xuất hiện ở nồng 

độ cực kỳ thấp. Hormone nội sinh kiểm soát tất cả các khía cạnh của quá trình sinh 

trưởng và phát triển của cây, từ hình thái phôi soma [55], điều chỉnh kích thước cơ 

quan, chống lại các mầm bệnh [56] khả năng chống lại các stress [57] và cả quá trình 

sinh sản [58]. Không giống như ở động vật, việc sản xuất hormone bị giới hạn ở các 

tuyến chuyên biệt, mỗi tế bào thực vật đều có khả năng sản xuất hormone. Went và 

Thimann [59] đã đưa ra thuật ngữ "phytohormone" và sử dụng nó trong tiêu đề cuốn 

sách của họ. Hormone nội sinh xuất hiện trên toàn bộ giới thực vật, thậm chí ở tảo và 

các hormone này có các chức năng tương tự như ở thực vật bậc cao [60]. Một số 
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hormone nội sinh cũng xuất hiện ở vi sinh vật, chẳng hạn như nấm đơn bào và vi 

khuẩn; tuy nhiên trong những trường hợp này, chúng không đóng vai trò là hormone 

nội sinh mà có thể được coi là chất chuyển hóa thứ cấp [61].  

Các hormone nội sinh thực vật khác nhau có thể được sắp xếp thành các lớp 

khác nhau, tùy thuộc vào cấu trúc hóa học của chúng. Trong mỗi lớp hormone, cấu 

trúc hóa học có thể khác nhau, nhưng tất cả các thành viên của cùng một lớp đều có 

tác dụng sinh lý tương tự nhau. Nghiên cứu ban đầu về hormone nội sinh thực vật đã 

xác định được 5 lớp chính: auxin (AUX), cytokinin (CKs), gibberellins (GA), 

ethylene (ET) và abscisic acid (ABA) [62] (Hình 1.1). Danh sách này sau đó đã được 

mở rộng và bổ sung thêm brassinosteroids (BR), jasmonic acid (JA), salicylic acid 

(SA) và strigolacton (SL) hiện cũng được coi là các hormone nội sinh thực vật chính 

[53] (Hình 1.1).  

 

Hình 1.1. 9 nhóm hormone nội sinh chính của thực vật. 

Ngoài ra, có một số hợp chất khác có các chức năng tương tự như các hormone 

chính, nhưng chúng có được xem là hormone thực vật hay không đang còn là vấn đề 

đang được tranh cãi. Hormone nội sinh thực vật gần như được chia thành hai nhóm 
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dựa trên chức năng của chúng, chứ không phải tính chất hóa học của chúng; một 

nhóm là các hormone có liên quan đến các hoạt động thúc đẩy tăng trưởng, chẳng 

hạn như phân chia tế bào, kéo dài tế bào, biệt hóa tế bào, ra hoa, phát triển quả và hạt; 

các hormone trong nhóm còn lại đóng vai trò quan trọng trong việc cảm ứng của thực 

vật đối với vết thương, các stress sinh học và phi sinh học [54]. 

Auxin  

Indole-3-acetic acid (IAA) là auxin (AUX) chính và đóng vai trò quan trọng 

trong nhiều quá trình sinh lý thiết yếu của thực vật [63]. Hormone này tham gia vào 

việc điều chỉnh sự phát triển và tăng trưởng của thực vật thông qua các cơ chế phức 

tạp. Một trong những hoạt động nổi bật của IAA là cảm ứng sự phân chia tế bào, thúc 

đẩy sự phát triển của các mô và cơ quan thực vật. Đồng thời, IAA cũng kích thích sự 

kéo dài tế bào trong thân cây, hỗ trợ sự phát triển chiều cao của cây. IAA có vai trò 

điều hòa sự phân hóa tế bào, quyết định sự phát triển của các mô chuyên biệt, cũng 

như tối ưu hóa sự hấp thu và vận chuyển dinh dưỡng trong cây. Một cơ chế sinh lý 

quan trọng khác liên quan đến IAA là ưu thế ngọn, trong đó hormone này kiểm soát 

sự phát triển ưu tiên của chồi ngọn so với các chồi bên. Ngoài ra, IAA còn ảnh hưởng 

đến các giai đoạn phát triển sau này của cây, bao gồm lão hóa và ra hoa, đóng vai trò 

trong chu kỳ sống toàn diện của thực vật [64]. Nhờ vai trò đa dạng và thiết yếu, IAA 

là một thành phần trung tâm trong các nghiên cứu về sinh lý và điều hòa tăng trưởng 

của thực vật.  

Cytokinins 

Cytokinin (CKs) là các hormone nội sinh có cấu trúc dựa trên dẫn xuất adenine 

với nhóm thế N6, được biết đến chủ yếu nhờ khả năng kích thích phân chia tế bào 

trong nuôi cấy mô sẹo thực vật [25]. Tuy nhiên, ngoài vai trò cơ bản này, CKs còn 

tham gia vào nhiều quá trình sinh lý phức tạp trong các loại cây và mô khác nhau. 

Một trong những tác dụng quan trọng của CKs là khả năng làm chậm quá trình lão 

hóa, giúp kéo dài tuổi thọ của tế bào và mô thực vật. Chúng cũng có thể ức chế sự 

phát triển của rễ, điều chỉnh sự phân nhánh và hỗ trợ hình thành hạt, tạo điều kiện 

thuận lợi cho sự sinh sản của thực vật [65]. CKs còn đóng vai trò quan trọng trong 

việc tăng cường khả năng chống chịu với các loại stress từ môi trường, chẳng hạn 

như khô hạn, mặn và nhiệt độ cao, giúp cây thích nghi và phát triển trong điều kiện 
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bất lợi. Về phân loại, CKs được chia thành hai nhóm chính: nhóm isoprenoid (bao 

gồm N6-2-isopentenyl và dihydrozeatin và nhóm có mùi thơm (bao gồm N6-

benzyladenine, kinetin và meta-topolin) [66]. 

N6-furfuryladenine (Kinetin - KIN) lần đầu tiên được tách từ DNA tinh trùng 

cá herring hấp khô và được cho là sản phẩm tái tổ hợp DNA nhân tạo vào năm 1955 

[67, 68]. Mặc dù KIN là CK đầu tiên được xác định nhưng phải mất hơn 40 năm mới 

tìm thấy nó trong thực vật như cùi dừa [69] cũng như nội nhũ của cây dừa tươi (Cocos 

nucifera L.) [70]. Zeatin (ZEA) là CK tự nhiên đầu tiên được biết đến, ZEA được 

chiết xuất từ nội nhũ của cây ngô (Zea mays) [71]. N6‑(Δ2‑Isopentenyl)adenine (2iP) 

có vai trò quan trọng trong việc điều hòa sự phân chia tế bào, sự phát triển và quá 

trình hấp thụ dinh dưỡng ở thực vật. 2iP được xác định là một CK nội sinh khi được 

phát hiện trong cánh hoa hồng [72]. 

N⁶-(3-hydroxybenzyl) adenine (meta-topolin, Meta) là một cytokinin thơm tự 

nhiên, lần đầu tiên được phân lập từ lá cây Populus robusta. Kể từ khi được phát hiện, 

đặc biệt trong hai thập kỷ qua, Meta và các dẫn xuất của nó đã trở thành đối tượng 

nghiên cứu rộng rãi trên toàn thế giới. Nhiều nghiên cứu đã tập trung vào việc ứng 

dụng Meta để phát triển các quy trình vi nhân giống, khắc phục các hạn chế trong 

nhân giống in vitro và so sánh hiệu quả của nó với các cytokinin khác. Các nghiên 

cứu cho thấy Meta có hiệu quả vượt trội trong việc khởi đầu và tăng sinh chồi bất 

định so với các cytokinin phổ biến khác như KIN, 2iP và ZEA [73]. Meta đã được 

ứng dụng trên nhiều loài thực vật nhằm cải thiện hiệu suất tái sinh, cảm ứng chồi bất 

định, tăng sinh cũng như nâng cao chất lượng chồi. Đồng thời, nó còn có vai trò quan 

trọng trong việc duy trì sự ổn định mô học và giảm thiểu các rối loạn sinh lý trong 

nuôi cấy [74].  

Tỷ lệ AUX/CKs là yếu tố quyết định hướng phát sinh hình thái trong nuôi cấy 

mô thực vật do hai hormone này vừa tương tác hỗ trợ vừa đối kháng lẫn nhau. Khi 

CKs cao hơn AUX, mô thường được kích thích tái sinh chồi; ngược lại, khi AUX cao 

hơn CKs, mô có xu hướng hình thành rễ. Nếu AUX ở mức tương đối cao và CKs ở 

mức thích hợp, tế bào dễ phản phân hóa để tạo mô sẹo. Trong phát sinh phôi soma, 

AUX, thường cần thiết ở giai đoạn cảm ứng để khởi phát tính toàn năng và hình thành 

mô phôi hóa, nhưng khi bước sang giai đoạn phát triển phôi thì phải giảm hoặc loại 

bỏ AUX để phôi tiếp tục biệt hóa bình thường. Vì vậy, sự cân bằng động giữa auxin 
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và CKs không chỉ chi phối tạo mô sẹo, chồi và rễ mà còn đóng vai trò trung tâm trong 

việc điều khiển phát sinh phôi soma và tái sinh cây hoàn chỉnh. 

Gibberellins 

Gibberellins (GA) là nhóm hormone thuộc loại acid carboxylic diterpenoid, bao 

gồm các hợp chất có hoạt tính sinh học được tổng hợp bởi nhiều vi sinh vật như nấm 

và vi khuẩn, cũng như bởi thực vật bậc thấp và bậc cao. Trong thực vật, GA hoạt 

động như một chất điều hòa sinh trưởng nội sinh, đóng vai trò quan trọng trong việc 

điều chỉnh các quá trình phát triển và sinh lý [75]. Các GA có hoạt tính sinh học, 

chẳng hạn như Gibberellin acid A1 (GA1) và Gibberellin acid A4 (GA4), được biết 

đến với nhiều tác dụng nổi bật. Một trong những vai trò chính của GA là cảm ứng ra 

hoa, đặc biệt ở các loài thực vật cần xử lý lạnh hoặc ánh sáng dài ngày để kích thích 

quá trình này. Ngoài ra, GA cũng thúc đẩy sự nảy mầm của hạt thông qua việc kích 

hoạt enzyme và phá vỡ trạng thái ngủ đông của phôi. GA còn có khả năng kích thích 

sự kéo dài thân, hỗ trợ cây đạt chiều cao tối ưu, cũng như làm chậm quá trình lão hóa 

ở lá và trái cây có múi, giúp kéo dài thời gian bảo quản và tăng giá trị kinh tế.  

Gibberellic acid A3 (GA3) là một cacboxylic diterpenoid acid thuộc nhóm 

gibberellin và hoạt động như một hormone tăng trưởng thực vật tự nhiên [76]. Thực 

vật và một số vi sinh vật, chẳng hạn như nấm và vi khuẩn, sản xuất ra GA3. GA3 có 

những ứng dụng đầy hứa hẹn trong lĩnh vực nông nghiệp công nghiệp nhờ các đặc 

tính liên quan đến sự phát triển của thực vật [76]. GA3 được áp dụng cho cây trồng, 

vườn cây ăn quả và cây cảnh. Nó đóng vai trò trong quá trình nảy mầm của hạt [77], 

phản ứng với stress phi sinh học [78], tăng cường sinh trưởng của quả [79], kéo dài 

thân [80], ra hoa [81] và các tác động sinh lý khác xảy ra trong quá trình tương tác 

của nó với các hormone nội sinh khác [82]. 

Abscisic acid 

Abscisic acid (ABA) được phát hiện vào đầu những năm 1960 khi nó được nhận 

diện có liên quan đến việc kiểm soát sự chết của hạt và hoại tử các cơ quan thực vật 

[83]. Nghiên cứu sau đó đã làm rõ rằng vai trò chính của ABA là điều chỉnh trạng 

thái ngủ của hạt và kiểm soát hoạt động mở khí khổng, một cơ chế quan trọng giúp 

thực vật duy trì cân bằng nước và khí [84]. Ngoài những vai trò này, ABA tham gia 

vào nhiều quá trình sinh lý khác, đặc biệt là sự trưởng thành của hạt, giúp cây hoàn 
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thành chu kỳ phát triển và chuẩn bị cho giai đoạn sinh sản. ABA cũng đóng vai trò 

trung tâm trong phản ứng thích nghi với stress phi sinh học, chẳng hạn như khô hạn, 

mặn và nhiệt độ khắc nghiệt, giúp cây tồn tại trong điều kiện môi trường bất lợi [85]. 

Ngoài ra, ABA ảnh hưởng đến sự kéo dài chồi, điều chỉnh hình thái của cây trong 

điều kiện ngập nước [86] và duy trì sự phát triển của rễ, đặc biệt trong môi trường 

thiếu nước [87].  

Ethylene 

Ethylene (ET) là một hydrocarbon khí không no dễ cháy với trọng lượng phân 

tử là 28,05 g/mol. Gane [88] xác định ET là một sản phẩm thực vật tự nhiên và được 

Crocker và cộng sự [89] cho thấy ảnh hưởng đến sự tăng trưởng và phát triển của cây. 

ET được hình thành trong tất cả các tế bào, nhưng thường nhiều nhất ở quả và các 

mô bị thương, khuếch tán qua các mô và cuối cùng được giải phóng vào bầu khí 

quyển xung quanh. ET là một hormone nội sinh ảnh hưởng đến hầu hết các giai đoạn 

phát triển của thực vật. Trong suốt vòng đời của thực vật, ET ảnh hưởng đến sự nảy 

mầm của hạt, sự kéo dài của tế bào, sự hình thành giới tính, sự chín của quả, sự già 

đi và khả năng tổng hợp chất dinh dưỡng của quả. ET cũng là một chất gây ra các 

stress sinh học và phi sinh học [90]. Trong khi đó, hệ thống chống oxy hóa có vai trò 

duy trì cân bằng oxy hóa – khử trong tế bào thông qua hoạt động của các enzyme như 

SOD, CAT, POD và các hợp chất chống oxy hóa không enzyme. Hệ thống này giúp 

loại bỏ các dạng oxy phản ứng (ROS) phát sinh trong điều kiện nuôi cấy, hạn chế tổn 

thương tế bào và hiện tượng hóa nâu mẫu cấy. Vì vậy, việc phân tích đồng thời ET 

và hệ thống chống oxy hóa sẽ góp phần làm rõ trạng thái sinh lý của mẫu cấy, cũng 

như cơ chế điều hòa quá trình tái sinh và phát sinh hình thái in vitro. 

Brassinosteroid 

Brassinosteroid (BR) là một nhóm tương đối mới của hormone thực vật nội sinh 

[91]. Cho đến nay, hơn 70 chất tương tự BR đã được xác định trong gần 60 loài thực 

vật [92]. Về mặt sinh lý, BR tham gia cùng với các hormone thực vật khác trong việc 

điều hòa nhiều quá trình phát triển, bao gồm sự phát triển chồi, phát triển rễ, phân 

hóa mạch dẫn, khả năng sinh sản và nảy mầm của hạt [93]. Giống như GA, BR có xu 

hướng tích tụ trong các mô thực vật sinh sản, chẳng hạn như phấn hoa, hoa và hạt 
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chưa trưởng thành, nhưng hàm lượng của chúng cực kỳ thấp trong các mô soma khi 

so sánh với các hormone thực vật khác [63].  

Jasmonic acid 

Jasmonic acid (JA) và các chất chuyển hóa của nó, được gọi chung là jasmonates 

(JAs), là các hợp chất cyclopentanone có chung cấu trúc và chức năng tương tự 

prostaglandin được tìm thấy ở động vật [94]. Trong những năm 1990, JA được đề 

xuất là các hợp chất liên quan đến stress, tích tụ trong thực vật để phản ứng với các 

stress khác nhau, chẳng hạn như vết thương hoặc sự tấn công của mầm bệnh [95], 

trong nuôi cấy mô hoặc nuôi cấy tế bào thực vật [96] và các mô chịu các tác nhân gây 

stress phi sinh học như bức xạ UV, nhiệt độ thấp và cao, stress thẩm thấu và tiếp xúc 

với ozone [97]. JA dường như có mặt ở hầu hết các cơ quan của hầu hết các loài thực 

vật [98].  

Salicylic acid 

Salicylic acid (SA) là một phân tử tín hiệu quan trọng trong các phản ứng phòng 

vệ của thực vật đối với mầm bệnh và điều hòa các quá trình phát triển khác nhau. SA 

có thể điều chỉnh sự tổng hợp các protein phòng thủ, bao gồm các enzyme phân hủy 

vi khuẩn và các phân tử kháng sinh tự nhiên, qua đó giúp thực vật đối phó với sự tấn 

công của nấm, vi khuẩn và côn trùng. Bên cạnh đó, SA còn tham gia vào quá trình ra 

hoa của thực vật. Nó có tác dụng điều chỉnh sự hình thành các chồi hoa và sự phát 

triển của hoa, thường xuyên thông qua tác động lên các con đường tín hiệu tế bào liên 

quan đến hormone nội sinh khác như auxin và gibberellin. Một số nghiên cứu đã chỉ 

ra rằng SA có thể tác động lên sự thay đổi của các gene liên quan đến quá trình phân 

hóa mô hoa, làm tăng khả năng ra hoa ở một số loài thực vật, đặc biệt trong điều kiện 

căng thẳng hoặc thiếu dinh dưỡng [99].  

Strigolactones 

Strigolactones là hormone thực vật được phát hiện khá muộn, có nguồn gốc từ 

carotenoi [100]. Ban đầu, chúng được xem là chất tín hiệu hóa sinh giữa các sinh vật. 

Đến nay, strigolactones được biết có 3 vai trò chính: kích thích hạt của cây ký sinh 

như Striga nảy mầm, giúp nấm rễ cộng sinh nhận biết cây chủ để hỗ trợ hấp thu dinh 
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dưỡng, và ức chế sự phát triển chồi bên, từ đó làm giảm phân nhánh ở thực vật [101, 

102]. 

Melatonin – Một hormone nội sinh mới 

Những nghiên cứu đầu tiên về vai trò của phytomelatonin (N-acetyl-5-

methoxytryptamine) chủ yếu tập trung vào khả năng chống oxy hóa mạnh mẽ của nó. 

Về mặt hóa học, phytomelatonin được đánh giá là một chất chống oxy hóa vượt trội, 

có tiềm năng cao hơn nhiều lần so với các chất chống oxy hóa truyền thống như axit 

ascorbic và vitamin E [103]. Tuy nhiên, khả năng điều hòa biểu hiện gene của 

phytomelatonin đã mở ra những hướng nghiên cứu mới về vai trò của nó như một 

hormone thực vật. Để một phân tử được công nhận là hormone thực vật, cần có đầy 

đủ thông tin về con đường sinh tổng hợp, phân hủy, vận chuyển, thụ thể, cơ chế truyền 

tín hiệu và tác động sinh lý của nó. Mặc dù nhiều điều kiện tiên quyết này đã được 

làm sáng tỏ, nhưng việc xác định thụ thể chuyên biệt của phytomelatonin vẫn là một 

thách thức. Mãi đến năm 2018, nhóm của Tiến sĩ Chen mới lần đầu tiên phát hiện và 

mô tả thụ thể phytomelatonin PMTR1, được xác định trong màng tế bào của cây 

Arabidopsis thaliana [104]. 

Thụ thể PMTR1 có cấu trúc tương tự các thụ thể hormone thực vật khác và có 

khả năng tương tác với tiểu đơn vị G-protein α (GPA1). Khi phytomelatonin liên kết 

với PMTR1, nó kích hoạt sự phân ly của Gγb và Gα, từ đó thúc đẩy sản xuất H₂O₂ 

thông qua enzyme NADPH oxidase (RBOH), tăng cường dòng Ca²⁺ vào tế bào và 

kích thích dòng K⁺ ra ngoài, cuối cùng dẫn đến quá trình đóng khí khổng. Đây là một 

bước tiến quan trọng trong việc công nhận phytomelatonin như một hormone thực 

vật. Tuy nhiên, để củng cố kết luận này, cần có thêm nhiều nghiên cứu nhằm xác định 

thụ thể phytomelatonin ở các loài thực vật khác [105]. 

Melatonin không chỉ là một hormone quan trọng ở động vật mà còn được tìm 

thấy trong thực vật, nơi nó đóng vai trò như một chất điều hòa sinh trưởng và bảo vệ 

tế bào. Được tổng hợp từ tryptophan, melatonin có mặt trong nhiều bộ phận của cây 

như lá, rễ, hạt và quả, giúp điều hòa sự phát triển, bảo vệ thực vật khỏi stress oxy hóa 

và cải thiện khả năng chống chịu với điều kiện môi trường khắc nghiệt [106]. Nó kích 

thích nảy mầm, thúc đẩy sự phát triển của rễ, thân, hỗ trợ quá trình ra hoa, tạo quả và 

có thể thay thế hoặc phối hợp với auxin để điều chỉnh sinh trưởng. Bên cạnh đó, 
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melatonin hoạt động như một chất chống oxy hóa mạnh, giúp cây giảm thiểu tác động 

từ ánh sáng mạnh, nhiệt độ cao, hạn hán, mặn và kim loại nặng bằng cách quét sạch 

các gốc tự do và tăng cường hệ thống phòng vệ nội sinh [107].  

1.3.3. Hoạt động của hormone nội sinh 

Tổng hợp và tích lũy 

Sự tổng hợp hormone nội sinh thực vật được điều chỉnh chặt chẽ và thường bị 

ảnh hưởng bởi sự tương tác giữa các hormone khác và các yếu tố môi trường. Sau khi 

tổng hợp, nhiều hormone còn trải qua các biến đổi hóa học ảnh hưởng đến hoạt động 

của chúng; trong một số trường hợp, hormone không hoạt động có thể được tích lũy 

và dễ dàng giải phóng dưới dạng hoạt động thông qua việc đảo ngược các biến đổi 

này [108] (Hình 1.2). 

Vận chuyển 

Hormone có thể ảnh hưởng tại nơi chúng tác động, di chuyển khắp cơ thể thực 

vật thông qua hệ thống vận chuyển xylem hoặc phloem, hoặc di chuyển một khoảng 

cách ngắn giữa các tế bào nhờ các protein vận chuyển, hoặc trong một số trường hợp, 

có thể khuếch tán tự do qua màng tế bào [108] (Hình 1.2). 

Thụ thể 

Hormone nội sinh phát huy tác dụng của mình trên các tế bào đích thông qua 

việc kết nối với các thụ thể protein. Một số hormone nội sinh liên kết với các thụ thể 

xuyên màng nằm ở màng plasma hoặc mạng lưới nội chất. Các thụ thể này sẽ kết nối 

với phân tử hormone tại một vị trí và truyền tải thông tin tới một vị trí khác và thường 

liên quan đến việc kích hoạt hoạt động của kinase thụ thể. Các thụ thể xuyên màng 

có thể coi như là các điểm chuyển tiếp thông tin; sự hiện diện của hormone khởi động 

một quá trình tại một vị trí xa hơn so với chính hormone đó, thông qua những thay 

đổi allosteric trong protein [108] (Hình 1.2). 

Truyền tín hiệu 

Các tác động hạ lưu của tín hiệu hormone bao gồm sự thay đổi trong mô hình 

biểu hiện gene (Hình 1.2). Trong hầu hết các trường hợp, nhiều yếu tố phiên mã có 

sự thay đổi hoạt động theo tín hiệu hormone đã được xác định. Các bước từ việc 
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hormone kết nối với thụ thể cho đến việc kích hoạt yếu tố phiên mã có thể đơn giản 

hoặc phức tạp và khi biết được, thường sẽ bao gồm tín hiệu thông qua protein kinase 

và phosphatase, hệ thống phosphorelay, hoặc sự phân hủy protein mục tiêu thông qua 

hệ thống phân hủy ubiquitin 26S [108]. 

Các protein kinase liên kết một nhóm phosphate vào các protein. Việc bổ sung 

nhóm phosphate (phosphorylation) có thể kích hoạt hoặc vô hiệu hóa một protein và 

quá trình này có thể bị đảo ngược bằng cách loại bỏ nhóm phosphate qua hoạt động 

của protein phosphatase. Các mục tiêu của kinase và phosphatase bao gồm chính các 

protein thụ thể (tự phosphoryl hóa), các protein kinase và phosphatase khác, kênh ion, 

TFs và các protein khác. Hình thức điều chỉnh protein này rất nhanh và có thể đảo 

ngược, có nguồn gốc từ thời kỳ xa xưa và rất phổ biến [108]. 

Một số tín hiệu hormone được truyền tải qua việc phân hủy có điều kiện một 

protein mục tiêu, thông qua việc ubiquitin hóa protein mục tiêu và sự phân hủy của 

nó bởi proteasome 26S. Ubiquitin là một protein nhỏ được liên kết với các protein 

khác qua hoạt động của một phức hợp ubiquitin ligase. Sau khi bị ubiquitin hóa, 

protein được chuyển đến phức hợp proteasome 26S lớn, nơi nó sẽ bị phân hủy. Quá 

trình phân hủy protein ức chế đóng vai trò trung tâm trong một số con đường tín hiệu 

hormone, bao gồm AUX, GA và JA [108]. 

 

Hình 1.2. Hoạt động của hormone nội sinh trong thực vật [108]. 
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1.3.4. Sự tương tác của hormone nội sinh trong thực vật  

Hormone nội sinh thực vật không phải là chất dinh dưỡng mà là các chất hóa 

học với một lượng nhỏ có khả năng thúc đẩy và ảnh hưởng đến sự sinh trưởng, sự 

phát triển và sự biệt hóa của các tế bào và mô [109]. Quá trình sinh tổng hợp các 

hormone nội sinh trong các mô thực vật thường mang tính khuếch tán và không phải 

lúc nào cũng khu trú tại một vị trí nhất định. Không giống như động vật (có 2 hệ tuần 

hoàn để vận chuyển hormone khắp cơ thể), thực vật không có các tuyến chuyên biệt 

để sản xuất và lưu trữ hormone nên thực vật sử dụng nhiều phương pháp thụ động 

hơn để di chuyển các chất xung quanh cơ thể của chúng. Thực vật sử dụng các hóa 

chất đơn giản làm hormone để dễ dàng vận chuyển các chất qua các mô của chúng; 

ngoài ra, hormone thường được sản xuất và sử dụng tại chỗ trong cơ thể thực vật 

(Hình 1.3). Các hormone được vận chuyển trong cây bằng cách sử dụng 4 loại chuyển 

động. Để di chuyển cục bộ, dòng tế bào chất trong tế bào, sự khuếch tán chậm của 

các ion và phân tử giữa các tế bào được sử dụng. Các mô mạch được sử dụng để di 

chuyển hormone từ bộ phận này sang bộ phận khác của cây; chúng bao gồm mạch 

rây dùng để di chuyển chất dinh dưỡng từ lá đến rễ và hoa, mạch gỗ dùng để di chuyển 

nước và các chất khoáng hòa tan từ rễ đến lá. 

Tuy nhiên, không phải tất cả các tế bào thực vật đều phản ứng với hormone, 

nhưng những tế bào đó được lập trình để phản ứng tại các điểm cụ thể trong chu kỳ 

sinh trưởng của chúng. Các tác động lớn nhất xảy ra ở các giai đoạn cụ thể trong vòng 

đời của tế bào và các tác động giảm dần trước hoặc sau giai đoạn này. Thực vật cần 

hormone nội sinh vào những thời điểm rất cụ thể trong quá trình phát triển của cây 

và tại những vị trí cụ thể; vì vậy cần loại bỏ những ảnh hưởng của hormone khi chúng 

không còn cần thiết. Việc sản xuất các hormone diễn ra rất thường xuyên tại các mô 

phân sinh, trước khi các tế bào biệt hóa hoàn toàn. Sau khi sản xuất, chúng đôi khi 

được di chuyển đến các bộ phận khác của cây, nơi chúng ảnh hưởng ngay lập tức; 

hoặc chúng có thể được lưu trữ trong các tế bào để sử dụng sau này [110]. Thực vật 

sử dụng các con đường khác nhau để điều chỉnh hàm lượng bên trong và tác động của 

hormone; chúng có thể điều chỉnh lượng hóa chất được sử dụng để sinh tổng hợp 

hormone. Thực vật có thể lưu trữ hormone trong tế bào, bất hoạt hoặc làm tiêu biến 

các hormone đã được hình thành bằng cách liên hợp chúng với carbohydrate, amino 
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acid hoặc peptit. Thực vật cũng có thể phá vỡ các hormone về mặt hóa học, phân hủy 

chúng một cách hiệu quả. Các hormone thực vật có bên trong cơ thể thực vật thường 

xuyên điều chỉnh nồng độ và tác động lẫn nhau [111]. Thực vật cũng di chuyển các 

hormone xung quanh cơ thể để làm loãng nồng độ và lượng hormone cần thiết cho 

các phản ứng của cây là rất thấp (10-6 - 10-5 mol/L). Do nồng độ thấp nên rất khó để 

nghiên cứu các hormone nội sinh thực vật và chỉ từ cuối những năm 1970, các nhà 

khoa học mới có thể bắt đầu kết hợp các tác động và mối quan hệ của chúng với sinh 

lý thực vật [54]. Phần lớn các nghiên cứu ban đầu về hormone nội sinh thực vật liên 

quan đến việc nghiên cứu các cây bị thiếu gene hoặc được sử dụng trong nuôi cấy 

thực vật in vitro với nồng độ hormone khác nhau.  

 

 

Hình 1.3. Sự tích lũy và tác động của hormone nội sinh trong thực vật. 
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Các PGRs chẳng hạn như AUX, CKs, GA, ET và ABA được sử dụng rộng rãi 

trong nuôi cấy mô [7, 112]. Sự tăng trưởng và sự khác biệt trong nuôi cấy mô thực 

vật được kiểm soát bởi sự tương tác giữa các hormone nội sinh và ngoại sinh [113]. 

Nồng độ hormone nội sinh có ảnh hưởng quan trọng đến các quá trình sinh lý, cấu 

trúc thực vật [66] và sự khởi đầu của các trung tâm tăng sinh trong mẫu cấy [114]. 

Chúng thường được sử dụng để kiểm soát sự phân chia tế bào [115]. Các hormone 

nội sinh tham gia vào việc phát sinh hình thái và nồng độ của chúng được điều chỉnh 

theo thời gian và không gian để đáp ứng với các điều kiện nuôi cấy bên ngoài [116].  

Trong vi nhân giống thực vật, hầu hết các nghiên cứu chỉ quan tâm đến ảnh 

hưởng của PGRs đến khả năng phát sinh hình thái của mẫu mà không chú trọng tới 

tác động, vai trò của hormone nội sinh; trong khi đó, hiểu rõ về tác động, cơ chế 

truyền tín hiệu và mối tương tác của các hormone nội sinh cho phép phát triển các 

công cụ dược lý và di truyền để điều chỉnh sự phát triển của cây trồng, năng suất và 

khả năng thích nghi với môi trường nhằm hỗ trợ cho nông nghiệp. Trên thế giới, đã 

có một số nghiên cứu về ảnh hưởng của hormone nội sinh đến sự phát sinh hình thái. 

Grossmann và cộng sự [117] đã nghiên cứu ảnh hưởng của IAA, ZEA, dihydrozeatin, 

Indole-3-propionic acid (iPA), GA1 và ABA nội sinh đến sự hình thành cây đậu nành 

hoàn chỉnh. Montalbán và cộng sự [113] đã chỉ ra ảnh hưởng của 43 loại cytokinin 

và IAA nội sinh đến khả năng hình thành chồi ở cây Pinus radiate. Ảnh hưởng của 

ethylene, JA và ABA đến sự hình thành rễ bất định [118], sự ra hoa [119], hình dạng 

của lá [120] cũng đã được nghiên cứu. Kępczyńska và Orłowska [121] đã nghiên cứu 

sự ảnh hưởng của ABA, GA và IAA nội sinh đến sự hình thành phôi soma ở cây 

Medicago truncatula Gaertn. Đến nay cũng đã có một số nghiên cứu về hàm lượng 

hormone nội sinh trong mẫu cấy ở các quá trình phát sinh hình thái/sinh trưởng khác 

nhau của một số loài thực vật khác nhau (Bảng 1). 
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Bảng 1.1. Một số nghiên cứu ghi nhận hàm lượng hormone nội sinh trong mẫu cấy ở 

các quá trình phát sinh hình thái/sinh trưởng khác nhau của một số loài thực vật khác 

nhau. 

STT 
Phát sinh hình 

thái/sinh trưởng 
Hormone nội sinh 

Đối tượng 

nghiên cứu 
Nguồn 

1 Chồi IAA, ZEA, GA3, ABA 
Thiên sơn tuyết 

liên 
[122] 

2 Quả IAA, ZEA, GA3, ABA Cà chua [123] 

3 Sinh trưởng của cây JA, SA, ZEA, ET Cà chua [124] 

4 Rễ 
IAA, ABA, ZEA, GA3, 

JA, SL 
Dâu tăm trắng [125] 

5 Sinh trưởng của cây IAA, ABA, CKs, GA3 Tử đinh hương [126] 

6 Phôi soma IAA, CKs, GA, ABA Thu hải đường [127] 

7 Phôi soma 
IAA, CKs, GA3, ABA, 

MEL 
Sâm Lang Bian [128] 

8 Phôi soma 
IAA, GA3, ZEA, ABA, 

BR, MeJA 
Thông Hàn Quốc [129] 

9 Rễ IAA, CKs, GA3, ABA Chanh dây [130] 

10 Chồi bất định IAA, CKs, GA3, ABA Chanh dây [131] 

Tuy nhiên, tỷ lệ hormone nội sinh thúc đẩy sự sinh trưởng thực vật quan trọng 

hơn nồng độ của một loại hormone đơn lẻ và có thể đóng vai trò then chốt [132]. Cây 

sâu keo mùa thu ăn lá đã kích thích rễ cộng sinh tổng hợp nhiều IAA, GA, ZEA và 

JA hơn và làm tăng tỷ lệ IAA/ABA, GA/ABA, ZEA/ABA, IAA + GA + ZEA/ABA 

và ZEA/IAA ở thực vật rễ cộng sinh. Sự thay đổi tỷ lệ hormone này có thể có lợi cho 

sự sinh trưởng, phục hồi tổn thương, khắc phục thiệt hại do sâu bệnh và khả năng 

kháng sâu bệnh của cây, mặc dù các cơ chế cơ bản và ý nghĩa của các tỷ lệ hormone 

này cần được xác định. 

Mạng lưới phức tạp của các con đường truyền tín hiệu hormone nội sinh cho 

phép thực vật kích hoạt các phản ứng phòng vệ thích hợp và hiệu quả chống lại các 

tác nhân gây bệnh và cân bằng khả năng phòng vệ và phát triển của thực vật [133]. 
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Một trong những vấn đề thú vị nhất trong sinh học hormone thực vật là sự kết hợp 

của các hormone nội sinh, tương tác chéo hoặc điều hòa chéo [133]. Các con đường 

truyền tín hiệu được trung gian bởi các hormone nội sinh này tương tác chặt chẽ theo 

hướng đối kháng hoặc hiệp đồng (Hình 1.4). Sự điều hòa này quyết định kết quả của 

các phản ứng hạ lưu được kích hoạt bởi hormone nội sinh. Các tương tác hormone 

cùng nhau tạo thành mạng lưới truyền tín hiệu hormone, có chức năng truyền tín hiệu 

miễn dịch cũng như phản ứng tăng trưởng và căng thẳng phi sinh học [134]. Tầm 

quan trọng của mạng lưới truyền tín hiệu hormone trong phòng thủ được phản ánh 

bởi thực tế là nhiều tác nhân gây bệnh can thiệp vào tín hiệu hormone hoặc sản xuất 

hormone làm tăng độc lực [135]. Các nghiên cứu trên các mô hình thực vật, chẳng 

hạn như Arabidopsis thaliana đã phát hiện ra rằng các hormone nội sinh là chất điều 

hòa trung tâm của khả năng phòng vệ của thực vật. Ngoài ra, hầu hết các hormone 

nội sinh không tác động riêng lẻ lên một khía cạnh cụ thể của sự tăng trưởng hoặc 

phát triển; do đó, sự cân bằng giữa các hormone nội sinh trong nuôi cấy có thể là điều 

cần thiết. Tuy nhiên, các nghiên cứu hiện tại thường chỉ tập trung vào tác động của 

một hoặc một số ít hormone nội sinh đối với sự tăng trưởng và phát triển của thực vật 

mà không chú ý đến mạng lưới truyền tín hiệu của các nhóm hormone có trong mẫu 

cấy. Chính vì vậy, nghiên cứu này sẽ đánh giá mối tương quan giữa hormone nội sinh 

với quá trình phát sinh hình thái in vitro thông qua sử dụng kỹ thuật TCL trên 3 đối 

tượng cây trồng khác nhau (cây chanh dây, cây hoa đồng tiền và cây diệp hạ châu). 

 

Hình 1.4. Khái niệm cho vai trò trao đổi chéo đối kháng và hiệp đồng giữa hai 

hormone nội sinh giả định A và B [133]. Trao đổi chéo đối kháng có thể làm trung 

gian ưu tiên phản hồi Xa hơn Xb. Ngược lại, trao đổi hiệp đồng đảm bảo cảm ứng 



27 

 

chính xác của phản hồi Xab chỉ khi cả A và B được kích hoạt. Hình minh họa cho 

thấy kết quả trong ba điều kiện kích thích khác nhau (chỉ A, chỉ B và cả A và B). 

1.4. Sơ lược về đối tượng nghiên cứu 

1.4.1. Cây chanh dây 

Cây chanh dây (Passiflora edulis) là loài dây leo lâu năm, có thân bán gỗ, lá ba 

thùy, hoa lưỡng tính. Quả chanh dây hình bầu dục, đường kính 5-7 cm, trọng lượng 

từ 80-110 gam, chứa 100-180 hạt mỗi quả [136]. Cây phát triển tốt trong khí hậu cận 

nhiệt đới, cần ít nhất 900 mm mưa mỗi năm và ưa đất thịt pha cát với pH 6,5-7,5. 

Chanh dây có thể sinh trưởng trên nhiều loại đất và môi trường khác nhau, từ rừng 

ẩm nhiệt đới đến vùng khô hạn, với độ cao từ 0 đến 4.500 m. 

Passiflora chủ yếu phân bố ở Trung và Nam Mỹ, trong đó Colombia có sự đa 

dạng loài cao nhất [137]. Các giống chanh dây thương mại chính là chanh dây tím và 

vàng. Quả được ăn tươi, ép nước hoặc chế biến thành các sản phẩm khác. Chanh dây 

chứa nhiều alkaloid, glycosid, flavonoid, cùng khoáng chất và protein [138]. Nó còn 

được sử dụng trong y học dân gian để giảm đau, chống viêm, ổn định huyết áp và hỗ 

trợ điều trị các bệnh lý như rối loạn thần kinh, bệnh tim mạch và ung thư [139]. Hạt 

chanh dây cung cấp chất xơ, protein và có thể chiết xuất dầu [140]. 

1.4.2. Cây hoa đồng tiền 

Hoa đồng tiền (Gerbera jamesonii) là loài thảo mộc lâu năm, cao đến 75 cm, 

với lá dài 15-42 cm và hoa có đường kính 4-5 cm, thường màu đỏ cam, đôi khi vàng, 

hồng, hoặc trắng. Hoa nở từ tháng 9 đến tháng 12 và sinh sản vô tính. Chi Gerbera 

gồm khoảng 100 loài, phân bố từ Châu Phi đến Châu Á [141, 142]. Cây này được 

trồng phổ biến như cây cảnh hoặc cắt cành, với giống chủ yếu là sự lai ghép giữa G. 

jamesonii và G. viridifolia, tạo thành giống Gerbera hybrida. Các giống hoa đồng tiền 

có nhiều màu sắc và hình dáng đa dạng. 

Hoa đồng tiền hiện xếp thứ 5 trong ngành công nghiệp hoa cắt cành, nổi bật nhờ 

vẻ đẹp, màu sắc phong phú và độ bền cao. Việc trồng hoa đồng tiền đơn giản và hiệu 

quả kinh tế cao, do đó diện tích trồng và nhu cầu tiêu thụ đang tăng [143]. Loài hoa 

này chứa các hợp chất như coumarin, alkaloid, flavonoid, terpenoid và phenolic, có 

tác dụng kích thích tiêu hóa, điều trị táo bón, viêm dạ dày và các bệnh về gan. Cúc 
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đồng tiền cũng được dùng để chữa viêm bàng quang, đau bụng kinh và các vấn đề 

đường tiết niệu [144]. 

1.4.3. Cây diệp hạ châu 

Cây diệp hạ châu đắng (Phyllanthus amarus), hay còn gọi là cây Chó đẻ, thuộc 

họ Phyllanthaceae, là cây thân thảo một năm, cao tới 60 cm, mọc thẳng đứng hoặc 

bò, lá có phiến tròn dài (5 - 11 × 3 - 6 mm). Cây mọc hoang ở Việt Nam, đặc biệt ở 

Thái Nguyên, Bắc Ninh, Nghệ An, Hà Giang và phân bố rộng rãi ở các quốc gia Châu 

Á và Châu Mỹ như Trung Quốc, Ấn Độ, Malaysia, Philippines, Indonesia, Myanmar, 

Thái Lan, Brazil, Argentina [145, 146]. 

Diệp hạ châu là cây thuốc dân gian, có nhiều hợp chất như acid, triterpen, 

alkaloid, phenol và lignan, trong đó phyllanthin và hypophyllanthin đặc biệt hữu ích 

trong điều trị bệnh gan. Các hợp chất này bảo vệ tế bào gan khỏi các tác nhân gây tổn 

thương như paracetamol, CCl4, ethanol, aflatoxin B1, galactosamin và hỗ trợ giảm 

đau, tăng cường đào thải uric acid, ức chế virus viêm gan B và HIV (thử nghiệm in 

vitro và in vivo) [145-148]. 

1.4.4. Một số nghiên cứu về ứng dụng kỹ thuật nuôi cấy TCL ở cây chanh đây, 

đồng tiền và diệp hạ châu 

Nhân giống in vitro ở cây chanh dây tím hiện nay chủ yếu dựa trên con đường 

tái sinh chồi. Trong số các phương pháp được áp dụng, kỹ thuật TCL được xem là 

một yếu tố quan trọng góp phần nâng cao hiệu quả tái sinh chồi ở cây chanh dây tím. 

Hiếu và cộng sự (2022) báo cáo rằng các mẫu lóng thân ex vitro chỉ hình thành mô 

sẹo mà không phát sinh chồi khi nuôi cấy trong điều kiện in vitro [149]. Ngược lại, 

Phong và cộng sự đã tái sinh thành công chồi từ các mẫu lóng thân ex vitro thông qua 

việc áp dụng kỹ thuật oTCL, đặc biệt trên mẫu lóng thân thứ ba. 

Ở hoa đồng tiền, bên cạnh con đường nhân chồi từ đỉnh sinh trưởng, TCL được 

khai thác mạnh cho cảm ứng chồi bất định từ các mô hoa (đế hoa/cụm hoa) và các cơ 

quan khác; nhiều nghiên cứu cho thấy tTCL từ mô receptacle/capitulum là một hệ 

mẫu quan trọng để tạo chồi với tần suất cao và có thể tối ưu theo kiểu gen, vị trí - 

kích thước mẫu cấy và công thức môi trường. 

Đối với diệp hạ châu, kỹ thuật TCL được báo cáo như một hệ thống nuôi cấy có 

tính ứng dụng cao trong tái sinh và vi nhân giống, với các thiết kế mẫu cấy TCL (đặc 
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biệt từ lóng/thân) nhằm gia tăng hệ số nhân và đồng thời giảm hiện tượng bất thường 

hình thái. Tuy nhiên, các nghiên cứu này chủ yếu tập trung vào yếu tố kỹ thuật và 

môi trường nuôi cấy, trong khi vai trò của hormone nội sinh trong mẫu cấy đối với 

khả năng tái sinh của thực vật vẫn chưa được đánh giá. Trong bối cảnh nhu cầu nhân 

giống cây trồng có giá trị ngày càng cao, các phương pháp truyền thống bộc lộ nhiều 

hạn chế như hệ số nhân thấp, phụ thuộc mùa vụ và dễ nhiễm bệnh. Nhân giống in 

vitro là giải pháp quan trọng, nhưng nhiều quy trình vẫn mang tính thử nghiệm, thiếu 

cơ sở khoa học giải thích cơ chế sinh lý - sinh hóa. Việc nghiên cứu sâu hơn về biến 

động hormone nội sinh, kết hợp với phân tích vai trò của ET, hệ thống chống oxy hóa 

và hợp chất thứ cấp sẽ tạo nền tảng để xây dựng quy trình nhân giống hiệu quả, ổn 

định và có tính ứng dụng thực tiễn cao. Ngoài ra, nhiều nghiên cứu về tái sinh in vitro 

hiện vẫn chủ yếu tập trung vào khảo sát riêng lẻ từng loại hormone hoặc tối ưu môi 

trường nuôi cấy, trong khi việc phân tích đồng thời cơ chế tương tác giữa hormone 

nội sinh, ethylene, hệ thống chống oxy hóa và hợp chất thứ cấp còn hạn chế. Ở Việt 

Nam, chanh dây, hoa đồng tiền và diệp hạ châu là những loài có giá trị kinh tế và 

dược liệu cao, nhưng nghiên cứu về vai trò toàn diện của hormone nội sinh trong nhân 

giống in vitro ở các loài này hầu như chưa được thực hiện. Vì vậy, luận án này sử 

dụng kỹ thuật TCL để khảo sát sự biến động hormone, làm rõ mối liên hệ sinh lý – 

sinh hóa và góp phần xây dựng cơ sở khoa học cho việc tối ưu hóa quy trình nhân 

giống in vitro ở ba đối tượng nghiên cứu. Việc lựa chọn ba loài khác nhau cũng nhằm 

đại diện cho các con đường tái sinh thường gặp trong nuôi cấy mô, qua đó giúp đánh 

giá rõ hơn mối tương quan giữa hormone nội sinh và quá trình phát sinh hình thái. 
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CHƯƠNG  2. NỘI DUNG, VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Nội dung nghiên cứu 

Nội dung 1: Nghiên cứu chọn nguồn mẫu cấy tối ưu cho quá trình phát sinh 

hình thái in vitro ở cây chanh dây, đồng tiền và diệp hạ châu 

Mục đích: Xác định được vị trí mẫu cấy, độ tuổi tối ưu và ảnh hưởng của kỹ 

thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào lên quá trình phát sinh hình thái của cây chanh dây, 

cây hoa đồng tiền và cây diệp hạ châu. 

Nội dung tiến hành: 

Nghiên cứu ảnh hưởng của vị trí lóng thân và hàm lượng CKs và AUX trong 

mẫu cấy ban đầu lên khả năng tái sinh chồi của cây chanh dây nuôi cấy in vitro 

Nghiên cứu ảnh hưởng của độ tuổi mẫu cấy đế hoa và hàm lượng CKs và AUX 

trong mẫu cấy ban đầu lên khả năng phát sinh phôi soma của cây hoa đồng tiền nuôi 

cấy in vitro 

Nghiên cứu ảnh hưởng của vị trí lóng thân và hàm lượng CKs và AUX trong 

mẫu cấy ban đầu lên khả năng tái sinh mô sẹo và rễ bất định của cây diệp hạ châu 

nuôi cấy in vitro 

Nghiên cứu ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào lên khả năng tái 

sinh chồi của mẫu lóng thân cây chanh dây nuôi cấy in vitro 

Nghiên cứu ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào lên khả năng phát 

sinh phôi soma của mẫu đế hoa cây hoa đồng tiền nuôi cấy in vitro 

Nghiên cứu ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào lên khả năng tái 

sinh mô sẹo và rễ bất định của mẫu lóng thân cây diệp hạ châu nuôi cấy in vitro 

Nội dung 2: Nghiên cứu mối tương quan của hàm lượng hormone nội sinh 

trong quá trình phát sinh hình thái in vitro của cây chanh dây, cây hoa đồng tiền 

và cây diệp hạ châu 

Mục đích: Nghiên cứu sự biến động và mối tương quan của hàm lượng hormone 

nội sinh trong trình phát sinh hình thái của cây chanh dây, cây hoa đồng tiền và cây 

diệp hạ châu 
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Nội dung tiến hành: 

Nghiên cứu sự biến động và mối tương quan giữa các hormone nội sinh trong 

quá trình phát sinh hình thái của cây chanh dây thông qua kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng 

tế bào.  

Nghiên cứu sự biến động và mối tương quan giữa các hormone nội sinh trong 

quá trình phát sinh hình thái của cây hoa đồng tiền thông qua kỹ thuật nuôi cấy lớp 

mỏng tế bào.  

Nghiên cứu sự biến động và mối tương quan giữa các hormone nội sinh trong 

quá trình phát sinh hình thái của cây diệp hạ châu thông qua kỹ thuật nuôi cấy lớp 

mỏng tế bào. 

Nội dung 3: Nghiên cứu ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào 

lên sự tích lũy khí ethylene và hệ thống chống oxy hóa trong quá trình phát sinh 

chồi cây chanh dây, phôi soma cây hoa đồng tiền và rễ bất định cây diệp hạ châu 

Mục đích: Nghiên cứu sự biến động và mối tương quan của ET, hệ thống chống 

oxy hóa trong quá trình phát sinh hình thái của cây chanh dây, cây hoa đồng tiền và 

cây diệp hạ châu. 

Nội dung tiến hành: 

Xác định sự tích lũy khí ET trong quá trình phát sinh hình thái của cây chanh 

dây, cây hoa đồng tiền và cây diệp hạ châu thông qua kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế 

bào. 

Xác định hoạt độ của hệ thống chống oxy hóa trong quá trình phát sinh hình thái 

của cây chanh dây, cây hoa đồng tiền và cây diệp hạ châu thông qua kỹ thuật nuôi 

cấy lớp mỏng tế bào. 

Xác định hợp chất thứ cấp trong rễ bất định của mẫu lóng thân cây diệp hạ châu 

nuôi cấy in vitro. 

2.2. Vật liệu nghiên cứu 

2.2.1. Vật liệu thực vật 

Đối với nội dung phát sinh hình thái in vitro, các mẫu lóng thân in vitro của cây 

chanh dây tím (Passiflora edulis Sims f. edulis) có nguồn gốc từ dòng vô tính, đế hoa 

ex vitro cây hoa đồng tiền (Gerbera jamesonii Revolution Yellow) có nguồn gốc 



32 

 

thương mại và lóng thân in vitro cây diệp hạ châu (Phyllanthus amarus) có nguồn 

gốc từ dòng vô tính hiện đang có tại phòng Sinh học Phân tử và Chọn tạo giống cây 

trồng thuộc Viện Nghiên cứu Khoa học Tây Nguyên (nay là Viện Khoa học sự sống) 

được sử dụng làm vật liệu ban đầu. 

Đối với nội dung nghiên cứu mối tương quan giữa hàm lượng hormone và quá 

trình phát sinh hình thái, chồi tái sinh từ mẫu lóng thân và lTCL lóng thân cây chanh 

dây, phôi soma tái sinh từ mẫu đế hoa và lTCL đế hoa cây hoa đồng tiền, mô sẹo và 

rễ bất định tái sinh từ mẫu lóng thân và lTCL lóng thân cây diệp hạ châu được sử 

dụng để làm vật liệu phân tích. 

2.2.2. Thiết bị, dụng cụ và hóa chất 

Thiết bị và dụng cụ 

Một số thiết bị chính được sử dụng bao gồm cân kỹ thuật Precisa (Nhật Bản), 

cân điện tử, tủ an toàn sinh học ESCO (Singapore), tủ sấy MOV-112, hệ thống sắc 

ký lỏng siêu hiệu năng kết hợp đầu dò UV (Ultimate 3000 – Thermo Scientific, Mỹ), 

hệ thống sắc ký khí với đầu dò ion hóa ngọn lửa (GC-CP 3380). 

 Các dụng cụ sử dụng bao gồm dao cấy, đĩa cấy, panh cấy, kéo, ống nghiệm 

thủy tinh, đĩa petri nhựa (đường kính 6 cm), dây thun, túi nilon chịu nhiệt, găng tay 

và một số dụng cụ hỗ trợ khác. Các dụng cụ chuyên dụng được khử trùng bằng 

autoclave ở 121°C, 15 psi trong 30 phút. 

Hóa chất 

Các PGR bao gồm 6-Benzyladenine (BA, Sigma-Aldrich, Mỹ), 1-

Naphthaleneacetic acid (NAA, > 98%, Duchefa Biochemie, Hà Lan), 2,4-

Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D, > 96%, Duchefa Biochemie, Hà Lan), Indole-3-

butyric acid (IBA, > 98%, Duchefa Biochemie, Hà Lan). 

Các chất chuẩn được sử dụng trong phân tích hormone nội sinh bao gồm N6-

isopentenyladenine (2iP, ≥ 99,5%, Sigma-Aldrich, Mỹ), kinetin (KIN, ≥ 99,5%, 

Sigma-Aldrich, Mỹ), Trans-Zeatin (ZEA, ≥ 99,5%, Sigma-Aldrich, Mỹ), N-acetyl-5-

methoxytryptamine (MEL, ≥ 99,5%, Sigma-Aldrich, Mỹ), GA3 (≥ 99,5%, Sigma-

Aldrich, Mỹ), abscisic acid (ABA, ≥ 99,5%, Sigma-Aldrich, Mỹ), salicylic acid (SA, 

≥ 99,5%, Sigma-Aldrich, Mỹ), 6-(3-hydroxybenzylamino) purine/Meta-topolin 
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(meta, ≥ 99,5%, Sigma-Aldrich, Mỹ) và indole-3-acetic acid (IAA, ≥ 99,5%, Sigma-

Aldrich, Mỹ). Các chất khác bao gồm agar (Việt Xô, Việt Nam) và sucrose (Biên 

Hòa, Việt Nam). 

2.2.3. Môi trường nuôi cấy 

Môi trường Murashige và Skoog (MS) [150], được bổ sung 30 g/L sucrose và 8 

g/L agar, được sử dụng làm môi trường nuôi cấy cơ bản trong nghiên cứu này. Các 

PGR được bổ sung vào môi trường MS tùy theo yêu cầu của từng thí nghiệm cụ thể, 

như đã được mô tả trong phần Phương pháp nghiên cứu. Môi trường nuôi cấy được 

điều chỉnh pH về mức 5,8 trước khi tiến hành hấp tiệt trùng trong 30 phút ở nhiệt độ 

121°C (15 psi).  

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Phương pháp bố trí thí nghiệm  

2.3.1.1.  Nội dung 1: Nghiên cứu chọn nguồn mẫu cấy tối ưu cho quá trình phát sinh 

hình thái in vitro ở cây chanh dây, đồng tiền và diệp hạ châu 

Thí nghiệm 1.1: Nghiên cứu ảnh hưởng của vị trí mẫu cấy và hàm lượng CKs 

và AUX trong mẫu cấy ban đầu lên khả năng tái sinh chồi của mẫu lóng thân in vitro 

cây chanh dây 

Phương pháp tiến hành: 

Các đoạn lóng thân (10 mm) của chồi in vitro cây chanh dây 2 tháng tuổi ở vị 

trí lóng thân từ 1 đến 4 (tính từ ngọn chồi) (Hình 2.1) được nuôi cấy trên môi trường 

MS có bổ sung 8 g/L agar; 30 g/L sucrose; 1,5 mg/L BA và 1,0 mg/L NAA để so 

sánh khả năng tái sinh chồi tại các vị trí lóng thân khác nhau. Hàm lượng hormone 

nội sinh (CKs và IAA) có trong mẫu cấy ban đầu và tỷ lệ phát sinh hình thái (%) sau 

60 ngày nuôi cấy được ghi nhận trong nghiên cứu này. 
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Hình 2.1. Sơ đồ thiết lập mẫu cấy lóng thân in vitro cây chanh dây. 

Thí nghiệm 1.2: Nghiên cứu ảnh hưởng của độ tuổi đế hoa và hàm lượng CKs 

và AUX trong mẫu cấy ban đầu lên khả năng phát sinh phôi soma của cây hoa đồng 

tiền nuôi cấy in vitro 

Phương pháp tiến hành: 

Các đế hoa ex vitro của cây hoa đồng tiền ở ba giai đoạn phát triển khác nhau 

(nụ hoa, mở đài hoa và tia hoa có màu tương ứng với 10, 12 và 14 tuần tuổi) được 

khử trùng theo quy trình của Masoud và cộng sự [151] (Hình 2.2). Đầu tiên, các nụ 

hoa được rửa dưới vòi nước chảy trong 15 phút. Sau đó, các mẫu nụ hoa được ngâm 

trong dung dịch xà phòng 0,01% trong 15 phút, rửa lại bằng nước máy ba lần và tiếp 

tục rửa dưới vòi nước chảy ít nhất 30 phút. Sau khi xử lý sơ bộ, các mẫu được chuyển 

vào tủ cấy, khử trùng bằng cồn 70° trong 30 giây và sau đó rửa sạch ba lần bằng nước 

cất vô trùng. Tiếp theo, các mẫu được khử trùng bằng dung dịch 0,1% HgCl2 trong 

10 phút và rửa lại bằng nước cất vô trùng ba lần. 

Các mẫu đã chuẩn bị được nuôi cấy trên môi trường MS bổ sung 0,02 mg/L 

TDZ, 0,8 mg/L adenin, 10% nước dừa, 30 g/L sucrose và 8 g/L agar [152] để đánh 

giá khả năng phát sinh phôi soma. Nghiên cứu cũng ghi nhận hàm lượng hormone 

nội sinh (CKs và IAA) trong các mẫu ban đầu (sau khi đã được khử trùng bề mặt) và 

tỷ lệ phát sinh hình thái (%) sau 90 ngày nuôi cấy. 
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Hình 2.2. Sơ đồ thiết lập mẫu cấy đế hoa ex vitro cây hoa đồng tiền. 

Thí nghiệm 1.3: Nghiên cứu ảnh hưởng của vị trí mẫu cấy và hàm lượng CKs 

và AUX trong mẫu cấy ban đầu lên khả năng tái sinh mô sẹo của mẫu lóng thân in 

vitro cây diệp hạ châu  

Phương pháp tiến hành: 

Các đoạn lóng thân (10 mm) của chồi in vitro cây diệp hạ châu 2 tháng tuổi ở 

vị trí lóng thân từ 1 đến 3 (tính từ ngọn chồi) (Hình 2.3) được nuôi cấy trên môi 

trường MS có bổ sung 8 g/L agar, 30 g/L sucrose và 0,22 mg/L BA để so sánh khả 

năng phát sinh mô sẹo tại các vị trí lóng thân khác nhau. Hàm lượng hormone nội 

sinh (CKs và IAA) có trong mẫu cấy ban đầu và tỷ lệ phát sinh hình thái (%) sau 40 

ngày nuôi cấy được ghi nhận trong nghiên cứu này. 

 

Hình 2.3. Sơ đồ thiết lập mẫu cấy lóng thân in vitro cây diệp hạ châu. 
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Thí nghiệm 1.4: Nghiên cứu ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào 

lên khả năng phát sinh hình thái của cây chanh dây, hoa đồng tiền và diệp hạ châu 

Phương pháp tiến hành: 

Đoạn lóng thân của cây chanh dây 2 tháng tuổi (đoạn lóng thân thứ 3 tính từ 

trên xuống) dài 10 mm và đường kính khoảng 1 mm được cắt thành 2 phần bằng nhau 

theo chiều dọc (lTCL) có kích thước 0,5 × 10 mm và nuôi cấy trên môi trường MS 

có bổ sung 8 g/L agar, 30 g/L sucrose, 1,5 mg/L BA và 1,0 mg/L 1-Naphthaleneacetic 

acid (NAA). Đối chứng là mẫu lóng thân (1 × 10 mm) (Hình 2.4). Số chồi và chiều 

cao chồi (cm) được ghi nhận sau 15, 30, 60 và 90 ngày nuôi cấy. 

 

Hình 2.4. Quy trình thực hiện thí nghiệm phát sinh hình thái cây chanh dây nuôi cấy 

in vitro thông qua kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào. 

Mẫu đế hoa của cây hoa đồng tiền (chiều dài khoảng 10 mm và đường kính xấp 

xỉ 20 mm) được cắt dọc thành bốn phần bằng nhau để tạo mẫu lớp mỏng tế bào (lTCL) 

với kích thước khoảng 0,5 × 10 mm. Các mẫu lTCL được nuôi cấy trên môi trường 

MS bổ sung 0,02 mg/L TDZ, 0,8 mg/L adenine, 10% (v/v) nước dừa, 30 g/L sucrose 

và 8 g/L agar. Đối chứng là mẫu đế hoa (Hình 2.5). Các chỉ tiêu như số phôi soma, 

tỷ lệ phát sinh phôi soma (%) được ghi nhận sau 30, 60, 90 và 120 ngày nuôi cấy. 
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Hình 2.5. Quy trình thực hiện thí nghiệm phát sinh hình thái in vitro của mẫu đế hoa 

cây hoa đồng tiền thông qua kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào. 

Đoạn lóng thân của cây diệp hạ châu 2 tháng tuổi (đoạn lóng thân thứ 2 cho quá 

trình phát sinh mô sẹo và đoạn lóng thân thứ 3 cho quá trình phát sinh rễ bất định) có 

chiều dài 10 mm và đường kính khoảng 1 mm được cắt thành 2 phần bằng nhau theo 

chiều dọc (lTCL) có kích thước 0,5 × 10 mm và nuôi cấy trên môi trường MS có bổ 

sung 0,22 mg/L BA (đối với phát sinh mô sẹo) hoặc 0,5 mg/L IBA (đối với phát sinh 

rễ bất định), 30 g/L sucrose và 8 g/L agar. Đối chứng là mẫu lóng thân (1 × 10 mm) 

(Hình 2.6). Thời gian cảm ứng mô sẹo (ngày), khối lượng tươi của mô sẹo (g), Thời 

gian cảm ứng rễ bất định (ngày) và khối lượng tươi của rễ bất định (g) được ghi nhận 

sau 10, 20, 40 và 60 ngày nuôi cấy. 

 
Hình 2.6. Quy trình thực hiện thí nghiệm phát sinh hình thái in vitro của mẫu lóng 

thân cây diệp hạ châu thông qua kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào. 
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2.3.1.2. Nội dung 2: Nghiên cứu mối tương quan giữa hàm lượng hormone nội sinh 

trong quá trình phát sinh hình thái của cây chanh dây, cây hoa đồng tiền và cây diệp 

hạ châu 

Thí nghiệm 2.1: Nghiên cứu sự biến động của hàm lượng hormone nội sinh trong quá 

trình phát sinh hình thái in vitro của cây chanh dây, hoa đồng tiền và diệp hạ châu 

Phương pháp tiến hành: 

1 g mẫu lóng thân/lTCL lóng thân/chồi của cây chanh dây, đế hoa/lTCL đế 

hoa/phôi soma của cây đồng tiền, lóng thân/lTCL, mô sẹo và rễ bất định của cây diệp 

hạ châu có nguồn gốc từ thí nghiệm 4 nội dung 1 được sử dụng làm vật liệu thực vật 

để phan tích hàm lượng hormone nội sinh. 

Các mẫu tươi được nghiền trong dung dịch Bieleski gồm 

CHCl3:MeOH:HCOOH:H2O (25:60:5:10, v/v/v/v) với tỷ lệ 0,1 g nguyên liệu thực 

vật trên 1 mL dung dịch. Sau đó, hỗn hợp được chiết ở -30°C dưới điều kiện tối trong 

4 giờ (mẫu được chia thành 2 phần; một phần được giữ nguyên và phần còn lại được 

bổ sung chất chuẩn ở các nồng độ đã biết). Mỗi mẫu sau đó được ly tâm ở 10000 g 

trong 10 phút ở 4°C và dịch nổi phía trên được chuyển vào một ống sạch. Phần kết 

tủa được chiết lại trong 4 mL metanol 80% trong 1 giờ ở 4°C trên máy lắc xoay và 

được ly tâm lại. Phần nổi phía trên được gộp lại và được nạp vào ống chiết Sep-Pak 

C18, đã được cân bằng với 1 mL metanol 100%, sau đó là 1 mL metanol 80%. Ống 

chiết được tráng bằng 500 μL 80% metanol. Dịch chiết tinh khiết được làm khô trong 

thiết bị bay hơi chân không ở 50°C để loại bỏ dung môi và hoàn nguyên bằng 1 - 2 

mL nước có pH = 2 (điều chỉnh bằng formic acid). Dung dịch được lọc qua màng 

0,45 μm trước khi bơm vào hệ thống UHPLC. Các hormone được phân tách bằng hệ 

thống Thermo-Ultimate 3000 HPLC (Thermi Scientific, USA) có kích thước hạt 25 

mm × 4,6 mm, 0,5 mm (cột BDS Hypersil C18) và được kết nối với máy dò UV theo 

dõi ở các bước sóng khác nhau. Một hệ thống dung môi nhị phân đã được sử dụng; 

nó bao gồm (A) axetonitril (B) nước Milli-Q được acid hóa bằng formic acid 0,5%. 

Quá trình phân tách được thực hiện bằng cách sử dụng các thang độ phân đoạn 0 - 10 

phút A từ 100% đến 75%, tiếp theo là 11 - 17 phút A từ 75% đến 50% và cuối cùng 

là 18 - 25 phút A từ 50% đến 75% với tốc độ dòng chảy là 0,7 mL/phút. Định lượng 

các hormone dựa vào quy trình đường chuẩn của các chất chuẩn ở cùng điều kiện 
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(Hình 2.7). Phân tích hormone nội sinh được tiến hành tại Viện Công nghệ Sinh học 

và Môi trường, Trường Đại học Tây Nguyên. 

 

Hình 2.7. Đường chuẩn của 10 hormone nội sinh được phân tích. 
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Thí nghiệm 2.2: Nghiên cứu mối tương quan giữa hàm lượng hormone nội sinh trong 

quá trình hình thái của cây chanh dây, cây hoa đồng tiền và cây diệp hạ châu 

Phương pháp tiến hành:  

Hàm lượng các chất hormone trong mẫu chồi cây chanh dây, phôi soma cây hoa 

đồng tiền, mô sẹo và rễ bất định của cây diệp hạ châu nuôi cấy in vitro được phân 

tích ở thí nghiệm trước đó được phân tích môi tương quan và thể hiện bằng biểu đồ 

heatmap (mối tương quan Pearson) bằng phần mềm OriginPro 2024b. 

2.3.1.3. Nội dung 3. Nghiên cứu ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào 

lên sự tích lũy khí ethylene, hoạt động của hệ thống chống oxy hóa trong quá trình 

phát sinh chồi cây chanh dây, phôi soma cây hoa đồng tiền và rễ bất định cây diệp 

hạ châu; sự tổng hợp hợp chất thứ cấp ở rễ bất định cây diệp hạ châu 

Thí nghiệm 3.1: Nghiên cứu ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào lên sự 

tích lũy khí ethylene trong quá trình phát sinh chồi cây chanh dây, phôi soma cây hoa 

đồng tiền và rễ bất định cây diệp hạ châu 

Phương pháp tiến hành: 

Để xác định nồng độ ethylene (ET) tích lũy trong hệ thống nuôi cấy, phương 

pháp sắc ký khí với đầu dò ion hóa ngọn lửa (GC/FID) đã được sử dụng trong nghiên 

cứu này. Khí trong hệ thống nuôi cấy của các mẫu chồi bất định cây chanh dây, phôi 

soma cây hoa đồng tiền và rễ bất định cây diệp hạ châu có nguồn gốc từ thí nghiệm 

4 nội dung 1 được thu vào ống tiêm không rò rỉ 1 mL và được tiêm thủ công vào hệ 

thống GC-CP 3380. Một cột thép không gỉ dài 3 m, đường kính 1,5 mm được nhồi 

Porapak P (lưới 80-100) đã được sử dụng. Nhiệt độ được đặt ở mức 60°C cho cột và 

90°C cho cả ống tiêm và đầu dò ion hóa. Nitơ với lưu lượng 55 mL/phút đóng vai trò 

là khí mang để vận chuyển mẫu qua cột sắc ký [153]. Đường cong hiệu chuẩn được 

sử dụng để định lượng ET (Hình 2.8). Phân tích ET được tiến hành tại Viện cây ăn 

quả miền Nam. 
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Hình 2.8. Biểu đồ sắc ký khí chuẩn của ET 

Thí nghiệm 3.2: Nghiên cứu ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào lên hệ 

thống chống oxy hóa trong quá trình phát sinh chồi cây chanh dây, phôi soma cây 

hoa đồng tiền và rễ bất định cây diệp hạ châu 

Phương pháp tiến hành: 

0,3 g của các mẫu cấy tươi (mẫu chồi của cây chanh dây, phôi soma của cây 

đồng tiền, mô sẹo và rễ bất định của cây diệp hạ châu ở các mốc thời gian nuôi cấy 

khác nhau có nguồn gốc từ thí nghiệm 4 nội dung 1) được nghiền thành bột với nitơ 

lỏng và đồng nhất trong 2 mL đệm phosphate 0,1 M (pH 7,4) có chứa 0,1 mM EDTA. 

Dịch đồng nhất được ly tâm ở tốc độ 15.000 vòng/phút trong 20 phút ở 4°C. Phần 

dịch nổi được thu thập và bảo quản trong đá để xác định hoạt độ của các enzyme 

chống oxy hóa bao gồm superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate 

peroxidase (APX), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) và tổng hàm lượng 

phenolic. Các phân tích được thực hiện tại Đại học Y Dược TP. HCM.  

Hoạt độ SOD được đo bằng cách ngăn chặn quá trình oxy hóa pyrogallol trong 

môi trường kiềm với độ hấp thụ ở 320 nm. Một đơn vị (U) hoạt động SOD được định 

nghĩa là lượng cần thiết để ức chế quá trình tự oxy hóa pyrogallol xuống 50% [154].  

Đơn vị enzyme (U/g prot) = (% ứng chế/50) × hệ số pha loãng 

Hoạt độ CAT được đánh giá bằng cách cho mẫu phản ứng với 100 μL hydrogen 

peroxide (H2O2) 65 mM trong 2 phút. Phần H2O2 còn lại phản ứng với amoni 

molybdate để tạo thành phức hợp màu vàng ở 405 nm. Một đơn vị (U) hoạt động 

catalase bằng thủy phân 1 μmol H2O2 mỗi phút [155]. 
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Hoạt độ APX được xác định bằng phương pháp của Nakano và Asada [156]. 

Enzyme khử ascorbate, đo ở 290 nm khi có 0,5 mM H2O2. Một đơn vị (U) hoạt động 

APX oxy hóa 1 μmol ascorbate mỗi phút trong điều kiện thử nghiệm. 

Hoạt độ dọn gốc DPPH được đo dựa trên sự tương tác giữa chất chống oxy hóa 

và DPPH trong mẫu cấy. Chất chống oxy hóa khử DPPH (màu tím) thành dạng khử 

(màu vàng nhạt), dẫn đến giảm hấp thụ [157]. Tỷ lệ phần trăm loại bỏ gốc DPPH 

(RSA) được tính bằng công thức sau: 

RSA (%) = (Ak – Am)/Ak × 100 

Trong đó: RSA là hoạt độ loại bỏ gốc, được biểu thị bằng phần trăm (%); Ak là 

mật độ quang của mẫu trắng; Am là mật độ quang của mẫu cấy thử nghiệm. 

Tổng hàm lượng phenolic được xác định thông qua phân tích màu sử dụng thuốc 

thử Folin-Ciocalteu, thuốc thử này chuyển màu từ vàng sang xanh lục đậm khi có 

chất chống oxy hóa [158]. Tổng hàm lượng phenolic của mẫu cấy được tính toán dựa 

trên đường cong chuẩn và độ hấp thụ của nó, được biểu thị bằng miligam axit gallic 

tương đương (mg GAE) trên 100 gam trọng lượng khô. 

Thí nghiệm 3.3: Nghiên cứu ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào lên sự 

tổng hợp các hợp chất thứ cấp của rễ bất định cây diệp hạ châu 

Phương pháp tiến hành: 

Chiết xuất ethanol 80% của 1 g rễ bất định có nguồn gốc từ các đoạn thân đốt 

và các đoạn thân đốt lTCL sau 60 ngày nuôi cấy được phân tích bằng hệ thống 

Thermo-Ultimate 3000 HPLC (Thermi Scientific, USA) theo phương pháp của 

Harikrishnan và cộng sự [159]. Các dung dịch gốc (20 mg/mL) được siêu âm trong 

15 phút và lọc qua màng PTFE Millex 0,45 µm. Các chất chuyển hóa thứ cấp chuẩn 

(1 mg/mL) được pha loãng (1000 - 125 µg/mL) và phân tích bằng cột XBridgeTM 

C-18 (250 mm × 4,6 mm, 5 µm). Pha động bao gồm acetonitril (dung môi A) và nước 

với 0,1% orthophosphoric acid (dung môi B) với tốc độ rửa giải isocratic là 1,0 

mL/phút. Các đường chuẩn và sắc ký đồ được sử dụng để định lượng các hợp chất 

này (Hình 2.9 và 2.10). 



43 

 

 

Hình 2.9. Đường chuẩn của phyllanthin và hypophyllanthin. 

 

Hình 2.10. Sắc ký đồ của 9 hợp chất thứ cấp được phân tích. 
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2.3.2. Một số phương pháp và kỹ thuật sử dụng trong nghiên cứu 

2.3.2.1. Quan sát hình thái giải phẫu 

Hình thái của mẫu thực vật (chồi bất định của cây chanh dây, phôi soma của cây 

hoa đồng tiền, mô sẹo và rễ bất định của cây diệp hạ châu) được chuẩn bị theo phương 

pháp của Peterson và cộng sự [160]. Quá trình chuẩn bị mẫu bắt đầu bằng việc cắt 

các mẫu thành lát mỏng có độ dày từ 30 đến 40 µm, sau đó ngâm trong dung dịch 

Javel 10% trong 15 phút, tiếp theo là rửa sạch bằng nước cất. Các mẫu tiếp tục được 

xử lý bằng dung dịch acetic acid 10% trong 10 phút, sau đó rửa lại ba lần bằng nước 

cất để loại bỏ hoàn toàn dung dịch. Sau khi rửa sạch, các mẫu được nhuộm với dung 

dịch đỏ carmine trong 5 phút, sau đó rửa lại bằng nước cất cho đến khi không còn dư 

lượng thuốc nhuộm. Cuối cùng, các mẫu được đặt lên lam kính, thêm một giọt nước 

hoặc glycerin, rồi phủ lamen lên trên. Các mẫu sau đó được quan sát dưới kính hiển 

vi quang học (Olympus CH30, Olympus, Nhật Bản). 

2.3.2.2. Phương pháp xử lý thống kê 

Tất cả các thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên với 3 lần lặp lại, 30 

mẫu/nghiệm thức (đối với nội dung 1); 1 g mẫu tươi đối với thí nghiệm phân tích 

hormone/hợp chất thứ cấp và 0,3 g đối với thí nghiệm phân tích hệ thống chống oxy 

hóa.  

Tất cả các số liệu sau khi thu nhận ứng với từng chỉ tiêu theo dõi được nhập vào 

phần mềm Microsoft Excel 2016, số liệu được xử lý và phân hạng bằng phần mềm 

SPSS 20.0 với phép thử Duncan 1 yếu tố ở mức ý nghĩa p < 0,05 [161]. Các biểu đồ 

(± SD) được vẽ bằng phần mềm Microsoft Excel 2016 và heatmap được xử lý bằng 

OriginPro 2024b (mối tương quan Pearson). 

2.3.3. Điều kiện nuôi cấy 

Các thí nghiệm được thực hiện trong phòng nuôi cấy với nhiệt độ duy trì ở mức 

25 ± 2°C, độ ẩm từ 55 - 60% và thời gian chiếu sáng là 16 giờ mỗi ngày (sử dụng đèn 

huỳnh quang với cường độ chiếu sáng 40 - 45 µmol.m-2.s-1) cho tất cả các giai đoạn 

nuôi cấy. 
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2.3.4. Địa điểm và thời gian thực hiện luận án 

Các thí nghiệm được tiến hành tại Phòng Sinh học phân tử và Chọn tạo giống 

cây trồng, Viện Khoa học sự sống (trước đây là Viện Nghiên cứu Khoa học Tây 

Nguyên, 116 Xô Viết Nghệ Tĩnh, Phường Lang Biang - Đà Lạt, Tỉnh Lâm Đồng). 

Thời gian thực hiện luận án từ 2021 – 2025. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Nội dung 1: Nghiên cứu chọn nguồn mẫu cấy tối ưu cho quá trình phát sinh 

hình thái in vitro ở cây chanh dây, đồng tiền và diệp hạ châu 

3.1.1. Ảnh hưởng của vị trí mẫu cấy và hàm lượng CKs và AUX trong mẫu cấy ban 

đầu lên khả năng tái sinh chồi của mẫu lóng thân in vitro cây chanh dây 

Kết quả nghiên cứu cho thấy ảnh hưởng rõ rệt của vị trí lóng thân đến khả năng 

tái sinh chồi ở cây chanh dây trong điều kiện nuôi cấy in vitro (Hình 3.1 và 3.2). Ở 

lóng thân thứ 1, tỷ lệ tái sinh chồi là 40,00%, nhưng chồi có kích thước nhỏ (dưới 0,1 

cm) (Hình 3.1). Lóng thân thứ 2 có tỷ lệ tái sinh chồi tăng lên đến 63% với 1,67 

chồi/mẫu có kích thước nhỏ hơn 0,5 cm và 0,67 chồi/mẫu có kích thước lớn hơn 0,5 

cm (Hình 3.1). Lóng thân thứ 3 thể hiện sự vượt trội với tỷ lệ tái sinh chồi đạt 93,33%, 

cao nhất trong các vị trí lóng thân được khảo sát. Số chồi < 0,5 cm là 3,67, trong khi 

chồi > 0,5 cm là 1,33 (Hình 3.1). Đây là vị trí mẫu cấy thích hợp cho quá trình phát 

sinh chồi và phát triển kích thước chồi đạt tối ưu. Ngược lại, lóng thân thứ 4 không 

có khả năng tái sinh chồi, với tỷ lệ tái sinh là 0,00% (Hình 3.1).  

 

Hình 3.1. Khả năng cảm ứng chồi ở 4 vị trí lóng thân in vitro khác nhau của cây 

chanh dây sau 60 ngày nuôi cấy. *Chồi có kích thước < 0,1 cm 
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Hình 3.2. Sự phát sinh chồi của mẫu cây chanh dây ở các vị trí lóng thân in vitro khác 

nhau sau 60 ngày nuôi cấy. A. Mẫu cấy tại các vị trí lóng thân từ 1 đến 4 sau 60 ngày 

nuôi cấy. B. Cảm ứng chồi từ các vị trí lóng thân in vitro khác nhau sau 60 ngày nuôi 

cấy (từ trái sang phải) (Bar = 2 mm). 

Kết quả về phân tích UHPLC-UV chỉ ra các nồng độ AUX (IAA) và CKs (Meta, 

ZEA, 2iP, KIN) ở các vị trí khác nhau của lóng thân cây chanh dây (vị trí 1, 2, 3 và 

4) có sự khác biệt (Hình 3.3). Nồng độ IAA tăng dần từ vị trí lóng thân thứ 1 (8,958 

µg/g FW) đến vị trí lóng thân thứ 4 (23,848 µg/g FW). Trong khi đó, nồng độ CKs 

không có sự khác biệt giữa vị trí lóng thân thứ 1 (6,548 µg/g FW), lóng thân thứ 2 

(6,243 µg/g FW) và lóng thân thứ 3 (5,219 µg/g FW). Tuy nhiên ở vị trí lóng thân 

thứ 4 (vị trí mẫu cấy gần gốc nhất, xa đỉnh chồi nhất), hàm lượng CKs giảm rõ rệt 

(3,891 µg/g FW) (Hình 3.3). Sự giảm nồng độ CKs có thể ảnh hưởng đến khả năng 

phát triển chồi và sự phân chia tế bào ở các vị trí xa gốc. Tỉ lệ IAA/CKs phản ánh sự 

cân bằng giữa auxin (IAA) và CKs, hai hormone đóng vai trò quan trọng trong sự 

phát triển của thực vật. Tỉ lệ IAA/CKs tăng mạnh từ vị trí lóng thân thứ 1 (1,368) đến 

vị trí lóng thân thứ 4 (6,129) (từ vị trí mẫu gần chồi nhất đến vị trí mẫu gần gốc nhất). 

Điều này có thể cho thấy sự gia tăng ảnh hưởng của AUX so với CKs khi các mẫu 

cấy được lấy từ các vị trí gần cực rễ của cây.  

Dựa vào kết quả trên, có thể thấy rằng nồng độ của các hormone thực vật thay 

đổi rõ rệt khi mẫu cấy được lấy từ các vị trí khác nhau trên lóng thân in vitro của cây 
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chanh dây. Sự gia tăng IAA và tỉ lệ IAA/CKs từ vị trí lóng thân thứ 1 đến vị trí lóng 

thân thứ 4 cho thấy ảnh hưởng mạnh mẽ của AUX trong việc thúc đẩy sự phát triển 

chồi ở các vị trí mẫu cấy gần đỉnh chồi. Ngược lại, sự giảm dần của các CKs (ZEA, 

2iP, KIN) có thể ảnh hưởng đến sự phân chia tế bào và sự phát triển của chồi. Điều 

này chỉ ra rằng mẫu cấy từ các vị trí xa gốc (gần chồi) có thể có khả năng tái sinh 

chồi tốt hơn, nhờ vào sự kết hợp tối ưu giữa AUX và CKs, đặc biệt là tỷ lệ IAA/CKs 

cao. 

 

Hình 3.3. Hàm lượng cytokinin, IAA (A) và tỷ lệ IAA/CKs (B) ở 4 vị trí lóng thân 

in vitro khác nhau của cây chanh dây. 

Vị trí mẫu cấy đóng vai trò quan trọng trong khả năng tái sinh chồi khi nuôi cấy 

in vitro. Sự khác biệt về độ trưởng thành của tế bào và hàm lượng hormone nội sinh 
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ở các vị trí khác nhau có thể ảnh hưởng đến khả năng đáp ứng của mẫu cấy với môi 

trường cảm ứng. Điều này chỉ ra rằng, việc lựa chọn đúng vị trí mẫu cấy là yếu tố 

quyết định trong việc cải thiện hiệu quả tái sinh chồi khi nuôi cấy in vitro. Nghiên 

cứu trên cây chanh dây vàng cho thấy mẫu lóng thân in vitro từ vị trí đốt thứ 3 cho 

hiệu quả tái sinh chồi cao nhất, như đã được Trần Hiếu [149] ghi nhận. Kết quả của 

nghiên cứu này cũng có kết quả tương tự các nghiên cứu trước, mẫu cấy lóng thân 

thứ 3 của mẫu chanh dây in vitro cho khả năng tái sinh chồi tối ưu nhất. Ngoài ra, sự 

khác biệt về vị trí mẫu cấy không chỉ tác động đến sự phát triển của mẫu cấy mà còn 

ảnh hưởng đến khả năng phát sinh chồi, điều này có thể liên quan đến sự phân bố 

hormone nội sinh và độ trưởng thành tế bào tại các vị trí khác nhau. Vì vậy, các lóng 

thân ở vị trí này được sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo. 

3.1.2. Ảnh hưởng của độ tuổi đế hoa và hàm lượng CKs và AUX trong mẫu cấy 

ban đầu lên khả năng phát sinh phôi soma của cây hoa đồng tiền nuôi cấy in vitro 

Nghiên cứu hiện tại cho thấy ảnh hưởng rõ rệt của độ tuổi đế hoa lên khả năng 

phát sinh phôi soma của cây hoa đồng tiền trong điều kiện nuôi cấy in vitro. Kết quả 

được trình bày qua ba giai đoạn phát triển chính của đế hoa là nụ hoa, mở đài hoa và 

tia hoa có màu. Các giai đoạn này phản ánh sự thay đổi về hình thái cũng như khả 

năng tái sinh của phôi soma (Hình 3.4 và 3.5). 

Ở giai đoạn nụ hoa, mẫu có kích thước lớn nhất và màu sắc xanh tươi, phản ánh 

khả năng phát sinh phôi soma mạnh mẽ với tỷ lệ tái sinh đạt 100% và số phôi soma 

cao nhất (30,67) (Hình 3.4 và 3.5). Đây là giai đoạn tế bào còn trẻ, hoạt động sinh lý 

mạnh mẽ và có tiềm năng tái sinh tối ưu. Ở giai đoạn mở đài hoa, tỷ lệ phát sinh phôi 

soma giảm xuống còn 68% và số phôi soma còn 21,33. Điều này có thể do tế bào bắt 

đầu chuyển hóa thành tế bào chuyên biệt hơn, làm giảm khả năng tái sinh. Cuối cùng, 

ở giai đoạn tia hoa có màu, khả năng phát sinh phôi soma ở giai đoạn này giảm mạnh 

xuống còn 12% và số phôi soma còn 6,67 (Hình 3.4). Điều này cho thấy rằng ở giai 

đoạn trưởng thành, tế bào đã mất đi khả năng hình thành phôi soma và khả năng tái 

sinh gần như không còn. 
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Hình 3.4. Sự phát sinh hình thái của mẫu đế hoa đồng tiền ở các giai đoạn khác nhau 

sau 90 ngày nuôi cấy.  

 

Hình 3.5. Sự phát sinh hình thái của mẫu đế hoa đồng tiền ở các giai đoạn khác nhau 

sau 90 ngày nuôi cấy.  

Hàm lượng các hormone CKs trong các giai đoạn phát triển hoa được ghi nhận 

trong Hình 3.6. Nồng độ hormone đạt giá trị cao nhất trong mẫu ở giai đoạn nụ hoa 

và giảm dần khi hoa phát triển qua các giai đoạn tiếp theo. Điều này cho thấy hàm 

lượng hormone nội sinh có ảnh hưởng trực tiếp đến sự phát sinh phôi soma (Hình 

3.6).  
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Hình 3.6. Hàm lượng cytokinin, IAA (A) và tỷ lệ IAA/CKs (B) ở 3 độ tuổi khác nhau 

của mẫu đế hoa cây hoa đồng tiền.  

CKs đóng vai trò quan trọng trong quá trình phân chia và biệt hóa tế bào, tạo 

điều kiện thuận lợi cho sự phát sinh phôi soma. Mức độ cao của các hormone này 

trong giai đoạn đầu giúp thúc đẩy sự phân chia tế bào, hỗ trợ quá trình phát sinh phôi 

soma. Giai đoạn nụ hoa thể hiện mức độ CKs cao hơn 2 loại mẫu cấy còn lại. Những 

hormone này đã được ghi nhận là các yếu tố quan trọng trong việc điều hòa sự phân 

chia và biệt hóa tế bào. Mặc dù AUX (IAA) ở mức trung bình (8,301 µg/g FW) trong 

giai đoạn nụ hoa, tỉ lệ AUX/CKs (1,923) cho thấy sự cân bằng giữa AUX và CKs 
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(Hình 3.6). Đây là điều kiện thuận lợi, vì sự cân bằng này cần thiết để khởi động các 

quá trình tái tạo và biệt hóa mô. 

Kết quả thực nghiệm của Khai và cộng sự [162] trên đối tượng cây tử linh lan 

cho thấy rằng tuổi của cánh hoa có ảnh hưởng đến khả năng tái sinh của tế bào, cụ 

thể là số lượng tế bào tái sinh và hướng của quá trình tái sinh. Theo đó, mẫu có độ 

tuổi trẻ nhất (5 ngày tuổi) cho tỷ lệ tái sinh cao nhất, đặc biệt là với các cấu trúc giống 

hoa. Trong khi đó, tỷ lệ và số lượng phôi soma cao nhất được ghi nhận ở mẫu cấy 

thuộc nhóm 10 ngày tuổi. Sự hình thành rễ bất định chỉ được quan sát thấy ở các mẫu 

cấy ở độ tuổi 10 và 15 ngày. Xu hướng tái sinh chồi mạnh nhất được ghi nhận ở cánh 

hoa thuộc nhóm 20 ngày tuổi so với các mẫu cấy trẻ hơn. Tuy nhiên, khả năng tái 

sinh cao hơn ở các mẫu lá già của cây Prunus canescens [163] và cây Cucurbita 

moschata [164] cũng đã được ghi nhận. Điều này trái ngược với các kết quả thu được 

ở nhiều nghiên cứu trước đây và kết quả của nghiên cứu hiện tại, kết quả cho thấy 

các mẫu cấy trẻ hơn cho khả năng tái sinh mạnh hơn so với các mẫu già, chẳng hạn 

như cây Cercis canadensis [165], Aerides maculosum [166], Rosa hybrida [167], 

Morus alba [168], Cajanus cajan [169], Brassica spp. [170], lúa [171] và Platanus 

occidentalis [172]. 

Kết quả nghiên cứu này khẳng định rằng độ tuổi của đế hoa có ảnh hưởng lớn 

đến khả năng phát sinh phôi soma của cây hoa đồng tiền. Giai đoạn nụ hoa cho tỷ lệ 

tái sinh cao nhất, là thời điểm tối ưu để thu nhận vật liệu nuôi cấy. Trong khi đó, giai 

đoạn mở đài hoa và tia hoa có màu cho thấy khả năng tái sinh giảm dần. Điều này 

nhấn mạnh tầm quan trọng của việc lựa chọn đúng giai đoạn phát triển của mẫu cấy 

trong các nghiên cứu và ứng dụng nuôi cấy mô thực vật. 

3.1.3. Ảnh hưởng của vị trí mẫu cấy và hàm lượng CKs và AUX trong mẫu cấy ban 

đầu lên khả năng tái sinh mô sẹo của mẫu lóng thân in vitro cây diệp hạ châu 

Kết quả cho thấy, khi nuôi cấy các mẫu lóng thân cây diệp hạ châu ở các vị trí 

khác nhau thì khả năng phát sinh hình thái in vitro là khác nhau sau 40 ngày nuôi cấy 

(Hình 3.7 và 3.8). Sự hình thành mô sẹo xảy ra ở cả 3 vị trí lóng của các mẫu với tỷ 

lệ hình thành mô sẹo là 100% ở lóng thân thứ 1 và 2. Điều thú vị là rễ bất định được 

hình thành ở lóng thân thứ ba dù được nuôi cấy trên môi trường có bổ sung BA, điều 

này là do nồng độ AUX nội sinh cao hơn của mẫu cấy cũng như sự biệt hóa của các 
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tế bào tại khu vực này. Tuy nhiên, cơ chế của sự phát sinh hình thái này vẫn chưa rõ 

ràng. Mặc dù tỷ lệ hình thành mô sẹo của cả 3 lóng đều cao (75,66 - 100%) nhưng 

lóng thân thứ 2 cho hiệu quả phát sinh hình thái tốt nhất với mô sẹo lớn, bao phủ toàn 

bộ mẫu cấy sau 40 ngày nuôi cấy; trong khi đó, ở 2 vị trí lóng thân còn lại, mô sẹo 

chỉ hình thành ở 2 mặt cắt của mẫu cấy với mô sẹo nhỏ (Hình 3.7). Mặt khác, ngay 

cả khi nuôi cấy trên môi trường có bổ sung BA ngoại sinh, bên cạnh sự hình thành 

mô sẹo, lóng thứ 3 vẫn cho sự hình thành rễ bất định (Hình 3.7 và 3.8); điều này có 

thể là do càng gần hệ thống gốc rễ, hàm lượng AUX trong mẫu càng cao; cũng như 

vùng tế bào ở lóng thứ 3 có thể nhạy cảm hơn với sự biệt hóa thành tế bào gốc. Từ 

đó, trong quá trình hình thành mô sẹo, rễ bất định cũng được hình thành ở vị trí lóng 

thân này (Hình 3.7 và 3.8). 

 

Hình 3.7. Tỷ lệ phát sinh mô sẹo và rễ bất định của các vị trí lóng thân khác nhau của 

cây diệp hạ châu sau 40 ngày nuôi cấy.  
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Hình 3.8. Sự phát sinh hình thái của mẫu cây diệp hạ châu ở các vị trí lóng thân khác 

nhau sau 40 ngày nuôi cấy. 

Do sự cân bằng của hormone nội sinh, đặc biệt là AUX và CKs, có liên quan 

chặt chẽ đến quá trình phát sinh hình thái; nên trong nghiên cứu này, tỷ lệ AUX/CKs 

đã được kiểm tra trong 3 mẫu cấy lóng thân. Trong mẫu cấy ban đầu, nồng độ của 

CKs và AUX trong 3 lóng thân cũng khác nhau (Hình 3.9). Hàm lượng CKs giảm 

dần theo từng vị trí lóng thân (càng gần rễ hàm lượng CKs càng giảm); ngược lại, 

hàm lượng AUX tăng dần khi các mẫu ở gần các cực của rễ. Kết quả cho thấy tỷ lệ 

AUX/CKs ở 3 lóng thân của cây diệp hạ châu đều xấp xỉ/lớn hơn 1 (hàm lượng AUX 

tương đương/cao hơn CKs) (Hình 3.9) nên ở cả 3 vị trí lóng đều có khả năng hình 

thành mô sẹo (Hình 3.9). Tỷ lệ AUX/CKs tại vị trí lóng thứ nhất là thấp nhất (0,970) 

và ngược lại tỷ lệ này cho kết quả cao nhất tại vị trí lóng thứ 3 (4,203) (Hình 3.9). 

Kết hợp giữa kết quả phát sinh hình thái và phân tích hàm lượng AUX, CKs nội 

sinh ban đầu trong mẫu lóng thân có thể thấy tỷ lệ AUX/CKs của lóng thân thứ 2 thể 

hiện khả năng hình thành mô sẹo vượt trội hơn so với 2 vị trí lóng thân còn lại; trong 

khi đó, tỷ lệ AUX/CKs quá cao ở mẫu lóng thân thứ 3 (Hình 3.9) dẫn đến khả năng 

hình thành rễ bất định mặc dù mẫu cấy được nuôi cấy trên môi trường có bổ sung 

CKs ngoại sinh (Hình 3.8). 
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Hình 3.9. Hàm lượng cytokinin, IAA (A) và tỷ lệ IAA/CKs (B) ở 3 vị trí lóng thân 

in vitro khác nhau của cây diệp hạ châu. 

Việc lựa chọn vị trí mẫu cấy đóng vai trò quan trọng trong nuôi cấy mô thực 

vật. Ở mỗi vị trí hàm lượng hormone nội sinh khác nhau dẫn đến sự phát sinh hình 

thái khác nhau. Nghiên cứu của Nhut và cộng sự [173] cho thấy việc lựa chọn vị trí 

cấy thích hợp đã cải thiện tỷ lệ tái sinh chồi in vitro của cây hoa loa kèn (Lilium 

longiflorum); kết quả của nghiên cứu này cho thấy các mẫu ở vị trí 1 (gần vùng ngọn 

nhất) và vị trí 2 cho tỷ lệ hình thành chồi in vitro cao nhất sau 60 ngày nuôi cấy và 

hiệu suất tái sinh chồi giảm khi vị trí mẫu càng gần vùng rễ. Sự khác biệt về hình thái 

này có thể là do hàm lượng hormone nội sinh và tính nhạy cảm của từng vùng tế bào 

[173]. Theo Bramhanapalli và cộng sự [174], bất kể hàm lượng PGRs trong môi 
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trường tái sinh, sự tái sinh chồi và rễ có thể bắt nguồn từ cơ chế di truyền được kích 

hoạt bởi việc cắt mẫu cấy. Beyaz và cộng sự [175] báo cáo rằng khả năng tái sinh rễ 

ở đoạn gần cực rễ là tốt hơn, trong khi tái sinh chồi hiệu quả hơn ở đoạn gần cực 

ngọn. 

Kết quả nghiên cứu trên 3 đối tượng cho thấy vật liệu đầu vào, bao gồm vị trí 

mẫu cấy và độ tuổi mô, là yếu tố then chốt quyết định đến hiệu quả tái sinh in vitro ở 

các loài thực vật khác nhau. Trên cây chanh dây, việc lựa chọn đúng vị trí lóng thân 

đã chứng minh ảnh hưởng rõ rệt đến khả năng phát sinh chồi. Lóng thân thứ 3, cho 

tỷ lệ tái sinh chồi cao nhất và chất lượng chồi tốt hơn so với các vị trí khác, cho thấy 

đây là vùng mô thích hợp cho quá trình phát sinh chồi. Tương tự, nghiên cứu trên cây 

diệp hạ châu cũng chỉ ra rằng vị trí mẫu cấy có ảnh hưởng đáng kể đến khả năng hình 

thành mô sẹo và rễ bất định. Lóng thân thứ 2 là vị trí tối ưu cho sự phát triển của mô 

sẹo lớn, trong khi lóng thứ 3 lại có xu hướng hình thành rễ bất định. Ở cây hoa đồng 

tiền, yếu tố tuổi sinh lý của mô thể hiện vai trò quyết định trong khả năng phát sinh 

phôi soma. Giai đoạn nụ hoa, khi các tế bào còn non, chưa có hoạt tính sinh lý cao 

cho khả năng phát sinh phôi soma tốt hơn so với các giai đoạn phát triển muộn hơn. 

Nhìn chung, các kết quả cho thấy rằng việc lựa chọn đúng vật liệu cấy, bao gồm vị 

trí mô cấy và giai đoạn sinh lý phát triển thích hợp có ảnh hưởng trực tiếp đến hiệu 

quả của các quá trình tái sinh khác nhau ở thực vật. 

3.1.4. Ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào lên khả năng phát sinh 

hình thái của cây chanh dây, hoa đồng tiền và diệp hạ châu 

Đối với cây chanh dây, kết quả cho thấy rằng các mẫu lóng thân và lTCL lóng 

thân của cây chanh dây đều cho thấy khả năng hình thành chồi bất định (Hình 3.10 

và 3.11). Kết quả thí nghiệm cho thấy cả mẫu lóng thân và lTCL lóng thân của cây 

chanh dây đều có khả năng tái sinh chồi bất định. Mẫu lóng thân cho thấy sự tăng 

trưởng số lượng chồi dần dần qua thời gian, từ 1,67 chồi ở ngày thứ 15 lên 6,67 chồi 

vào ngày thứ 90. Tuy nhiên, chiều cao chồi của mẫu này chỉ tăng từ 0,15 cm lên 2,83 

cm, với sự chậm lại trong mức tăng trưởng sau 60 ngày. Hệ số tái sinh của mẫu lóng 

thân cũng tăng đều, đạt 6,67 vào ngày thứ 90, cho thấy khả năng tái sinh ổn định 

nhưng không vượt trội. 
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Trong khi đó, mẫu lTCL lóng thân bắt đầu với số lượng chồi cao hơn (2,33 chồi 

vào ngày thứ 15) mẫu lóng thân và tăng nhanh chóng lên 12,33 chồi vào ngày thứ 90. 

Chiều cao chồi của mẫu này cũng phát triển mạnh mẽ hơn, từ 0,34 cm ở ngày thứ 15 

lên 3,45 cm vào ngày thứ 90. Hệ số tái sinh của mẫu lTCL lóng thân tăng rất nhanh, 

đạt 24,67 vào ngày thứ 90, vượt xa mẫu lóng thân. Điều này chứng tỏ mẫu lTCL lóng 

thân có khả năng tái sinh chồi và phát triển chiều cao vượt trội so với mẫu lóng thân, 

đặc biệt trong giai đoạn từ 30 đến 90 ngày. 

 

Hình 3.10. So sánh hiệu quả tái sinh chồi bất định từ mẫu lóng thân và lTCL lóng 

thân của cây chanh dây. 
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Hình 3.11. Sự hình thành chồi bất định từ mẫu lóng thân và lTCL lóng thân của cây 

chanh dây. A-A3. Chồi bất định có nguồn gốc từ mẫu lóng thân (Bar = 2 cm). B-B3. 

Chồi bất định có nguồn gốc từ mẫu lTCL lóng thân (Bar = 2 cm). C-C3. Cảm ứng 

chồi bất định ở B-B3 quan sát dưới kính hiển vi soi nổi (Bar = 0,3 cm). D-D3. Chồi 

bất định ở B-B3 dưới kính hiển vi quang học ×10 (Bar = 40 µm).  

Đối với mẫu cây hoa hoa đồng tiền, kết quả cho thấy sự phát sinh phôi soma ở 

mẫu lTCL đế hoa là tối ưu hơn so với mẫu đế hoa (Hình 3.12 và 3.13). Đối với mẫu 

đế hoa, số lượng phôi soma tăng đều theo thời gian. Vào ngày nuôi cấy thứ 30, có 

19,67 phôi soma/mẫu và đến ngày thứ 120, số phôi soma đã tăng lên 58,67 phôi 

soma/mẫu, cho thấy sự hình thành phôi đáng kể khi mẫu trưởng thành. Ở ngày thứ 

30, phôi soma chủ yếu hình thành dạng hình cầu (100%) và không quan sát thấy các 
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dạng khác. Tuy nhiên, đến ngày thứ 60, một số phôi soma có cấu trúc hình tim 

(36,36%) và thủy lôi (31,31%) bắt đầu xuất hiện, nhưng dạng hình cầu vẫn chiếm ưu 

thế ở mức 32,32%. Đến ngày thứ 90 và ngày thứ 120, sự hình thành phôi hình cầu 

giảm đáng kể, với các cấu trúc hình tim và dạng lá mầm trở nên nổi bật hơn, đặc biệt 

là các cấu trúc dạng 2 lá mầm ở ngày thứ 120 (48,51%). 

Tương tự như vậy, lTCL đế hoa cũng cho thấy số lượng phôi soma ngày càng 

tăng, với sự gia tăng mạnh từ 19,33 phôi soma/mẫu ở ngày thứ 30 lên 83,67 phôi 

soma/mẫu ở ngày thứ 120. Mẫu lTCL cho thấy sự hình thành phôi soma cao hơn so 

với đế hoa thông thường. Điều này cho thấy các mẫu lTCL tăng cường sự hình thành 

phôi soma hiệu quả hơn vật liệu đế hoa truyền thống, đặc biệt là sau 90 ngày. Ở ngày 

thứ 30, phôi ban đầu hình thành hình cầu (100%), rất giống với mẫu đế hoa. Vào ngày 

thứ 60, phôi hình tim (61,76%) chiếm ưu thế, trong khi phôi thủy lôi (25,74%) bắt 

đầu xuất hiện. Vào ngày thứ 90, phôi chủ yếu có hình dạng cấu trúc phôi 2 lá mầm 

(57,04%), với một số phôi hình tim (41,84%) hiện diện. Vào ngày thứ 120, phôi 2 lá 

mầm vẫn là hình dạng chủ yếu (70,78%), trong khi phôi hình tim tiếp tục giảm. Tóm 

lại, cả mẫu đế hoa và TCL đế hoa đều cho thấy sự thay đổi từ hình cầu sang hình dạng 

phôi soma phức tạp hơn theo thời gian. Tuy nhiên, mẫu lTCL đế hoa tạo điều kiện 

cho quá trình chuyển đổi nhanh hơn sang phôi soma hình tim và hình 2 lá mầm, đặc 

biệt là ở ngày nuôi cấy thứ 60 ngày. 

 

Hình 3.12. So sánh hiệu quả phát sinh phôi soma từ mẫu đế hoa và lTCL đế hoa của 

cây hoa đồng tiền. 
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Hình 3.13. Sự hình thành phôi soma từ mẫu đế hoa và lTCL đế hoa của cây hoa đồng 

tiền. A-A3. Phôi soma có nguồn gốc từ mẫu đế hoa (Bar = 2 cm). B-B3. Phôi soma 

có nguồn gốc từ mẫu lTCL đế hoa (Bar = 2 cm). C. Phôi soma ở giai đoạn hình cầu. 

D. Phôi soma ở giai đoạn hình tim. E. Phôi soma ở giai đoạn hình thủy lôi. F. Phôi 

soma ở giai đoạn lá mầm. G. Phôi soma ở dạng đa phôi. H. Hình giải phẫu của phôi 

soma hình cầu. I. Hình giải phẫu của phôi soma hình tim. K. Hình giải phẫu của phôi 

soma hình thủy lôi. L. Hình giải phẫu của phôi soma dạng 2 lá mầm. 
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Ở cây diệp hạ châu, kết quả cho thấy rằng các mẫu lóng thân và lTCL lóng thân 

của cây diệp hạ châu đều cho thấy khả năng hình thành mô sẹo khi được nuôi cấy 

trên môi trường có bổ sung BA (Hình 3.14A, B và 3.15); sự hình thành mô sẹo và rễ 

bất định đối với mẫu được nuôi cấy trên môi trường có bổ sung IBA (Hình 3.14C, D 

và 3.16). 

Ở mẫu lóng thân thứ 2 của cây diệp hạ châu, sự hình thành mô sẹo đã được quan 

sát thấy ở cả hai loại mẫu cấy (mẫu lóng thân và lTCL lóng thân) (Hình 3.14A, B). 

Tuy nhiên, đối với mẫu cấy lóng, mô sẹo chỉ hình thành ở 2 đầu cắt của mẫu cấy vào 

ngày nuôi cấy thứ 10 và 20 (Hình 3.15A, A1) và cho đến ngày nuôi cấy thứ 40, mô 

sẹo mới bao phủ hoàn toàn mẫu cấy (Hình 3.15A2). Trong khi đó, mẫu lTCL lóng 

thân cho thấy sự hình thành mô sẹo vượt trội, mô sẹo hình thành và bao phủ toàn bộ 

mẫu cấy từ ngày nuôi cấy thứ 10 (Hình 3.15B-B3); mô sẹo phát triển tốt, lớn, xanh 

và xốp (Hình 3.15B3, D). 

Tương tự như vậy, sự hình thành rễ bất định thông qua mô sẹo cũng tối ưu hơn 

khi sử dụng mẫu lTCL lóng thân (mẫu lóng thân thứ 3) (Hình 3.14 và 3.16). Từ ngày 

nuôi cấy thứ 10, mô sẹo và rễ bất định hình thành và bao phủ toàn bộ mẫu (Hình 

3.16B-B3); trong khi đó, mẫu cấy lóng thân cần tới 20 ngày nuôi cấy (Hình 3.16A-

A3). Ngoài ra, sau 60 ngày nuôi cấy, rễ bất định được hình thành từ mẫu lTCL lóng 

thân có nhiều rễ tơ hơn và rễ dài hơn (Hình 3.16I, K). Ngược lại, rễ bất định có nguồn 

gốc từ mẫu lóng thân có màu vàng ở đầu rễ và có ít lông hút hơn (Hình 3.16G, H). 

Trong những năm gần đây, đã có nhiều nghiên cứu về ứng dụng của kỹ thuật 

TCL trong lĩnh vực phát sinh hình thái thực vật in vitro. Kỹ thuật TCL mang lại một 

số lợi thế so với các kỹ thuật nuôi cấy truyền thống do diện tích bề mặt lớn hơn của 

mẫu cấy với môi trường nuôi cấy, cho phép các chất dinh dưỡng tiếp cận các tế bào 

thực vật tiềm năng hiệu quả hơn. Điều này thúc đẩy quá trình hình thành cơ quan 

(phát triển các cơ quan mới) và quá trình hình thành phôi (phát triển phôi mới) dễ 

dàng hơn [4]. Nhờ những lợi ích này, TCL được sử dụng rộng rãi để nhân giống nhiều 

loại thực vật in vitro và bảo tồn các loài có nguy cơ tuyệt chủng [50]. Các nghiên cứu 

trên cho thấy việc ứng dụng kỹ thuật TCL trong việc phát sinh hình thái ở các loài 

thực vật khác nhau là vượt trội hơn so với phương pháp nuôi cấy mô truyền thống.  



62 

 

 
Hình 3.14. Sự phát sinh mô sẹo và rễ bất định của mẫu lóng thân và lTCL lóng thân 

cây diệp hạ châu. A. Thời gian cảm ứng mô sẹo. B. Khối lượng tươi mô sẹo. C. Thời 

gian cảm ứng rễ bất định. D. Khối lượng rễ bất định. 
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Hình 3.15. Sự hình thành mô sẹo từ mẫu lóng thân và lTCL lóng thân của cây diệp 

hạ châu. A-A3. Mô sẹo có nguồn gốc từ mẫu lóng thân (Bar = 2 cm). B-B3. Mô sẹo 

có nguồn gốc từ mẫu lTCL lóng thân (Bar = 2 cm). C. Mô sẹo ở A1 quan sát dưới 

kính hiển vi soi nổi (Bar = 0,3 cm). D. Mô sẹo ở B1 quan sát dưới kính hiển vi soi 

nổi (Bar = 0,3 cm). E. Mô sẹo ở B3 dưới kính hiển vi quang học ×10 (Mũi tên: Mẫu 

cấy - E) và F. ×40 (Bar = 40 µm).  
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Hình 3.16. Sự hình thành rễ bất định mẫu lóng thân và lTCL lóng thân của cây diệp 

hạ châu. A-A3. Rễ bất định có nguồn gốc từ mẫu lóng thân (Bar = 2 cm). B-B3. Rễ 

bất định có nguồn gốc từ mẫu lTCL lóng thân (Bar = 2 cm). C, G và H. Rễ bất định 

ở A, A3 quan sát dưới kính hiển vi soi nổi (Bar = 0,3 cm). D, I. Rễ bất định ở B quan 

sát dưới kính hiển vi soi nổi và K. B3 (Bar = 0,3 cm). E. Giải phẫu của rễ bất định 20 

ngày tuổi quan sát dưới kính hiển vi quang học ×10 và F. ×40 (Bar = 40 µm). Mũi 

tên: Mẫu cấy - E và Rễ bất định – Ar. 

Mẫu TCL không chỉ tăng cường khả năng hấp thụ chất dinh dưỡng mà còn tạo 

ra các tín hiệu nội sinh giúp mẫu cấy phát triển hình thái tốt hơn thông qua các vết 

thương. Vết thương kích hoạt các phản ứng phòng vệ, chẳng hạn như sản xuất ROS 

[176], ảnh hưởng đến các quá trình tái sinh [43] và các phản ứng chữa lành bao gồm 

sự phản biệt hóa, tái kích hoạt chu kỳ tế bào và tái tạo mạch dẫn [44]. Mặt khác, kỹ 

thuật TCL cũng là một phương pháp chiến lược trong nghiên cứu sinh học thực vật. 
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Các nhà nghiên cứu có thể sao chép và phân tích các cơ chế phản ứng của thực vật 

thông qua các mẫu cấy TCL. Ví dụ, phương pháp này cho phép kiểm tra các phản 

ứng xảy ra do vết thương, chẳng hạn như tạo ra mô sẹo. Mô sẹo hoạt động như một 

lớp bảo vệ và hỗ trợ các quá trình tái sinh tiếp theo. Các nhà khoa học có thể sử dụng 

mẫu TCL để nghiên cứu các con đường truyền tín hiệu phức tạp được kích hoạt khi 

cây bị thương. Điều này giúp hiểu được những thay đổi về mặt sinh lý và sinh hóa 

trong quá trình phát sinh hình thái của cây, dẫn đến sự hiểu biết sâu sắc về các chiến 

lược thích nghi của thực vật.  

Trong nghiên cứu này, việc sử dụng mẫu TCL để kích thích sự phát sinh hình 

thái ở thực vật đã chứng minh kết quả vượt trội khi so sánh với mẫu cấy thông thường. 

Điều này là do vết thương dọc theo mẫu cấy giúp các mẫu cấy dễ hấp thụ chất dinh 

dưỡng và PGRs từ môi trường nuôi cấy hơn, do đó các chất này có thể hoạt động 

nhanh hơn và hiệu quả hơn (Hình 3.17). Ngoài ra, với đặc điểm mỏng của mẫu TCL, 

chúng có thể nhạy cảm hơn với các yếu tố trên môi trường nuôi cấy vì chúng ít bị ảnh 

hưởng bởi các yếu tố nội sinh ban đầu so với mẫu cấy truyền thống.  

 

Hình 3.17. Mô phỏng sự hấp thu chất dinh dưỡng và chất điều hòa sinh trưởng thực 

vật của mẫu lóng thân và lTCL lóng thân cây diệp hạ châu. Epi - Lớp biểu bì, Col - 

Mô giữa; En - Lớp nội bì; PGRs - Chất điều hòa sinh trưởng thực vật. 
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3.2. Nội dung 2: Nghiên cứu mối tương quan của hàm lượng hormone nội sinh 

trong quá trình phát sinh hình thái in vitro của cây chanh dây, hoa đồng tiền và 

diệp hạ châu 

3.2.1. Sự biến động và mối tương quan của hormone nội sinh trong quá trình tái 

sinh chồi bất định của cây chanh dây 

Đối với cây chanh dây, sự biến động của các hormone nội sinh trong quá trình 

hình thành chồi bất định cho thấy những thay đổi trong 90 ngày nuôi cấy đối với mẫu 

lóng thân và lTCL lóng thân (Hình 3.18). 

Kết quả cho thấy hàm lượng CKs giảm mạnh sau 15 ngày nuôi cấy và sau đó 

tăng mạnh vào ngày thứ 30 (Hình 3.18). Tuy nhiên, nồng độ CKs lại có xu hướng 

giảm mạnh vào ngày thứ 60 và tiếp tục giảm ở ngày thứ 90 ở cả hai loại mẫu cấy 

(Hình 3.18). Tương tự, hàm lượng các hormone khác như GA3, ABA và IAA đều có 

xu hướng giảm ở giai đoạn đầu của quá trình phát sinh chồi, cụ thể là vào ngày thứ 

15 của quá trình nuôi cấy (Hình 3.18). 

Ở mẫu lóng thân, hàm lượng GA3 giảm dần trong suốt quá trình nuôi cấy còn 

lại (ngày thứ 60 và 90) (Hình 3.18). Ngược lại, ở mẫu cấy lTCL lóng thân, hàm lượng 

GA3 lại tăng nhẹ vào ngày thứ 90 (Hình 3.18). Về ABA, ở mẫu lóng thân, hàm lượng 

này tiếp tục tăng vào ngày thứ 60 và giảm mạnh vào ngày thứ 90, trong khi mẫu lTCL 

lóng thân lại có sự giảm liên tục của ABA trong giai đoạn nuôi cấy thứ 60 và thứ 90 

(Hình 3.18). Đối với hàm lượng IAA, ở mẫu lóng thân, hàm lượng này tiếp tục giảm 

liên tục từ ngày thứ 60 đến ngày thứ 90, trong khi ở mẫu lTCL lóng thân, IAA có xu 

hướng tăng vào ngày thứ 60 và giảm mạnh vào ngày thứ 90 (Hình 3.18). 

Hàm lượng SA có xu hướng giảm nhẹ trong suốt quá trình nuôi cấy (ở mẫu lóng 

thân có sự tăng nhẹ vào ngày thứ 90) (Hình 3.18). Trong khi đó, hàm lượng MEL lại 

có sự tăng mạnh vào ngày thứ 15 rồi giảm mạnh vào ngày thứ 30, sau đó lại tăng trở 

lại vào giai đoạn sau của quá trình nuôi cấy đối với mẫu lTCL lóng thân (Hình 3.18). 

Ngược lại, ở mẫu lóng thân, hàm lượng MEL lại ổn định vào ngày thứ 15, giảm vào 

ngày thứ 30 và tăng trở lại ở các giai đoạn tiếp theo. 

Tóm lại, ở giai đoạn đầu, IAA và GA3 tăng mạnh giúp kích thích phát triển chồi. 

Khi chuyển sang giai đoạn ổn định, IAA và GA3 giảm, ABA và SA tăng giúp mẫu 



67 

 

điều hòa phản ứng stress, hỗ trợ phát sinh chồi. Tỷ lệ IAA/GA3 giảm dần giúp mẫy 

cấy chuyển đổi ưu thế hormone trong quá trình phát triển chồi. 

 

Hình 3.18. Sự biến động của hàm lượng hormone nội sinh trong quá trình hình thành 

chồi in vitro của mẫu lóng thân và lTCL lóng thân cây chanh dây. 

Tỷ lệ IAA/CKs trong quá trình nuôi cấy có sự biến động đáng chú ý ở cả hai 

mẫu cấy. Đối với mẫu cấy lóng thân, tỷ lệ này giảm ở ngày nuôi cấy thứ 15, sau đó 

tăng vào ngày thứ 30 và 60, rồi giảm mạnh vào ngày thứ 90. Trong khi đó, đối với 

mẫu lTCL lóng thân, tỷ lệ này lại tăng vào ngày nuôi cấy thứ 15, giảm mạnh vào ngày 
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thứ 30, rồi lại tăng trở lại vào ngày thứ 60 và giảm vào ngày thứ 90 (Hình 3.19). Sự 

biến động này phản ánh một sự điều chỉnh trong quá trình phát sinh chồi bất định, khi 

IAA và CKs đóng vai trò quan trọng trong việc kích thích phân chia và phát triển tế 

bào. Ngược lại, tỷ lệ IAA/GA3 trong mẫu lTCL lóng thân tăng vào ngày nuôi cấy thứ 

15, giảm ở ngày thứ 30 và có sự biến động tăng ở ngày nuôi cấy thứ 60 và giảm lại ở 

ngày nuôi cấy thứ 90 (Hình 3.19). Điều này có thể chỉ ra rằng sự thay đổi tỷ lệ giữa 

IAA và GA3 có ảnh hưởng đến sự phát triển của chồi, với GA3 đóng vai trò trong việc 

kích thích sự phát triển và tạo hình chồi. 

Tỷ lệ CKs/GA3 giữa hai loại mẫu cấy có sự khác biệt rõ rệt. Đối với mẫu lóng 

thân, tỷ lệ này giảm vào ngày thứ 15 và ổn định ở ngày thứ 30, rồi giảm liên tục ở các 

ngày nuôi cấy sau đó (Hình 3.19). Tuy nhiên, đối với mẫu lTCL lóng thân, tỷ lệ này 

tăng nhẹ vào ngày thứ 15, giảm vào ngày thứ 60 và tăng lại vào ngày thứ 90, cho thấy 

một sự điều chỉnh trong việc phối hợp giữa CKs và GA3 trong việc phát sinh chồi bất 

định. Tỷ lệ IAA/ABA ổn định ở ngày thứ 15 trong mẫu lóng thân, tăng mạnh ở ngày 

thứ 30 và giảm liên tục ở ngày thứ 60 và 90. Ngược lại, ở mẫu lTCL lóng thân, tỷ lệ 

này tăng mạnh ở ngày thứ 15, giảm vào ngày thứ 30, rồi tăng liên tục trong các ngày 

tiếp theo (Hình 3.19), cho thấy sự khác biệt về tác động của IAA và ABA trong việc 

điều hòa quá trình phát sinh chồi. 

Tỷ lệ CKs/ABA ở mẫu lóng thân có sự biến động tương tự như tỷ lệ IAA/ABA, 

trong khi tỷ lệ này ở mẫu lTCL lóng thân lại tăng vào ngày thứ 15 và 30, ổn định ở 

ngày thứ 60, rồi tăng mạnh vào ngày thứ 90. Điều này phản ánh sự tương tác giữa 

CKs và ABA, đặc biệt là trong việc thúc đẩy sự phát triển chồi trong các giai đoạn 

nhất định. Cuối cùng, tỷ lệ GA3/ABA ở mẫu lóng thân tăng liên tục trong suốt quá 

trình nuôi cấy, đặc biệt là tăng mạnh ở ngày thứ 15 và 30, giảm nhẹ vào ngày thứ 60 

và tăng mạnh vào ngày thứ 90 (Hình 3.19). Tỷ lệ này cho thấy một sự kích thích liên 

tục trong sự phát sinh và phát triển của chồi, đặc biệt là trong giai đoạn nuôi cấy kéo 

dài. 

Quá trình phát sinh chồi bất định ở cây chanh dây trong nuôi cấy mô phản ánh 

một sự tương tác phức tạp giữa các hormone thực vật. Các tỷ lệ hormone như 

IAA/CKs, IAA/GA3, CKs/GA3, IAA/ABA, CKs/ABA và GA3/ABA đều cho thấy sự 

biến động mạnh trong suốt quá trình nuôi cấy. Sự thay đổi tỷ lệ giữa các hormone 

này có thể giải thích được các giai đoạn phát sinh và phát triển chồi bất định, khi các 
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hormone như IAA và CKs chủ yếu thúc đẩy sự phân chia tế bào và phát triển mô, 

trong khi GA3 và ABA điều hòa sự phát triển và tạo hình các chồi. Mỗi hormone có 

vai trò riêng biệt và tác động đến quá trình phát sinh chồi theo những cách khác nhau, 

từ việc kích thích sự phân chia tế bào đến việc điều chỉnh sự biệt hóa của mô, tạo ra 

một quá trình phát sinh chồi linh hoạt và hiệu quả trong nuôi cấy mô. 

 

Hình 3.19. Tỷ lệ của các hormone nội sinh trong mẫu chồi bất định có nguồn gốc từ 

mẫu lóng thân và lTCL lóng thân cây chanh dây.  

Mối tương quan giữa các hormone nội sinh trong quá trình phát sinh chồi bất 

định của mẫu lóng thân và lTCL lóng thân cây chanh dây cho thấy nhiều mối quan 

hệ phức tạp giữa các hormone (Hình 3.20). Ở mẫu lóng thân, các hormone hầu như 
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có mối tương quan thuận với nhau (ngoại trừ GA3 và MEL), cho thấy sự phối hợp hài 

hòa giữa các hormone nội sinh trong quá trình hình thành chồi bất định. Tuy nhiên, ở 

mẫu lTCL lóng thân, MEL lại có mối tương quan nghịch với hầu hết các hormone 

còn lại, đặc biệt rõ rệt với CKs và ABA (Hình 3.20), phản ánh xu hướng điều hòa đối 

lập. Sự thay đổi này cho thấy cơ chế điều hòa hormone nội sinh trong sự hình thành 

chồi bất định khác nhau tùy theo nguồn mẫu. MEL trong mẫu lTCL có thể đóng vai 

trò ức chế hoặc điều hòa nghịch so với vai trò phối hợp của nó trong mẫu lóng thân, 

từ đó phản ánh những khác biệt sinh lý tiềm ẩn giữa hai nguồn mẫu tái sinh in vitro.  

 

Hình 3.20. Mối tương quan của các hormone nội sinh trong chồi bất định có nguồn 

gốc từ mẫu lóng thân (A) và lTCL lóng thân (B) của cây chanh dây. Hệ số tương quan 

được tính toán dựa trên tương quan Pearson. Màu đỏ biểu thị mối tương quan thuận, 

trong khi màu xanh biểu thị mối tương quan nghịch. 

Ở mẫu lóng thân, sự kết hợp giữa CKs và GA3 đóng vai trò then chốt trong việc 

thúc đẩy sự phát sinh và phát triển chồi. CKs giúp kích thích phân chia tế bào, trong 

khi GA3 hỗ trợ kéo dài tế bào và thúc đẩy chiều cao của chồi. Mối tương quan thuận 

mạnh mẽ giữa CKs và GA3 (Hình S1) cho thấy sự cộng hưởng giữa hai hormone này 

là yếu tố chính trong việc phát sinh chồi. Tuy nhiên, mối tương quan giữa IAA và 

GA3 trong mẫu này khá yếu (Hình S1), cho thấy rằng IAA không đóng vai trò chủ 

chốt trong sự phát sinh chồi ở lóng thân. Một điểm đáng chú ý là IAA và ABA có 

mối tương quan thuận mạnh mẽ trong mẫu lóng thân (Hình S1), cho thấy sự tương 

tác hỗ trợ giữa hai hormone này trong việc điều hòa quá trình phát sinh chồi. 

Ở mẫu lTCL lóng thân, tác động của CKs và GA3 vẫn giữ vai trò chủ đạo trong 

việc thúc đẩy sự phát sinh và phát triển chồi (Hình S1). Mối tương quan mạnh mẽ 
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giữa CKs và GA3 trong mẫu này chỉ ra rằng sự kết hợp giữa hai hormone này tiếp tục 

là yếu tố quyết định trong việc thúc đẩy sự phát sinh chồi và chiều cao chồi (Hình 

S1). Tuy nhiên, mối tương quan giữa IAA và GA3 trong mẫu lTCL lóng thân vẫn yếu 

(Hình S1), cho thấy sự cộng hưởng giữa hai hormone này không đủ mạnh để đóng 

vai trò chính trong sự phát sinh chồi. IAA và ABA trong mẫu lTCL lóng thân có mối 

tương quan thuận tương tự như trong mẫu lóng thân (Hình S1). Điều này cho thấy 

rằng IAA và ABA có thể tương tác hỗ trợ trong việc điều hòa quá trình phát sinh chồi, 

mặc dù ABA thường được biết đến là yếu tố ức chế. Sự tương tác giữa IAA và ABA 

có thể giúp điều chỉnh sự phát sinh chồi, đặc biệt trong điều kiện môi trường thay đổi. 

Ở mẫu lóng thân, CKs và GA3 là hai hormone quan trọng nhất trong việc thúc 

đẩy sự phát sinh và phát triển chồi. Mặc dù IAA và GA3 có sự tương tác nhẹ, nhưng 

IAA và ABA có sự hỗ trợ lẫn nhau trong việc điều hòa quá trình phát sinh chồi. 

Tương tự như mẫu lóng thân, CKs và GA3 vẫn là yếu tố chủ yếu thúc đẩy sự phát 

sinh chồi và phát triển chiều cao chồi ở mẫu lTCL lóng thân. IAA và ABA có sự 

tương tác tích thuận, nhưng vai trò của chúng là điều hòa và không mạnh mẽ như 

CKs và GA3 trong việc thúc đẩy sự phát sinh chồi. 

Kết quả cho thấy CKs có biến động mạnh, giảm ở giai đoạn đầu nhưng tăng rõ 

ở giai đoạn cảm ứng chồi, trong khi IAA, GA3 và ABA đều suy giảm ở giai đoạn đầu 

rồi ổn định. Xu hướng này tương đồng với nhiều nghiên cứu trước đó, khi CKs được 

xác định là yếu tố quyết định quá trình phát sinh chồi de novo [10, 11]. Hu và cộng 

sự [12] cũng chỉ ra rằng sự tác động của AUX nội sinh ảnh hưởng mạnh đến khả năng 

phát sinh chồi ở cây citrus. Như vậy, kết quả từ nghiên cứu này đã khẳng định tính 

phổ quát của nguyên lý “AUX giảm - CKs tăng” trong quá trình tái sinh chồi bất định. 

Nồng độ hormone nội sinh và tỷ lệ của chúng có ảnh hưởng đến quá trình phát 

sinh hình thái ở các loại mẫu cấy khác nhau [66]. Vai trò của tín hiệu CKs và AUX 

là trung tâm của toàn bộ quá trình phát sinh chồi bất định, trong đó giai đoạn đầu chịu 

sự chi phối của AUX và giai đoạn sau chịu sự chi phối của CKs. Xét đến quan sát 

ban đầu của Skoog và Miller [25] rằng tỉ lệ CKs/AUX cao thì thuận lợi cho sự phát 

triển chồi, nhu cầu chung về quá trình tái sinh có thể được giải thích bởi sự khác biệt 

trong yêu cầu hình thái giữa các giai đoạn sớm và muộn của quá trình phát sinh chồi. 

Trong nghiên cứu này, sự khác biệt về mối tương quan hormone nội sinh giữa 

mẫu lóng thân và mẫu lTCL lóng thân trong quá trình tái sinh chồi của cây chanh dây 
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chủ yếu bắt nguồn từ đặc điểm sinh lý và mức độ tổn thương mô. Mẫu lóng thân có 

cấu trúc mô học ổn định và mức độ biệt hóa cao, do đó phản ứng hormone diễn ra 

trong điều kiện nội bào tương đối ổn định, dẫn đến sự phối hợp thuận chiều giữa các 

hormone tăng trưởng như IAA, CKs, ABA với MEL. Trong khi đó, mẫu lTCL lóng 

thân với kích thước nhỏ, tỷ lệ tiếp xúc môi trường cao và chịu tổn thương cơ học do 

vết cắt kích hoạt các cơ chế phản ứng stress, bao gồm sự tích lũy MEL và các hormone 

liên quan đến ức chế hoặc điều hòa cân bằng nội sinh. Điều này giải thích vì sao MEL 

trong mẫu lTCL có xu hướng tương quan nghịch với các hormone nội sinh, trái ngược 

với vai trò hỗ trợ tái sinh trong mẫu lóng thân. Sự khác biệt này phản ánh mạng lưới 

điều hòa hormone phức tạp, phụ thuộc vào trạng thái mô cảm ứng và ảnh hưởng trực 

tiếp đến hiệu quả tái sinh chồi. 

3.2.2. Sự biến động và mối tương quan của hormone nội sinh trong quá trình hình 

thành phôi soma của cây hoa đồng tiền 

Kết quả phân tích sự biến động của các hormone trong quá trình hình thành phôi 

soma của mẫu đế hoa cây hoa đồng tiền cho thấy sự thay đổi rõ rệt của các hormone 

trong hai mẫu đế hoa và lTCL đế hoa qua từng giai đoạn nuôi cấy (Hình 3.21). 

Kết quả phân tích cho thấy, hầu hết các hormone nội sinh có xu hướng giảm ở 

giai đoạn nuôi cấy ban đầu (ngày thứ 30) và tăng lên ở ngày nuôi cấy thứ 60 (Hình 

3.21). Cụ thể, đối với nhóm hormone CKs, hàm lượng này tương đối ổn định ở ngày 

nuôi cấy thứ 30 và 60, giảm nhẹ liên tục trong giai đoạn đầu, sau đó tăng vào ngày 

thứ 90 rồi tiếp tục giảm ở ngày thứ 120 đối với mẫu đế hoa (Hình 3.21). Đối với mẫu 

lTCL đế hoa, hàm lượng CKs tăng mạnh vào ngày thứ 60, nhưng lại giảm dần vào 

ngày thứ 90 và 120 (Hình 3.21). CKs (ZEA, KIN, 2iP và Meta) được phân tích thể 

hiện mối quan hệ tương hỗ, tức là sự gia tăng nồng độ của một loại thường trùng với 

sự giảm nồng độ của loại còn lại (Hình 3.21). Đối với hai hormone GA3 và SA, hàm 

lượng hormone tăng mạnh ở ngày thứ 60 và 90, rồi giảm dần ở ngày thứ 120 ở cả hai 

loại mẫu cấy (Hình 3.21). Trong khi đó, hormone ABA thể hiện sự biến động khác 

biệt, ở mẫu lTCL đế hoa, hàm lượng ABA tăng vào ngày thứ 60 và giảm dần ở các 

ngày tiếp theo (90 và 120), trong khi ở mẫu đế hoa, hàm lượng ABA tiếp tục tăng ở 

ngày thứ 90 và giảm mạnh ở ngày thứ 120 (Hình 3.21). 



73 

 

Hàm lượng JA ở cả hai mẫu cấy đều có xu hướng tăng vào ngày thứ 60 và 90 

rồi giảm vào ngày thứ 120 (Hình 3.21). Đối với IAA, mẫu đế hoa thể hiện sự tăng ở 

ngày thứ 60, sau đó giảm dần vào ngày thứ 90 và 120, trong khi mẫu lTCL đế hoa lại 

có xu hướng giảm liên tục suốt quá trình nuôi cấy (Hình 3.21). Đối với MEL, mẫu đế 

hoa cho thấy hàm lượng MEL tăng ở ngày thứ 60, nhưng sau đó giảm liên tục ở các 

ngày thứ 90 và 120. Trong khi đó, mẫu lTCL đế hoa có sự gia tăng của MEL vào 

ngày thứ 90 và giảm nhẹ ở ngày thứ 120 (Hình 3.21). 

Nghiên cứu cho thấy sự biến động rõ rệt của các hormone nội sinh trong quá 

trình hình thành phôi soma của cây hoa đồng tiền. Các hormone như CKs, GA3, SA, 

ABA, JA, IAA và MEL có xu hướng thay đổi theo từng giai đoạn nuôi cấy. Mỗi mẫu 

cấy (đế hoa và lTCL đế hoa) thể hiện những xu hướng biến động khác nhau, đặc biệt 

là trong giai đoạn 60 đến 90 ngày, khi hầu hết các hormone có sự biến động đáng kể. 
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Hình 3.21. Sự biến động của hàm lượng hormone nội sinh trong quá trình hình thành 

phôi soma của mẫu đế hoa và lTCL đế hoa cây hoa đồng tiền. 

Tỷ lệ IAA/CKs có sự thay đổi rõ rệt trong suốt quá trình nuôi cấy. Cụ thể, tỷ lệ 

này tăng vào ngày nuôi cấy thứ 30, sau đó giảm dần cho đến hết thời gian nuôi cấy, 

ở cả hai loại mẫu cấy đế hoa và lTCL (Hình 3.22). Tỷ lệ IAA/GA3 giảm liên tục suốt 

quá trình nuôi cấy, mặc dù có một sự gia tăng nhẹ vào ngày thứ 60 đối với mẫu đế 

hoa, nhưng lại giảm mạnh ở các ngày nuôi cấy tiếp theo. Tỷ lệ CKs/GA3 cho thấy sự 

gia tăng vào ngày nuôi cấy thứ 30, sau đó giảm vào ngày thứ 60 và tiếp tục tăng ở 

các ngày thứ 90 và 120 đối với mẫu đế hoa. Tuy nhiên, đối với mẫu lTCL đế hoa, tỷ 
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lệ này lại giảm vào ngày nuôi cấy thứ 30, sau đó tăng mạnh vào ngày thứ 60 rồi giảm 

mạnh và duy trì ổn định vào ngày thứ 90 và 120 (Hình 3.22). 

Tỷ lệ IAA/ABA có xu hướng giảm đối với mẫu đế hoa và tăng mạnh ở mẫu 

lTCL vào ngày nuôi cấy thứ 30 (Hình 3.22). Sau đó, tỷ lệ này tăng nhẹ đối với mẫu 

đế hoa và giảm mạnh đối với mẫu lTCL. Trong suốt quá trình nuôi cấy còn lại (ngày 

thứ 90 và 120), tỷ lệ này giảm liên tục ở cả hai loại mẫu cấy. Đối với tỷ lệ CKs/ABA, 

tỷ lệ này tăng vào ngày nuôi cấy thứ 30 và giảm vào ngày thứ 60 ở cả hai loại mẫu 

cấy. Tuy nhiên, trong giai đoạn tiếp theo, tỷ lệ này có sự giảm xuống và sau đó lại 

tăng ở mẫu đế hoa, trong khi tỷ lệ này ổn định đối với mẫu lTCL (Hình 3.22). Tỷ lệ 

GA3/ABA cho thấy sự khác biệt rõ rệt giữa hai loại mẫu cấy. Đối với mẫu đế hoa, tỷ 

lệ này tương đối ổn định ở ngày nuôi cấy thứ 30 và 60, sau đó giảm vào ngày thứ 90 

và tăng nhẹ vào ngày thứ 120. Ngược lại, đối với mẫu lTCL đế hoa, tỷ lệ GA3/ABA 

tăng mạnh vào ngày nuôi cấy thứ 30, sau đó giảm mạnh vào ngày thứ 90 và tăng trở 

lại, ổn định ở các ngày thứ 90 và 120 (Hình 3.22).  

Kết quả từ nghiên cứu cho thấy sự thay đổi tỷ lệ giữa các hormone thực vật như 

IAA, CKs, GA3, ABA trong suốt quá trình phát sinh phôi soma của cây hoa đồng 

tiền. Tỷ lệ các hormone này có xu hướng biến động theo các giai đoạn nuôi cấy, phản 

ánh sự tương tác phức tạp giữa các yếu tố sinh lý và sinh hóa của mẫu cấy trong việc 

kích thích sự phân chia tế bào đến sự hình thành mô phôi soma. 
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Hình 3.22. Tỷ lệ của các hormone nội sinh trong mẫu phôi soma có nguồn gốc từ 

mẫu đế hoa và lTCL đế hoa cây hoa đồng tiền. Trục hoành thể hiện ngày nuôi cấy. 

Trong quá trình phát sinh phôi soma của cây hoa đồng tiền, mối tương quan 

giữa các hormone nội sinh trong mẫu đế hoa và lTCL đế hoa cho thấy sự tương tác 

mạnh mẽ giữa các hormone và ảnh hưởng của chúng đến sự phát triển và phát sinh 

phôi soma (Hình 3.23). 

Ở mẫu đế hoa, sự tương quan giữa các hormone tương đối yếu (đỏ nhạt và xanh 

nhạt), thể hiện sự tương tác yếu của các hormone trong quá trình hình thành phôi 

soma ở loại mẫu cấy này (Hình 3.24). Ngược lại, ở mẫu lTCL đế hoa, các mối tương 

quan giữa các hormone đều chuyển sang hướng thuận chiều rõ rệt, với các ô màu đỏ 
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đồng đều trải rộng toàn bộ ma trận (Hình 3.23). MEL và IAA thay vì có xu hướng 

đối lập với ABA và CKs như trong mẫu đế hoa, lại thể hiện mối tương quan thuận 

với tất cả các hormone còn lại ở mẫu lTCL đế hoa. Điều này cho thấy trong điều kiện 

cảm ứng phôi soma từ lTCL lóng thân, các hormone có xu hướng hoạt động đồng bộ 

và phối hợp chặt chẽ hơn. Sự khác biệt về mô hình tương quan này phản ánh sự thay 

đổi trong mạng lưới điều hòa hormone tùy thuộc vào nguồn mô cảm ứng, từ đó ảnh 

hưởng đến hiệu quả và cơ chế phát sinh phôi soma ở từng loại mẫu cấy. 

 

Hình 3.23. Mối tương quan của các hormone nội sinh trong phôi soma có nguồn gốc 

từ mẫu đế hoa (A) và lTCL đế hoa của cây hoa đồng tiền (B). Hệ số tương quan được 

tính toán dựa trên tương quan Pearson. Màu đỏ biểu thị mối tương quan thuận, trong 

khi màu xanh biểu thị mối tương quan nghịch. 

Quá trình phát sinh phôi soma của cây đồng tiền được điều hòa mạnh mẽ bởi 

các hormone nội sinh như GA3, IAA, ABA, ZEA và KIN. Mối quan hệ giữa các 

hormone này và các chỉ tiêu sinh trưởng như số phôi soma, hình thái phôi soma và tỷ 

lệ phát sinh phôi soma đã được nghiên cứu trong hai loại mẫu cấy (mẫu đế hoa nguyên 

vẹn và mẫu lTCL đế hoa) (Hình S2). Dựa trên dữ liệu sinh trưởng và kết quả từ 

heatmap, có thể nhận thấy rõ sự ảnh hưởng của các hormone nội sinh đến quá trình 

phát sinh phôi soma trong từng loại mẫu cấy. 

Kết quả từ heatmap cho thấy các hormone như GA3, IAA và ZEA có sự tương 

quan mạnh mẽ với nhau, đặc biệt là trong việc kích thích sự phân chia tế bào và phát 

sinh phôi soma (Hình S2). Cụ thể, GA3 thúc đẩy sự phân chia và kéo dài của tế bào, 

từ đó tăng số lượng phôi soma, đặc biệt ở các giai đoạn 90 và 120 ngày. Dữ liệu sinh 
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trưởng cho thấy mẫu đế hoa nguyên vẹn có số lượng phôi soma tăng dần theo thời 

gian, với số phôi đạt cao nhất vào ngày thứ 120. Tuy nhiên, số lượng phôi soma ở các 

giai đoạn đầu (30 và 60 ngày) của mẫu này còn thấp và có sự phát triển chậm. Về 

hình thái phôi soma, mẫu đế hoa chủ yếu phát sinh các phôi soma với hình thái hình 

cầu và hình tim, với tỷ lệ phôi có hình dạng này chiếm ưu thế. Điều này cho thấy sự 

phát sinh phôi soma diễn ra khá ổn định nhưng thiếu sự đa dạng về hình thái, đặc biệt 

là sự phát sinh phôi hai lá mầm và đa phôi, điều này có thể do sự thiếu hụt sự điều 

hòa của các hormone như ABA, vốn có vai trò trong việc ổn định sự phát sinh phôi 

soma. 

Mẫu lTCL đế hoa, mặc dù số lượng phôi ở giai đoạn 30 và 60 ngày thấp hơn so 

với mẫu đế hoa, nhưng số phôi ở giai đoạn 90 và 120 ngày vượt trội hơn (Hình S2). 

Heatmap cho thấy sự tương quan giữa GA3 và IAA vẫn duy trì, nhưng mức độ tương 

quan này có thể yếu hơn so với mẫu đế hoa nguyên vẹn, phản ánh sự phát sinh phôi 

soma ổn định và chậm hơn ở các giai đoạn đầu. Tuy nhiên, mẫu lTCL đế hoa lại có 

sự phát sinh phôi vượt trội ở các giai đoạn sau, với số lượng phôi soma đạt mức cao 

nhất vào ngày thứ 120. Một điểm đáng chú ý là mẫu lTCL đế hoa có sự đa dạng hình 

thái phôi soma cao hơn, đặc biệt là sự phát sinh các phôi hai lá mầm và đa phôi. Đây 

là yếu tố quan trọng trong việc tạo ra các phôi hoàn thiện và đa dạng, phù hợp với các 

ứng dụng yêu cầu phôi soma phát triển tốt và có hình thái đa dạng. Sự đa dạng này 

có thể được lý giải qua sự hiệp đồng của GA3, IAA và ABA trong việc điều chỉnh sự 

phát sinh phôi soma, đặc biệt là khả năng điều hòa sự phát triển của phôi soma của 

mẫu lTCL (Hình S2). Điều này cho thấy mẫu lTCL đế hoa không chỉ giúp tăng số 

lượng mà còn tạo ra phôi soma với chất lượng và đa dạng hình thái cao hơn. 

Tóm lại, các hormone nội sinh như GA3, IAA, ZEA có tác động mạnh mẽ đến 

số phôi soma, đặc biệt là trong mẫu đế hoa nguyên vẹn, với sự phát sinh phôi soma 

ổn định và nhanh chóng. Tuy nhiên, mẫu đế hoa thiếu sự đa dạng hình thái phôi soma, 

chủ yếu phát sinh các phôi hình cầu và hình tim. Trong khi đó, mẫu lTCL đế hoa mặc 

dù có số lượng phôi thấp hơn ở các giai đoạn đầu, nhưng lại thể hiện sự phát sinh 

phôi vượt trội và đa dạng hình thái phôi soma ở các giai đoạn sau. Sự điều hòa của 

ABA trong mẫu lTCL giúp duy trì sự phát sinh phôi ổn định và tạo ra phôi với hình 

thái hoàn thiện và đa dạng. Việc hiểu rõ sự tác động của các hormone nội sinh đối 

với các chỉ tiêu sinh trưởng sẽ giúp tối ưu hóa quy trình phát sinh phôi soma trong 
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cây đồng tiền, phục vụ cho các ứng dụng nhân giống cây trồng và nghiên cứu giống 

cây trong tương lai. 

Quá trình phát sinh phôi soma có liên quan chặt chẽ đến những thay đổi về hàm 

lượng hormone nội sinh [115, 177]. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng hormone nội sinh 

thực vật thúc đẩy sự sinh trưởng và phát triển của thực vật trong điều kiện phối hợp 

và điều hòa lẫn nhau của nhiều loại hormone khác nhau [178]. Các hormone thực vật 

được nghiên cứu nhiều nhất bao gồm AUX, CKs, ABA và GA. AUX tham gia vào 

quá trình thiết lập và duy trì tính phân cực của tế bào [179]. Trong quá trình phát sinh 

phôi soma, nồng độ IAA nội sinh cao cũng có mối tương quan thuận với khả năng 

phát sinh phôi soma cao [180], nhưng khi quá trình phát triển phôi soma được thiết 

lập và tiến triển đến một mức độ nào đó, nồng độ IAA lại giảm xuống [181]. 

CKs cũng là chìa khóa để tạo ra phôi soma. Tuy nhiên, Jiménez và Bangerth 

[180] không tìm thấy bất kỳ sự khác biệt nào về mức độ CKs nội sinh giữa mô sẹo có 

khả năng phát sinh phôi soma và mô sẹo không có khả năng phát sinh phôi trong 

nghiên cứu về phôi soma cà rốt, chỉ ra rằng CKs có thể đóng vai trò thứ yếu trong 

việc xác định khả năng phát sinh phôi của mô sẹo cây cà rốt. Điều này cũng cho thấy 

rằng nhu cầu về các loại hormone nội sinh khác nhau rất khác nhau giữa các loài thực 

vật khác nhau. Cũng có nghiên cứu chỉ ra rằng nồng độ CKs cao là cần thiết trong 

giai đoạn phân chia tế bào ban đầu của quá trình phát sinh phôi soma, nhưng không 

cần thiết cho các giai đoạn sau của quá trình phát triển và trưởng thành của phôi soma 

[182]. 

Trong quá trình phát sinh phôi soma, sự phối hợp của AUX và ABA đóng vai 

trò trung tâm; IAA giảm dần trong khi ABA gia tăng ở giai đoạn giữa - cuối, điều hòa 

sự trưởng thành và ổn định của phôi soma. Kết quả này phù hợp với báo cáo của Yang 

và Zhang [21] về vai trò điều hòa của AUX - ABA trong quá trình phát sinh phôi 

soma. Các nghiên cứu trước đây cũng ghi nhận tiềm năng phôi soma giảm dần qua 

các lần cấy chuyển [20] và kết quả ở hoa đồng tiền củng cố giả thuyết rằng sự mất 

cân bằng hormone là nguyên nhân chính. 

Việc duy trì khả năng phát sinh phôi soma của thực vật là một quá trình sinh lý 

và sinh hóa phức tạp. Do đó, hàm lượng của một hormone đơn lẻ không thể giải thích 

hoàn toàn vai trò của nó, mà sự cân bằng giữa các hormone mới là yếu tố then chốt 

và thường được sử dụng để đánh giá quá trình phát sinh phôi soma [183-185]. Kết 
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quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy so với các hormone nội sinh khác, tỷ lệ 

MeJA/ABA, IAA/ABA và GA3/ABA cao có lợi cho việc duy trì năng lực phôi hóa ở 

thông đỏ Hàn Quốc, trong khi tỷ lệ MeJA/ABA và IAA/ABA thấp lại thuận lợi cho 

sự phân hóa phôi soma sớm. Kết quả tương tự cũng được tìm thấy ở cây Cyathea 

delgadii [183], Picea balfouriana [186] và Ormosia henryi [185], trong đó tỷ lệ 

IAA/ABA và GA3/ABA ở mô sẹo có khả năng phát sinh phôi soma cao hơn rõ rệt so 

với mô sẹo không có khả năng phát sinh phôi soma. Ngoài ra, tỷ lệ IAA/ABA quá 

cao (chủ yếu do IAA tăng cao) cũng có thể gây hóa nâu. Garcia và cộng sự [187] đề 

cập rằng sự suy giảm hoặc mất khả năng tạo phôi soma ở các dòng cấy lâu dài có thể 

một phần do sự tích lũy AUX và mất cân bằng chuyển hóa AUX và quá trình nuôi 

cấy dài hạn này có thể điều chỉnh các thay đổi hình thái ở tế bào mô sẹo có khả năng 

phát sinh phôi soma.  

Trong quá trình phát sinh phôi soma của cây hoa đồng tiền, sự khác biệt về mối 

tương quan hormone giữa mẫu đế hoa và mẫu lTCL lóng thân cũng phản ánh sự khác 

biệt về bản chất sinh học của hai loại mô. Mẫu đế hoa là mô sinh sản với hoạt tính 

sinh trưởng cao và độ linh hoạt sinh lý lớn, thường đi kèm với sự điều tiết hormone 

tinh vi nhằm kiểm soát chính xác các quá trình phân hóa và hình thành cơ quan. Do 

đó, các hormone như MEL, ABA và SA trong mẫu đế hoa có thể thể hiện mối tương 

quan nghịch, nhằm tạo ra sự cân bằng nội sinh phù hợp cho quá trình phôi hóa. Trái 

lại, trong mẫu lTCL đế hoa phản ứng hormone trở nên đơn giản và mang tính đồng 

bộ hơn. Điều này thể hiện qua mối tương quan thuận chiều rõ rệt giữa hầu hết các 

hormone, bao gồm MEL, IAA, GA3 và ABA, cho thấy sự hợp tác nội sinh nhằm phân 

chia và hình thành phôi soma. Như vậy, chính sự khác biệt về loại mô, mức độ biệt 

hóa và trạng thái sinh lý đã chi phối mạnh mẽ đến cơ chế điều hòa hormone trong quá 

trình phát sinh phôi soma. 

Tóm lại, cả hai mẫu cấy đều cho thấy sự tương tác mạnh mẽ giữa các hormone 

nội sinh trong việc điều hòa sự phát sinh phôi soma. Tuy nhiên, trong mẫu lTCL đế 

hoa, các mối tương quan giữa các hormone mạnh hơn và có sự phối hợp chặt chẽ hơn, 

đặc biệt trong việc điều chỉnh sự phát sinh phôi soma và sự phát triển tế bào. Điều 

này cho thấy mẫu lTCL đế hoa có sự điều hòa hormone mạnh mẽ hơn trong quá trình 

phát sinh phôi soma so với mẫu đế hoa. 
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3.2.3. Sự biến động và mối tương quan của hormone nội sinh trong quá trình tái 

sinh mô sẹo và rễ bất định của cây diệp hạ châu 

Đối với cây diệp hạ châu, biến động hormone nội sinh đã được quan sát thấy 

trong quá trình hình thành mô sẹo và rễ bất định từ các mẫu lóng thân và lTCL lóng 

thân của cây diệp hạ châu (Hình 3.24 và 3.25). Hầu hết các hormone nội sinh giảm 

mạnh trong 10 ngày đầu nuôi cấy (ngoại trừ hàm lượng CKs trong mô sẹo có nguồn 

gốc từ mẫu lóng thân, hàm lượng IAA trong mô sẹo và rễ bất định có nguồn gốc từ 

mẫu lóng thân và hàm lượng ABA trong mô sẹo có nguồn gốc từ cả 2 loại mẫu cấy) 

(Hình 3.24 và 3.25). 

Đối với sự hình thành mô sẹo, trong suốt thời gian nuôi cấy, nồng độ CKs biểu 

hiện sự gia tăng đều từ ngày đầu tiên cho đến ngày thứ 20 ở các mẫu lóng thân và 

lTCL lóng thân, sau đó giảm dần trong những ngày nuôi cấy còn lại. Tuy nhiên, trong 

mẫu lóng thân, mức CKs tăng đột biến vào ngày nuôi cấy thứ 60 (Hình 3.24). Ngược 

lại, hàm lượng GA3, SA và MEL giảm đáng kể vào ngày nuôi cấy thứ 10 (Hình 3.24). 

Trong mẫu lóng thân, hàm lượng GA3 tăng dần, đạt cao nhất vào ngày nuôi cấy thứ 

40 (Hình 3.24), trong khi hàm lượng SA vẫn tương đối ổn định trong suốt thời gian 

nuôi cấy (Hình 3.24). Hàm lượng MEL tiếp tục giảm cho đến ngày thứ 40, sau đó 

MEL có xu hướng tăng trở lại vào ngày nuôi cấy thứ 60 (Hình 3.24). Đối với mẫu 

cấy lTCL lóng thân, các hormone này đạt cao nhất vào ngày nuôi cấy thứ 20, sau đó 

giảm dần vào ngày thứ 40 và ngày thứ 60. Các xu hướng tương tự đã được quan sát 

thấy ở hàm lượng IAA và ABA trong mẫu cấy lTCL lóng thân. Tuy nhiên, trong mẫu 

cấy lóng thân, hàm lượng IAA tăng đều trong suốt quá trình nuôi cấy (Hình 3.24), 

trong khi ABA biểu hiện sự kiểu dao động bất thường, với nồng độ cao nhất được ghi 

nhận vào ngày thứ 10, sau đó giảm vào ngày thứ 20 và tăng trở lại vào ngày thứ 40 

của quá trình nuôi cấy (Hình 3.24). 
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Hình 3.24. Sự biến động của hàm lượng hormone nội sinh trong quá trình hình thành 

mô sẹo của mẫu lóng thân và lTCL lóng thân cây diệp hạ châu. 
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Nghiên cứu này cũng quan sát thấy sự biến động ở hàm lượng hormone nội sinh 

trong quá trình hình thành rễ bất định. Tất cả các hormone được kiểm tra trong cả hai 

loại mẫu cấy đều biểu hiện sự suy giảm vào ngày thứ 10 của quá trình nuôi cấy, sau 

đó là sự gia tăng vào ngày nuôi cấy thứ 20, ngoại trừ SA (Hình 3.25). Tuy nhiên, có 

sự chênh lệch trong động học hormone giữa hai loại nuôi cấy. Trong mẫu cấy lóng 

thân, CKs biểu hiện sự biến động với cả sự tăng và giảm trong quá trình nuôi cấy 

(Hình 3.25). Hàm lượng IAA, GA3 và ABA đều giảm vào ngày thứ 10, đạt cao nhất 

vào ngày thứ 20 và sau đó giảm dần trong suốt thời gian nuôi cấy còn lại (Hình 3.25). 

Hàm lượng SA biểu hiện sự giảm liên tục từ ngày thứ 10 đến ngày thứ 40, ổn định 

vào ngày thứ 60 của quá trình nuôi cấy (Hình 3.25), trong khi hàm lượng MEL giảm 

vào ngày thứ 10 và biểu hiện sự gia tăng liên tục trong suốt thời gian nuôi cấy (Hình 

3.25). Ngược lại, ở mẫu lTCL lóng thân, hàm lượng CKs, IAA và ABA giảm vào 

ngày thứ 10, tăng dần và đạt đỉnh vào ngày nuôi cấy thứ 40 (Hình 3.25). Trong khi 

đó, hàm lượng SA cho thấy sự giảm liên tục trong toàn bộ thời gian nuôi cấy (Hình 

3.25). Hàm lượng GA3 và MEL giảm vào ngày thứ 10, sau đó tăng lên, đạt đỉnh vào 

ngày nuôi cấy thứ 20 (Hình 3.25). Sự thay đổi về hàm lượng MEL trái ngược với sự 

thay đổi của IAA (Hình 3.25) mặc dù 2 loại hormone này có vai trò về mặt cấu trúc 

và sinh lý tương tự nhau. Chính vì vậy, cần có thêm các nghiên cứu để làm rõ mối 

quan hệ giữa 2 loại hormone này trong thực vật.  

Đối với quá trình phát sinh mô sẹo và rễ bất định ở mẫu cấy của cây diệp hạ 

châu, tỷ lệ giữa các hormone nội sinh (IAA/CKs, IAA/GA3, IAA/ABA, CKs/GA3, 

CKs/ABA, GA3/ABA) có sự phân hóa rõ ràng trong từng quá trình phát sinh hình 

thái và từng loại mẫu cấy (Hình 3.26 và 3.27). Hầu hết, sự biến động của hormone 

nội sinh trong mẫu có nguồn gốc từ lTCL lóng thân cao hơn đáng kể so với mẫu lóng 

thân cây diệp hạ châu (Hình 3.24 và 3.25). Trong quá trình hình thành mô sẹo, tỷ lệ 

hormone nội sinh, chẳng hạn như CKs/GA3 và CKs/ABA, đạt đỉnh vào ngày thứ 10 

đối với mẫu lTCL lóng thân và ngày thứ 20 đối với mẫu lóng thân (Hình 3.26). Đối 

với sự hình thành rễ bất định, IAA/CKs đều đạt mức cao nhất vào ngày thứ 10 nuôi 

cấy đối với lTCL lóng thân và ngày thứ 20 đối với mẫu lóng thân; IAA/ABA, 

IAA/GA3 đạt mức cao nhất vào ngày thứ 10 đối với cả hai loại mẫu cấy (Hình 3.26). 
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Hình 3.25. Sự biến động của hàm lượng hormone nội sinh trong quá trình hình thành 

rễ bất định của mẫu lóng thân và lTCL lóng thân cây diệp hạ châu. 

Tỷ lệ GA₃/ABA trong mô sẹo ở cả mẫu cấy lóng thân và mẫu ITCL ghi nhận sự 

sụt giảm rõ rệt trong giai đoạn đầu, sau đó duy trì ở mức thấp và chỉ tăng nhẹ ở giai 

đoạn sau (Hình 3.26). Tỷ lệ GA3/ABA trong rễ bất định từ lóng thân có xu hướng duy 
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trì ổn định và không biến động lớn trong suốt quá trình theo dõi. Trái lại, ở rễ bất định 

từ mẫu ITCL lóng thân, tỷ lệ GA3/ABA tăng đột biến tại ngày thứ 10, sau đó giảm 

dần theo thời gian. Sự khác biệt này cho thấy xử lý ITCL có thể ảnh hưởng đến quá 

trình điều hòa cân bằng GA₃ và ABA trong giai đoạn khởi phát hình thành rễ bất định 

(Hình 3.27). 

 

Hình 3.26. Tỷ lệ của các hormone nội sinh trong mẫu mô sẹo có nguồn gốc từ mẫu 

lóng thân và lTCL lóng thân cây diệp hạ châu. Trục hoành thể hiện ngày nuôi cấy. 
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Hình 3.27. Tỷ lệ của hormone nội sinh trong mẫu rễ bất định có nguồn gốc từ mẫu 

lóng thân và lTCL lóng thân cây diệp hạ châu. Trục hoành thể hiện ngày nuôi cấy. 

Nghiên cứu này đã chỉ ra mối tương quan rõ ràng giữa các hormone nội sinh 

trong quá trình hình thành mô sẹo và rễ bất định của cây diệp hạ châu (Hình 3.28 và 

3.29). Trong quá trình hình thành mô sẹo, CKs có mối tương quan nghịch với IAA, 

GA3 và ABA, đồng thời có mối tương quan thuận với SA và MEL trong mẫu lóng 

thân cây diệp hạ châu. Ngược lại, dù cùng là một chương trình phát sinh mô sẹo, CKs 

lại có mối tương quan thuận với ABA và tương quan nghịch yếu với MEL trong mẫu 

lTCL lóng thân. Đặc biệt, IAA có mối tương quan nghịch với hầu hết các hormone 

được phân tích, ngoại trừ GA3 trong mẫu nuôi cấy lóng thân. 
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Ngoài ra, sự khác biệt trong mối tương quan giữa các hormone nội sinh trong 

các mẫu nuôi cấy khác nhau cũng được thể hiện qua sự tương quan của GA3, ABA 

và SA với các hormone khác (Hình 3.28). Kết quả tương tự cũng được ghi nhận trong 

quá trình hình thành rễ bất định (Hình 3.29). Đối với mẫu cấy lóng thân, CKs có mối 

tương quan nghịch với IAA và SA, nhưng lại có mối tương quan thuận với GA3, ABA 

và MEL. Trong khi đó, đối với mẫu lTCL lóng thân, CKs có mối tương quan thuận 

với IAA và mối tương quan nghịch với MEL. Mặc dù CKs có mối tương quan nghịch 

với IAA, nhưng mối tương quan thuận với MEL lại mạnh mẽ hơn, khẳng định sự 

hình thành rễ bất định vẫn xảy ra trong trường hợp này. 

Điều thú vị là sự tương quan giữa các hormone nội sinh trong quá trình hình 

thành rễ bất định ở mẫu lóng thân và lTCL lóng thân không có sự khác biệt đáng kể. 

Cả SA và MEL đều có mối tương quan nghịch với hầu hết các hormone nội sinh khác 

(trừ CKs trong mẫu lóng thân và SA trong mẫu lTCL lóng thân). Mối tương quan 

giữa GA3 và ABA với các hormone khác cũng không có sự khác biệt lớn giữa hai 

loại mẫu cấy (Hình 3.28). 

Phân tích hệ số tương quan cho thấy ở mẫu lóng thân, IAA và các tỷ lệ 

IAA/ABA, IAA/GA3 thể hiện mối tương quan thuận mạnh với khối lượng tươi (Hình 

3S), trong khi CKs như KIN, 2iP và ZEA cũng góp phần tích cực nhưng ở mức trung 

bình (Hình 3S). Ngược lại, các hormone như SA, MEL và GA có tác động ức chế rõ 

rệt đến khả năng sinh trưởng của mô sẹo ở mẫu lóng thân (Hình 3S). Trong khi đó, 

mẫu lTCL lóng thân phản ứng nổi bật với CKs, đặc biệt KIN, ZEA và sự phối hợp 

CKs/ABA, đồng thời cũng được cải thiện khi có tỷ lệ IAA/GA3 (Hình S3). Tuy nhiên, 

IAA đơn lẻ, SA, MEL, Meta và GA3 thể hiện tác động tiêu cực đối với sự tích lũy 

khối lượng tươi của mẫu mô sẹo (Hình 3S). Nhờ đáp ứng mạnh với CKs, mẫu lTCL 

lóng thân có thời gian cảm ứng mô sẹo ngắn hơn và khối lượng tươi cao hơn rõ rệt so 

với mẫu lóng thân. Nói cách khác, trong khi mẫu lóng thân phụ thuộc chủ yếu vào 

AUX kết hợp với CKs, thì mẫu lTCL lóng thân lại ưu thế nhờ CKs, đặc biệt khi phối 

hợp với ABA, tạo nên sự khác biệt đáng kể về hiệu quả cảm ứng mô sẹo. 

Ở quá trình hình thành rễ bất định, mẫu lTCL lóng thân có ưu thế rõ rệt so với 

mẫu lóng thân của cây diệp hạ châu. Phân tích tương quan cho thấy sự hình thành rễ 

ở mẫu lóng thân gắn liền với vai trò điều hòa của AUX và sự phối hợp AUX/ABA, 

nhưng vẫn chịu ảnh hưởng ức chế từ một số hormone như SA và MEL (Hình S4). 
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Trong khi đó, mẫu lTCL lóng thân phản ứng mạnh mẽ với CKs (KIN, 2iP, ZEA) khi 

kết hợp với ABA hoặc GA3, đồng thời sự phối hợp AUX/CKs và AUX/ABA có tác 

động thúc đẩy rõ rệt đến quá trình ra rễ và sự gia tăng sinh khối (Hình 4S). ET và SA 

có xu hướng ức chế, đặc biệt ở mẫu lóng thân, trong khi mẫu lTCL lóng thân ít bị ảnh 

hưởng tiêu cực hơn (Hình 4S). Như vậy, có thể thấy cơ chế hình thành rễ bất định ở 

mẫu lóng thân phụ thuộc nhiều hơn vào AUX đơn lẻ và sự cân bằng với ABA, còn ở 

mẫu lTCL lóng thân lại nhạy cảm và đáp ứng mạnh với CKs kết hợp ABA hoặc GA3. 

Điều này lý giải tại sao mẫu lTCL lóng thân có thời gian cảm ứng ngắn hơn và khả 

năng tích lũy sinh khối tốt hơn, cho thấy ưu thế khi ứng dụng kỹ thuật TCL trong cải 

thiện khả năng hình thành rễ bất định của cây diệp hạ châu. 

 

Hình 3.28. Mối tương quan của các hormone nội sinh trong mô sẹo có nguồn gốc từ 

mẫu lóng thân (A) và lTCL lóng thân (B) của cây diệp hạ châu. Hệ số tương quan 

được tính toán dựa trên tương quan Pearson. Màu đỏ biểu thị mối tương quan thuận, 

trong khi màu xanh biểu thị mối tương quan nghịch. 
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Hình 3.29. Mối tương quan của các hormone nội sinh trong rễ bất định có nguồn gốc 

từ mẫu lóng thân (A) và lTCL lóng thân (B) của cây diệp hạ châu. Hệ số tương quan 

được tính toán dựa trên tương quan Pearson. Màu đỏ biểu thị mối tương quan thuận, 

trong khi màu xanh biểu thị mối tương quan nghịch. 

Trong điều kiện bình thường, các hormone nội sinh ở thực vật tồn tại ở trạng 

thái cân bằng. Tuy nhiên, trạng thái cân bằng này có thể bị phá vỡ bởi nhiều yếu tố 

bên trong hoặc bên ngoài, chẳng hạn như stress sinh học và phi sinh học. Những rối 

loạn này đóng vai trò là tín hiệu cho những thay đổi trong hormone nội sinh. Nghiên 

cứu gần đây đã chỉ ra rằng hormone nội sinh thực vật hiếm khi hoạt động riêng lẻ. 

Thay vào đó, các quá trình phát triển của thực vật được điều chỉnh bởi một mạng lưới 

phức tạp gồm các con đường truyền tín hiệu hormone được kết nối với nhau. Các 

điểm hội tụ giữa các con đường này, được gọi là tương tác chéo, tạo ra một mạng lưới 

truyền tín hiệu toàn diện [188]. Mạng lưới này bao gồm tổng hợp hormone, truyền 

tín hiệu và tương tác chéo; từ đó tạo thành một hệ thống phức tạp. Hormone nội sinh 

thực vật tương tác bằng cách kích hoạt các chất truyền tin hoặc khởi tạo chuỗi 

phosphoryl hóa, do đó điều chỉnh biểu hiện gene. Quá trình này điều chỉnh quá trình 

sinh tổng hợp hoặc hoạt động của các hormone thực vật khác nhau, đảm bảo phản 

ứng phối hợp với các kích thích khác nhau [189]. 

AUX và CKs là hai nhóm hormone phổ biến và có liên quan chặt chẽ đến quá 

trình phát sinh hình thái ở thực vật. AUX, đặc biệt là IAA, đóng vai trò quan trọng 

trong quá trình hình thành mô sẹo và phát triển rễ bất định. Nồng độ IAA cao giúp 

duy trì trạng thái chưa phân hóa của mô sẹo, thể hiện qua sự sinh trưởng và phát triển 
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mạnh mẽ của mẫu cấy [190]. IAA rất cần thiết trong quá trình hình thành rễ bất định, 

đặc biệt là trong giai đoạn cảm ứng [191]. Ngược lại, CKs thúc đẩy quá trình hình 

thành mô sẹo và chồi do vết thương gây ra bằng cách thúc đẩy sự tăng sinh tế bào 

thông qua việc tăng biểu hiện gene CYCD3 [192]. CKs cũng đóng vai trò trong quá 

trình hình thành rễ bất định, với sự gia tăng đáng kể được quan sát thấy trong giai 

đoạn cảm ứng và giai đoạn khởi đầu của quá trình phát sinh hình thái [193]. Tuy 

nhiên, CKs và AUX có mối quan hệ đối kháng, trong đó CKs thường ức chế sự hình 

thành rễ bất định ở nhiều loài khác nhau như cây Arabidopsis, cây lúa, cây cỏ linh 

lăng (Medicago sativa) và cây bạch dương [194, 195]. Tỷ lệ AUX/CKs cao thúc đẩy 

sự tái sinh rễ, trong khi tỷ lệ AUX/CKs thấp thúc đẩy hình thành chồi [25, 196].  

Tương tác của GA với các hormone khác thay đổi tùy theo các yếu tố sinh học, 

loại mẫu cấy và giai đoạn phát triển [197]. Wen và cộng sự [198] đã ghi nhận có mối 

tương quan thuận với IAA, trans-Zeatin-riboside và GA trong ba giai đoạn của quá 

trình hình thành rễ của cây Paeonia × lemoinei ‘High Noon’. Ngược lại, ABA, liên 

quan đến khả năng chống chịu stress, cho thấy xu hướng ngược lại. ABA kiểm soát 

biểu hiện gene trong quá trình phát triển sinh dưỡng của cây [199].  

SA mặc dù thường ức chế sự phát triển của cây, nhưng lại thúc đẩy sự hình 

thành mô sẹo và đóng vai trò quan trọng trong khả năng miễn dịch và khả năng chịu 

stress của cây [200]. Điều thú vị là MEL, một loại hormone khác liên quan đến quá 

trình hình thành rễ, giúp tăng cường sản xuất IAA, thúc đẩy quá trình phát sinh hình 

thái rễ [201]. Ứng dụng ngoại sinh của MEL đã được chứng minh là làm tăng hàm 

lượng IAA và hoạt động của rễ ở các loài như cây Brassica juncea và cây Mimosa 

pudica L. [202, 203]. MEL và AUX có tác dụng hiệp đồng trong việc kích thích sự 

phát triển của rễ bên bằng cách điều chỉnh vận chuyển AUX [204], trong khi MEL 

đối kháng với ABA, ảnh hưởng đến khả năng chịu đựng stress của cây [205]. 

Sự tương tác giữa các hormone nội sinh, chẳng hạn như tương tác giữa AUX và 

ABA thường điều chỉnh các quá trình thiết yếu trong quá trình stress phi sinh học 

[206]. ABA chủ yếu điều chỉnh con đường truyền tín hiệu AUX bằng cách điều chỉnh 

biểu hiện của các yếu tố đáp ứng AUX (ARF5, ARF6 và ARF10) thông qua ubiquitin 

hóa [120]. Tỷ lệ AUX/ABA rất quan trọng đối với sự biệt hóa nguyên thủy của rễ và 

sự kéo dài rễ [207]. Nồng độ ABA tăng trong điều kiện stress sẽ ức chế các gene mã 

hóa chất vận chuyển AUX [208], trong khi nồng độ ABA thấp hơn sẽ thúc đẩy quá 
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trình vận chuyển và truyền tín hiệu AUX. Nghiên cứu này đã xác nhận mối tương 

quan thuận giữa ABA và AUX trong điều kiện không có stress, mặc dù mối tương 

quan tiêu cực đã được quan sát thấy trong quá trình hình thành mô sẹo [208]. 

Hơn nữa, sự tương tác giữa các hormone nội sinh là phổ biến và đóng vai trò 

quan trọng trong việc điều chỉnh sự tăng trưởng và phát triển của thực vật. Các 

hormone này ảnh hưởng đến hoạt động của nhau bằng cách điều chỉnh quá trình sinh 

tổng hợp, do đó làm thay đổi nồng độ của chúng thông qua việc điều chỉnh các chuỗi 

tín hiệu. Trong tương lai gần, việc hiểu các cơ chế tương tác hiệp đồng giữa các 

hormone nội sinh sẽ là chủ đề chính trong nghiên cứu thực vật. Kết quả của nghiên 

cứu này nhấn mạnh rằng sự tương tác giữa các hormone nội sinh phụ thuộc vào loài 

thực vật, loại mẫu cấy và giai đoạn phát sinh hình thái. Tuy nhiên, vẫn cần tiến hành 

thêm các nghiên cứu về sự tương tác giữa các hormone nội sinh để làm rõ vấn đề này. 

Phân tích sự biến động và mối tương quan của các hormone nội sinh trong quá 

trình phát sinh hình thái in vitro ở ba đối tượng nghiên cứu cho thấy mỗi loài thực vật 

có mỗi cách điều hòa hormone nội sinh đặc trưng, trong đó vai trò của từng nhóm 

hormone được thể hiện khác nhau tùy theo con đường phát sinh hình thái. 

Đối với cây chanh dây, quá trình tái sinh chồi bất định chịu sự chi phối chủ yếu 

của CKs và tỷ lệ IAA/CKs. Hàm lượng CKs tăng cao cùng với tỷ lệ IAA/CKs thấp ở 

giai đoạn cảm ứng và phát triển chồi là yếu tố quyết định hiệu quả tái sinh chồi. AUX 

đóng vai trò hỗ trợ trong việc tái lập trạng thái phân chia tế bào ban đầu nhưng không 

phải là hormone chi phối chính. Các hormone khác như GA3, ABA và SA tham gia 

điều hòa ở mức độ thứ cấp, góp phần ổn định quá trình phát sinh chồi hơn là quyết 

định hướng phát sinh hình thái. 

Ở cây hoa đồng tiền, kết quả cho thấy quá trình hình thành phôi soma là kết quả 

của sự tương tác phức hợp giữa AUX, CKs và GA3. Trong đó, AUX giữ vai trò khởi 

phát và duy trì trạng thái cảm ứng phôi soma, CKs tham gia điều hòa quá trình phân 

chia và tổ chức lại tế bào, còn GA3 đóng vai trò quan trọng trong giai đoạn phát triển 

và hoàn thiện phôi soma. Sự cân bằng động giữa các hormone này, hơn là hàm lượng 

của từng hormone riêng lẻ, quyết định hiệu quả phát sinh phôi soma. Điều này phản 

ánh tính đặc thù của con đường phát sinh phôi soma so với tái sinh chồi bất định. 

Đối với cây diệp hạ châu, sự phát sinh mô sẹo và rễ bất định thể hiện rõ vai trò 

chủ đạo của auxin trong cảm ứng rễ, trong khi CKs và ABA tham gia điều chỉnh 



92 

 

hướng phát sinh hình thái giữa mô sẹo và rễ bất định. AUX là hormone quyết định 

đối với sự hình thành rễ bất định, còn ABA và các hormone liên quan đến stress đóng 

vai trò điều hòa trạng thái sinh lý của mô cấy, góp phần ổn định cấu trúc mô và hỗ 

trợ quá trình biệt hóa. Sự khác biệt về mối tương quan hormone giữa mô sẹo và rễ 

bất định cho thấy sự chuyển đổi con đường phát sinh hình thái gắn liền với sự tái cấu 

trúc mạng lưới hormone nội sinh. 

So sánh giữa kỹ thuật TCL và phương pháp nuôi cấy truyền thống cho thấy 

lTCL mang lại hiệu quả vượt trội trong việc kiểm soát và làm rõ mối tương quan 

hormone nội sinh. Các mẫu TCL có cấu trúc mô học đơn giản hơn, hàm lượng 

hormone nội sinh thấp và phân bố đồng đều hơn, từ đó phản ánh rõ ràng hơn vai trò 

điều hòa của từng hormone và các tương tác hiệp đồng – đối kháng giữa chúng. 

Ngược lại, các mẫu cấy truyền thống với cấu trúc mô phức tạp thường che lấp hoặc 

làm nhiễu các tín hiệu hormone, dẫn đến hiệu quả phát sinh hình thái kém ổn định và 

khó phân tích cơ chế điều hòa. 

Như vậy, các kết quả nghiên cứu cho thấy không chỉ xác định được vai trò 

hormone chủ đạo tương ứng với từng đối tượng và từng con đường phát sinh hình 

thái, mà còn khẳng định ưu thế của kỹ thuật TCL so với nuôi cấy truyền thống trong 

nghiên cứu cơ chế điều hòa hormone nội sinh và nâng cao hiệu quả tái sinh in vitro.  

3.2.4. Sự sinh tổng hợp hợp chất thứ cấp của mẫu mô sẹo và rễ bất định có nguồn 

gốc từ mẫu lTCL lóng thân cây diệp hạ châu 

Kết quả quá trình tổng hợp hợp chất thứ cấp (hypophyllanthin và phyllanthin) 

từ mô sẹo và mẫu rễ bất định có nguồn gốc từ mẫu lTCL lóng thân được ghi nhận sau 

60 ngày nuôi cấy (Hình 3.30).  

Kết quả cho thấy mô sẹo tạo ra 2,67 µg/g FW hypophyllanthin, trong khi rễ bất 

định cho thấy lượng cao hơn đáng kể là 4,01 µg/g FW. Điều này cho thấy rễ bất định 

thể hiện quá trình tổng hợp hợp chất này mạnh hơn. Sự hiện diện của hypophyllanthin 

trong cả hai mẫu cho thấy quá trình sản xuất các lignan hoạt tính sinh học quan trọng, 

thường liên quan đến nhiều lợi ích sức khỏe khác nhau như đặc tính kháng khuẩn và 

chống oxy hóa. Bên cạnh đó, có sự tương phản rõ rệt trong việc tổng hợp phyllanthin, 

trong đó phyllanthin không thể phát hiện được trong mô sẹo. Trong khi đó, rễ bất 

định sinh tổng hợp 9,05 µg/g FW (Hình 3.30). Điều này cho thấy rằng rễ của cây diệp 
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hạ châu là nguồn chính của phyllanthin, nhấn mạnh khả năng tổng hợp sinh học cao 

hơn của chúng đối với lignan đặc biệt này. 

 

Hình 3.30. Sự tích lũy phyllanthin và hypophyllanthin của mô sẹo và rễ bất định có 

nguồn gốc từ lTCL lóng thân cây diệp hạ châu sau 60 ngày nuôi cấy. 

Nuôi cấy rễ bất định thường được sử dụng để sản xuất các chất chuyển hóa thứ 

cấp vì các cơ quan này là nguồn tiềm năng của nhiều phân tử hoạt tính sinh học khác 

nhau [209]. Nuôi cấy rễ bất định cung cấp một phương pháp đầy hứa hẹn để sản xuất 

các phân tử hoạt tính sinh học vì rễ cây có khả năng tự nhiên tổng hợp và tích lũy 

nhiều loại chất chuyển hóa thứ cấp và protein [210]. Các nuôi cấy này thường thể 

hiện các đặc điểm hóa thực vật tương tự như rễ được nuôi cấy trong cơ thể sống [209]. 

Ngoài ra, so với nuôi cấy mô sẹo và huyền phù tế bào, rễ bất định thường ổn định 

hơn và tích lũy nhiều chất chuyển hóa thứ cấp hơn trong các khoảng gian bào, dẫn 

đến quá trình chiết xuất đơn giản [211]. 

Nhìn chung, kết quả sự khác biệt đáng kể trong quá trình sản xuất các chất 

chuyển hóa thứ cấp này giữa mô sẹo và rễ bất định của cây diệp hạ châu. Trong khi 

mô sẹo tổng hợp hypophyllanthin, nhưng không sản xuất phyllanthin, trong khi nuôi 

cấy rễ bất định cho thấy khả năng sản xuất cả hai hợp chất cao hơn nhiều, đặc biệt là 

phyllanthin. Mẫu hình này có thể chỉ ra rằng các nuôi cấy có nguồn gốc từ rễ có con 

đường chuyển hóa phát triển hơn hoặc chuyên biệt hơn để tổng hợp lignan, khiến 

chúng có giá trị hơn đối với việc chiết xuất các chất chuyển hóa thứ cấp cụ thể cho 
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mục đích dược phẩm hoặc công nghiệp. Hơn nữa, sự vắng mặt của phyllanthin trong 

mô sẹo có thể gợi ý nhu cầu tối ưu hóa các điều kiện nuôi cấy để thúc đẩy sản xuất 

hợp chất này hoặc quá trình tổng hợp phyllanthin không được kích hoạt trong nuôi 

cấy mô sẹo từ cây diệp hạ châu trong các điều kiện đã thử nghiệm. Những phát hiện 

này có thể cung cấp thông tin cho nghiên cứu sâu hơn về việc tối ưu hóa các điều kiện 

nuôi cấy in vitro để tăng cường tổng hợp các chất chuyển hóa thứ cấp mong muốn 

trong cây diệp hạ châu. Chính vì vậy, rễ bất định của cây diệp hạ châu sẽ được sử 

dùng làm nguồn mẫu cho các nghiên cứu tiếp theo. 

3.3. Nội dung 3. Ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào lên sự tích 

lũy khí ethylene, hoạt độ của hệ thống chống oxy hóa trong quá trình phát sinh 

chồi cây chanh dây, phôi soma cây hoa đồng tiền và rễ bất định cây diệp hạ châu; 

sự tổng hợp hợp chất thứ cấp ở rễ bất định cây diệp hạ châu 

3.3.1. Ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào lên sự tích lũy khí ethylene 

trong quá trình phát sinh chồi cây chanh dây, phôi soma cây hoa đồng tiền và rễ 

bất định cây diệp hạ châu 

Đối với cây chanh dây, kết quả cho thấy sự biến động của mức độ tích lũy ET 

trong quá trình phát sinh chồi bất định của mẫu lóng thân và lTCL lóng thân (Hình 

3.31). 

Với mẫu lóng thân, mức độ tích lũy khí ET tăng dần qua các ngày từ 0,00 mg/L 

(ngày 0) lên 0,70 mg/L (ngày 15), 1,34 mg/L (ngày 30), 1,84 mg/L (ngày 60) và đạt 

3,79 mg/L vào ngày 90 (Hình 3.31). Điều này cho thấy sự tích lũy ET trong mẫu này 

có xu hướng gia tăng ổn định theo thời gian, cho thấy quá trình phát sinh chồi bất 

định diễn ra một cách liên tục. 

Trong khi đó, mẫu lTCL lóng thân bắt đầu từ mức 0,000 mg/L (ngày 0) và tăng 

nhanh chóng trong các giai đoạn tiếp theo. Mức ET tại ngày nuôi cấy thứ 15 là 1,115 

mg/L, đến ngày thứ 30 đạt 3,69 mg/L, ngày thứ 60 là 4,88 mg/L và đạt đỉnh cao 6,15 

mg/L vào ngày thứ 90 (Hình 3.31). Điều này cho thấy mẫu lTCL lóng thân có sự tích 

lũy ET cao hơn so với mẫu lóng thân ở tất cả các thời điểm phân tích và tốc độ tăng 

trưởng ET của mẫu này cũng nhanh hơn, đặc biệt là từ ngày thứ 15 đến ngày thứ 30 

của giai đoạn nuôi cấy. 
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Từ kết quả này có thể nhận thấy rằng mẫu lTCL lóng thân có sự tích lũy ET 

mạnh mẽ và nhanh chóng hơn so với mẫu lóng thân, điều này có thể chỉ ra rằng mẫu 

lTCL lóng thân phản ứng mạnh mẽ hơn với tác động của ethylene, dẫn đến quá trình 

phát sinh chồi bất định diễn ra mạnh mẽ và nhanh chóng hơn. 

 

Hình 3.31. Sự tích lũy khí ethylene trong quá trình cảm ứng chồi bất định của mẫu 

lóng thân và lTCL lóng thân cây chanh dây.  

Kết quả phân tích cho thấy ET có mối tương quan thuận rất mạnh mẽ với sự 

hình thành chồi bất định trong mẫu cấy lóng thân và lTCL lóng thân của cây chanh 

dây. Cụ thể, mối tương quan giữa ET và số chồi (Hình 3.32), cho thấy khi nồng độ 

ET tăng lên, số lượng chồi bất định được hình thành cũng tăng tương ứng. Điều này 

chỉ ra rằng ET đóng vai trò quan trọng trong việc kích thích quá trình phân chia tế 

bào và hình thành chồi mới. Bên cạnh đó, mối tương quan giữa ET và chiều cao chồi 

cũng rất mạnh mẽ (Hình 3.32), cho thấy ET không chỉ ảnh hưởng đến số lượng chồi 

mà còn tác động đến sự phát triển chiều cao của các chồi này. Hơn nữa, mối tương 

quan dương mạnh giữa số chồi và chiều cao chồi (Hình 3.32) chứng tỏ rằng sự phát 

triển về số lượng và kích thước của chồi có sự liên kết chặt chẽ. Những kết quả này 

khẳng định rằng khí ethylene không chỉ kích thích sự hình thành chồi bất định mà 

còn góp phần vào sự phát triển đồng đều về cả số lượng lẫn chất lượng của các chồi, 

từ đó nâng cao hiệu quả của quá trình nuôi cấy mô. Điều này mở ra hướng nghiên 
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cứu và ứng dụng việc điều chỉnh nồng độ ethylene để tối ưu hóa quá trình phát sinh 

chồi bất định trong mô cấy cây chanh dây. 

 

Hình 3.32. Mối tương quan giữa khí ethylene và sự hình thành chồi bất định của mẫu 

cấy A. lóng thân và B. lTCL lóng thân của cây chanh dây. Hệ số tương quan được 

tính toán dựa trên hệ số tương quan Pearson. Màu đỏ sẫm hơn biểu thị mối tương 

quan thuận cao hơn. 

Sự tích lũy ET trong quá trình cảm ứng phôi soma của mẫu đế hoa và mẫu lTCL 

đế hoa cây hoa đồng tiền cho thấy sự khác biệt rõ rệt giữa hai mẫu mô này trong suốt 

120 ngày nuôi cấy (Hình 3.33). Đối với mẫu đế hoa, ET không được ghi nhận ở ngày 

nuôi cấy 0 và bắt đầu được tích lũy từ ngày thứ 30 với nồng độ 2,87 mg/L. Theo thời 

gian, nồng độ ET tiếp tục tăng dần, lần lượt đạt 3,56 mg/L sau 60 ngày, 4,12 mg/L 

sau 90 ngày và đạt mức cao nhất là 6,98 mg/L vào ngày 120 nuôi cấy. Điều này cho 

thấy ET có vai trò quan trọng trong quá trình phát sinh phôi soma với nồng độ tăng 

dần theo sự phát triển của mô phôi soma. 

Trong khi đó, mẫu lTCL đế hoa thể hiện một xu hướng tích lũy ET mạnh mẽ 

hơn hẳn so với mẫu đế hoa thông thường. Mặc dù ET cũng không có mặt ở ngày đầu 

tiên (0,00 mg/L), nhưng ngay từ ngày 30, mẫu lTCL đế hoa đã có nồng độ ET đạt 

4,56 mg/L, cao hơn hẳn so với mẫu đế hoa tại cùng thời điểm (2,87 mg/L) (Hình 

3.33). Sự tích lũy ET tiếp tục tăng mạnh trong các ngày tiếp theo, với 5,87 mg/L sau 

60 ngày, 7,15 mg/L sau 90 ngày và đạt mức cao nhất là 9,76 mg/L vào ngày 120. Đây 

là mức ET cao hơn đáng kể so với mẫu đế hoa tại tất cả các thời điểm, cho thấy mẫu 
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lTCL đế hoa có phản ứng mạnh mẽ hơn đối với điều kiện nuôi cấy, có thể liên quan 

đến quá trình phát sinh phôi soma hiệu quả hơn.  

 

Hình 3.33. Sự tích lũy khí ethylene trong quá trình cảm ứng phôi soma của mẫu đế 

hoa và lTCL đế hoa cây hoa đồng tiền. 

Kết quả phân tích cho thấy ET có vai trò quan trọng trong sự cảm ứng phôi soma 

của mẫu cấy đế hoa và lTCL đế hoa của cây hoa đồng tiền. Mối tương quan giữa ET 

và số phôi soma là tương quan dương rất mạnh (Hình 3.34), cho thấy khi nồng độ ET 

tăng lên, số lượng phôi soma được hình thành cũng tăng theo. Điều này chỉ ra rằng 

ET đóng vai trò trong việc kích thích sự phân chia tế bào và sự phát sinh phôi soma 

trong các mẫu cấy mô này. Tuy nhiên, mối tương quan giữa ET và phôi soma hình 

cầu lại là mối tương quan nghịch (Hình 3.34), phản ánh rằng khi ET tăng, sự hình 

thành phôi soma hình cầu giảm, có thể do ET thúc đẩy sự phân hóa mô phôi soma 

theo các hướng khác, không phải chỉ hình cầu. Mối tương quan dương thấp giữa ET 

và phôi soma hình thủy lôi (Hình 3.34) cho thấy ET cũng hỗ trợ sự phát sinh các phôi 

phôi soma dạng thủy lôi, nhưng tác động của nó không mạnh mẽ như đối với số phôi 

soma. Đặc biệt, mối tương quan mạnh mẽ giữa ET và phôi soma hai lá mầm (Hình 

3.34) chỉ ra rằng ET có ảnh hưởng rất lớn đến sự phát triển của phôi soma hai lá mầm, 

một dạng phôi soma hoàn chỉnh. Tổng thể, ET không chỉ thúc đẩy sự hình thành phôi 

soma mà còn đóng vai trò quan trọng trong việc phân hóa phôi thành các cấu trúc 
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phôi khác nhau, đặc biệt là phôi soma hai lá mầm. Những kết quả này khẳng định ET 

là yếu tố cần thiết trong việc tối ưu hóa quá trình phát sinh phôi soma trong mô cấy 

cây hoa đồng tiền. 

 

Hình 3.34. Mối tương quan giữa khí ethylene và sự cảm ứng phôi soma của mẫu cấy 

A. đế hoa và B. lTCL đế hoa của cây hoa đồng tiền. Hệ số tương quan được tính toán 

dựa trên tương quan Pearson. Màu đỏ biểu thị mối tương quan thuận, trong khi màu 

xanh biểu thị mối tương quan nghịch. 

Đối với cây diệp hạ châu, sự tích tụ ET của mẫu lóng thân và lTCL lóng thân 

đều tăng trong 60 ngày nuôi cấy (Hình 3.35). Mẫu lTCL lóng thân biểu hiện mức tích 

lũy ET cao hơn đáng kể so với mẫu lóng thân thông thường tại tất cả các thời điểm 

ghi nhận kết quả. Nồng độ ET sau 10, 20, 40 và 60 ngày nuôi cấy của mẫu lóng thân 

lần lượt là 0,36 mg/L, 1,05 mg/L, 2,07 mg/L và 3,41 mg/L. Trong khi đó, hàm lượng 

ET trong mẫu lTCL lóng thân cao hơn gấp 2 lần với lần lượt là 1,81 mg/L, 3,08 mg/L, 

5,43 mg/L và 5,83 mg/L (Hình 3.35). 
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Hình 3.35. Sự tích lũy khí ethylene trong quá trình cảm ứng rễ bất định của mẫu lóng 

thân và lTCL lóng thân cây diệp hạ châu. 

Kết quả cũng cho thấy hệ số tương quan giữa ET và tỷ lệ hình thành rễ bất định 

là 0,6125, cho thấy mối tương quan dương vừa phải giữa hai biến này (Hình 3.36). 

Khi nồng độ ET tăng lên thì tỷ lệ hình thành rễ bất định cũng tăng lên, mặc dù mối 

quan hệ này không quá mạnh. Giá trị tương quan trong phạm vi này cho thấy, trong 

khi ET có thể góp phần thúc đẩy sự hình thành rễ bất định, các yếu tố khác có thể 

đóng vai trò quan trọng trong việc điều chỉnh quá trình này. Hơn nữa, ET cho thấy 

mối tương quan dương mạnh hơn với khối lượng tươi và khối lượng khô của mẫu 

cấy, cho thấy ET có thể có tác động trực tiếp và mạnh mẽ hơn đến sự tích tụ sinh khối 

rễ bất định (Hình 3.36). Mối quan hệ chặt chẽ giữa ET và các chỉ số sinh khối thực 

vật có thể ảnh hưởng gián tiếp đến sự hình thành rễ bất định, vì khối lượng tươi và 

khối lượng khô tăng có thể tạo ra các điều kiện sinh lý thuận lợi hơn cho sự hình 

thành rễ bất định. 

Tóm lại, trong khi ET dường như ảnh hưởng tích cực đến sự hình thành rễ bất 

định, thì cường độ vừa phải của mối quan hệ này cho thấy rằng nó có khả năng là một 

trong số nhiều yếu tố liên quan đến quá trình này. Các mối tương quan mạnh hơn 

được quan sát thấy giữa ET và các thông số liên quan đến sinh khối cho thấy rằng vai 



100 

 

trò của ET trong sự hình thành rễ bất định có thể liên quan đến tác động của nó đối 

với sự phát triển tổng thể của mẫu cấy và sự tích tích lũy khối lượng (Hình 3.36). 

 

Hình 3.36. Mối tương quan giữa khí ethylene và sự hình thành rễ bất định của mẫu 

cấy A. lóng thân và B.  lTCL lóng thân của cây diệp hạ châu. Hệ số tương quan được 

tính toán dựa trên hệ số tương quan Pearson. Màu đỏ sẫm hơn biểu thị mối tương 

quan thuận cao hơn. 

ET (một loại hormone thực vật dạng khí) là chất điều hòa chính của nhiều quá 

trình phát triển và phản ứng với stress ở thực vật [212]. Việc sản xuất ET thường tăng 

lên để đáp ứng với vết thương, ảnh hưởng đến sự hình thành rễ và tái sinh toàn bộ cơ 

thể của thực vật. Trong điều kiện tự nhiên, sự hình thành rễ bất định thường diễn ra 

sau sự gia tăng nhanh chóng của ET, chủ yếu là do sự tích lũy của hormone này trong 

rễ ngập nước, làm tăng độ nhạy cảm của mô với AUX nội sinh [213]. Tuy nhiên, 

trong điều kiện in vitro, việc giải phóng ET có liên quan đến các tổn thương cơ học 

như cắt mẫu cấy, do đó cung cấp các tín hiệu cần thiết để thu nhận cả AUX nội sinh 

và ngoại sinh để hình thành mô chưa có tổ chức (mô sẹo) hoặc rễ và chồi bất định 

[214]. Kết quả hiện tại cho thấy việc sản xuất ET của mẫu lTCL cao hơn mẫu cấy 

truyền thống ở cả 3 đối tượng nghiên cứu. Phản ứng tăng cao của ET có thể là do diện 

tích bề mặt và hoạt động tế bào tăng lên ở mẫu lTCL, tạo điều kiện cho quá trình tổng 

hợp ET. 
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3.3.2. Ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào lên hoạt động chống oxy 

hóa trong quá trình phát sinh chồi cây chanh dây, phôi soma cây hoa đồng tiền và 

rễ bất định cây diệp hạ châu 

Đối với cây chanh dây, kết quả hoạt độ của các enzyme và hợp chất chống oxy 

hóa trong hai mẫu lóng thân và lTCL lóng thân cây chanh dây sau 90 ngày nuôi cấy 

được ghi nhận trong Hình 3.37 và 3.38. Mẫu lTCL lóng thân thể hiện hoạt động chống 

oxy hóa mạnh mẽ hơn ở tất cả các chỉ tiêu so với mẫu lóng thân. Cụ thể, hoạt độ SOD 

trong mẫu lóng thân là 33,87 U/g, thấp hơn so với mẫu lTCL lóng thân (45,12 U/g), 

cho thấy khả năng quét gốc tự do superoxide của mẫu lTCL lóng thân tốt hơn. Về 

CAT, mẫu lóng thân có giá trị là 148,85 U/g, trong khi mẫu lTCL lóng thân có giá trị 

cao hơn là 166,53 U/g, chỉ ra rằng mẫu lTCL lóng thân phân hủy H2O2 hiệu quả hơn. 

Đối với APX, mẫu lóng thân có giá trị 0,11, thấp hơn so với mẫu lTCL lóng 

thân (0,23 U/g), cho thấy hoạt độ của enzyme APX trong mẫu lTCL lóng thân mạnh 

mẽ hơn, giúp bảo vệ tế bào khỏi stress oxy hóa. Về khả năng quét gốc tự do DPPH, 

mẫu lóng thân có giá trị 1,52 %RSA, trong khi mẫu lTCL lóng thân cao hơn với giá 

trị 2,41 %RSA, cho thấy mẫu lTCL lóng thân có khả năng trung hòa gốc tự do mạnh 

mẽ hơn. Cuối cùng, hàm lượng phenolic trong mẫu lóng thân là 133,18 mg/100 g 

DW, thấp hơn so với mẫu lTCL lóng thân (152,67 mg/100 g DW), cho thấy mẫu 

lTCL lóng thân có chứa nhiều hợp chất phenolic hơn, góp phần vào khả năng chống 

oxy hóa vượt trội của mẫu này. 

 

Hình 3.37. Hoạt độ của SOD, CAT và APX trong mẫu lóng thân và lTCL lóng thân 

cây chanh dây sau 90 ngày nuôi cấy. 
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Hình 3.38. Hàm lượng DPPH và phenolic trong mẫu lóng thân và lTCL lóng thân 

của cây chanh dây sau 90 ngày nuôi cấy. 

Kết quả hoạt độ của các enzyme và hợp chất chống oxy hóa trong hai mẫu đế 

hoa và lTCL đế hoa của cây hoa đồng tiền sau 120 ngày nuôi cấy được ghi nhận ở 

Hình 3.39 và 3.40. Cụ thể, mẫu ITCL đế hoa có hoạt độ cao hơn ở tất cả các chỉ tiêu 

so với mẫu đế hoa. 

Cụ thể, hoạt độ SOD trong mẫu đế hoa là 48,51 U/g, thấp hơn so với mẫu lTCL 

đế hoa (77,62 U/g), cho thấy mẫu lTCL đế hoa có khả năng quét gốc tự do superoxide 

mạnh mẽ hơn. CAT trong mẫu đế hoa là 166,77 U/g, nhưng mẫu lTCL đế hoa lại có 

giá trị cao hơn là 200,91 U/g. APX trong mẫu đế hoa có giá trị 0,16 U/g, còn trong 

mẫu lTCL đế hoa là 0,27 U/g, cho thấy hoạt độ của enzyme APX trong mẫu lTCL đế 

hoa cũng mạnh hơn, giúp bảo vệ tế bào khỏi stress oxy hóa và sự tích lũy quá mức 

của ET. 

Về khả năng quét gốc tự do DPPH, mẫu đế hoa có giá trị 10,63 %RSA, trong 

khi mẫu lTCL đế hoa có giá trị cao hơn là 16,32 %RSA, cho thấy mẫu lTCL đế hoa 

có khả năng trung hòa gốc tự do mạnh mẽ hơn. Cuối cùng, hàm lượng phenolic trong 

mẫu đế hoa là 50,16 mg/100 g DW, thấp hơn so với mẫu lTCL đế hoa (71,87 mg/100 

g DW), cho thấy mẫu lTCL đế hoa có nhiều hợp chất phenolic hơn, góp phần vào khả 

năng chống oxy hóa của mẫu này. 

Tóm lại, các kết quả này cho thấy mẫu lTCL đế hoa có hoạt động chống oxy 

hóa mạnh mẽ hơn, với các chỉ tiêu SOD, CAT, APX, DPPH và hàm lượng phenolic 
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đều cao hơn so với mẫu đế hoa cho thấy mẫu này có khả năng bảo vệ tốt hơn trước 

các tác nhân gây stress oxy hóa. 

 

Hình 3.39. Hoạt độ của SOD, CAT và APX trong mẫu đế hoa và lTCL đế hoa cây 

hoa đồng tiền sau 120 ngày nuôi cấy. 

 

Hình 3.40. Hàm lượng DPPH và phenolic trong mẫu đế hoa và lTCL đế hoa cây hoa 

đồng tiền sau 120 ngày nuôi cấy.  

Đối với đối tượng cây diệp hạ châu, sau 60 ngày nuôi cấy, hoạt động của enzyme 

chống oxy hóa trong mẫu cấy lóng thân và lTCL lóng thân của cây diệp hạ châu đã 

được ghi nhận (Hình 3.41). Kết quả cho thấy hoạt động của các enzyme chống oxy 
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hóa, bao gồm SOD, CAT và APX, trong mẫu cấy lTCL lóng thân cao hơn đáng kể so 

với mẫu cấy lóng thân (Hình 3.41). Hơn nữa, DPPH chỉ được quan sát thấy ở rễ bất 

định có nguồn gốc từ mẫu cấy lTCL lóng thân (Hình 3.42). 

 

Hình 3.41. Hoạt độ của SOD, CAT và APX trong mẫu lóng thân và lTCL lóng thân 

cây diệp hạ châu sau 60 ngày nuôi cấy. 

Ngoài ra, mức độ hoạt động của các hợp chất chống oxy hóa (non-enzyme), như 

hợp chất phenolic, cũng được ghi nhận trong nghiên cứu này. Kết quả cho thấy các 

hoạt động chống oxy hóa của các non-enzyme này trong mẫu cấy lTCL lóng thân 

cũng cao hơn đáng kể so với các hoạt động trong mẫu cấy lóng thân (Hình 3.42). 

Điều này cho thấy cơ chế bảo vệ của các chất chống oxy hóa diễn ra mạnh mẽ hơn 

trong mẫu cấy lTCL lóng thân của cây diệp hạ châu. 
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Hình 3.42. Hàm lượng DPPH và phenolic trong mẫu lóng thân và lTCL lóng thân 

của cây diệp hạ châu sau 60 ngày nuôi cấy. 

Khi thực vật tiếp xúc với các điều kiện bất lợi, chúng tạo ra ROS [215]. Stress 

oxy hóa thường phát sinh khi sự cân bằng sản xuất ROS bị phá vỡ, dẫn đến sự hình 

thành oxy đơn, tạo ra siêu oxit và H2O2. Để giảm thiểu tác hại của ROS, thực vật đã 

phát triển các cơ chế phòng vệ để loại bỏ ROS dư thừa. Các hệ thống phòng vệ này 

bao gồm cả các con đường enzyme và non-enzyme, cho phép thực vật kiểm soát stress 

oxy hóa [216]. Đồng thời, hệ thống chống oxy hóa, bao gồm các chất như SOD, CAT, 

APX, phenolic và DPPH, được kích hoạt để giảm thiểu thiệt hại oxy hóa do ROS tạo 

ra trong quá trình thực vật bị thương. Phòng vệ chống oxy hóa rất quan trọng để duy 

trì cân bằng tế bào và thúc đẩy sự phát triển của rễ. Các mẫu cấy TCL, với bề mặt vết 

thương lớn, có thể gây ra phản ứng stress do vết thương lớn hơn so với các mẫu cấy 

bình thường, điều này có thể thúc đẩy đáng kể các hệ thống chống oxy hóa trong mẫu 

cấy. 

Thực vật thường gặp phải nhiều tác nhân gây stress sinh học và phi sinh học, 

kích hoạt các phản ứng phân tử và tế bào phức tạp. Các phản ứng stress này liên quan 

đến một mạng lưới các con đường truyền tín hiệu dẫn đến sản xuất các chất chuyển 

hóa thứ cấp đóng vai trò quan trọng trong quá trình phòng vệ và thích nghi của thực 

vật [217]. Thực vật đã phát triển các cơ chế để phát hiện stress, bao gồm các thụ thể 

xuyên màng nhận biết các phân tử liên quan đến mầm bệnh và các intracellular 

nucleotide-binding leucine-rich repeat proteins (protein có trong tế bào, đóng vai trò 
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quan trọng trong cơ chế nhận diện và phản ứng của tế bào với các tín hiệu từ môi 

trường bên ngoài), cả hai đều đóng vai trò quan trọng trong việc khởi tạo các phản 

ứng phòng vệ [218]. Các con đường truyền tín hiệu được kích hoạt khi thực vật phát 

hiện ra stress, dẫn đến những thay đổi về mặt sinh lý, chẳng hạn như điều hòa thẩm 

thấu, phòng vệ chống oxy hóa và ức chế sự phát triển của mầm bệnh. Các quá trình 

này thường liên quan đến việc điều hòa tăng các gene phản ứng với stress, dẫn đến 

sản xuất các phân tử, chẳng hạn như chất bảo vệ thẩm thấu, enzyme giải độc và 

chaperone, giúp bảo vệ tế bào khỏi bị tổn thương [219]. Các yếu tố chính của phản 

ứng stress bao gồm sản xuất ROS, hormone nội sinh, ET và kích hoạt các dòng ion 

và các yếu tố phiên mã điều chỉnh quá trình tổng hợp chất chuyển hóa thứ cấp [220]. 

3.3.3. Sự sinh tổng hợp các hợp chất thứ cấp của rễ bất định có nguồn gốc từ mẫu 

lóng thân và lTCL lóng thân cây diệp hạ châu 

Hàm lượng các hợp chất thứ cấp giữa hai loại mẫu cấy lóng thân và lTCL lóng 

thân của cây diệp hạ châu đã được ghi nhận (Hình 3.43 và 3.44). Mẫu cấy lTCL lóng 

thân cho thấy sự gia tăng đáng kể nồng độ các chất chuyển hóa thứ cấp so với mẫu 

cấy lóng thân. Cụ thể, hàm lượng của hai hợp chất chuyển hóa thứ cấp quan trọng, 

phyllanthin và hypophyllanthin, trong rễ bất định có nguồn gốc từ mẫu lTCL lóng 

thân (lần lượt là 9,03 và 16,01 µg/g FW) cao hơn đáng kể so với mẫu cấy lóng thân 

(lần lượt là 3,99 đến 11,54 µg/g FW) sau 60 ngày nuôi cấy (Hình 3.43). Hơn nữa, các 

hợp chất như gallic acid, catechin, chlorogenic acid, EGCG, rutin, ellagic acid (EA), 

quercetin, apigenin và quercitrin đều có nồng độ tăng lên trong mẫu lTCL lóng thân. 

Cụ thể, trong mẫu lTCL lóng thân, hàm lượng catechin đạt 35,2389 µg/g FW, 

chlorogenic acid đạt 21,6570 µg/g FW và EGCG đạt 37,9013 µg/g FW, cao hơn so 

với mẫu lóng thân tương ứng (31,8367; 12,8887 và 24,9792 µg/g FW) (Hình 3.44). 

Đồng thời, các hợp chất phenolic khác như quercetin và rutin cũng tăng đáng kể ở 

mẫu lTCL lóng thân (Hình 3.44). Sự gia tăng hàm lượng các hợp chất thứ cấp này 

cho thấy kỹ thuật TCL không chỉ thúc đẩy phát sinh hình thái mà còn kích hoạt quá 

trình tái lập trình chuyển hóa thứ cấp, góp phần nâng cao giá trị dược liệu của cây 

diệp hạ châu trong điều kiện nuôi cấy in vitro. 
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Hình 3.43. Sự sinh tổng hợp phyllanthin và hypophyllanthin trong rễ bất định có 

nguồn gốc từ mẫu lóng thân và lTCL lóng thân cây diệp hạ châu sau 60 nuôi cấy.  

Thực vật thường xuyên phải đối mặt với tổn thương cơ học nên sở hữu một hệ 

thống trao đổi chất phức tạp nhằm tổng hợp nhanh chóng các protein và chất chuyển 

hóa thứ cấp để ngăn chặn sự xâm nhập mầm bệnh vào vùng bị thương [221]. Một 

trong những phản ứng sớm nhất là tạo ra ROS, đóng vai trò quan trọng trong cơ chế 

phòng vệ của thực vật. Các con đường truyền tín hiệu ROS kích hoạt và ảnh hưởng 

đến quá trình tổng hợp các chất chuyển hóa thứ cấp, bao gồm phenolic, alkaloids và 

terpenoid. Việc sản xuất các chất chuyển hóa thứ cấp do vết thương gây ra có thể 

được khai thác như một chiến lược thiết thực và hiệu quả để tạo ra các hợp chất có 

hoạt tính sinh học ở mức cao [222, 223]. Ngoài ROS, các phân tử truyền tín hiệu 

khác, chẳng hạn như ET, đã được báo cáo là có tác dụng trung gian cho các phản ứng 

stress ở thực vật [223]. Tận dụng sản xuất chất chuyển hóa thứ cấp do stress vết 

thương tạo ra là một phương pháp thực tế và hiệu quả để tạo ra một số lượng lớn các 

hợp chất có hoạt tính sinh học [223]. Ví dụ, cây cà rốt phản ứng với stress do vết 

thương, sản xuất và tích tụ các hợp chất phenolic (caffeoylquinic acid) [223]. Trong 

nghiên cứu này, sự gia tăng các chất chuyển hóa thứ cấp, đặc biệt là phyllanthin và 

hypophyllanthin, trong mẫu có nguồn gốc từ lTCL lóng thân so với mẫu lóng thân. 

Điều này có thể là do các đặc điểm của mẫu lTCL (mẫu mỏng, bề mặt vết thương lớn, 

v.v.) ảnh hưởng đáng kể đến quá trình tổng hợp ET và hệ thống chống oxy hóa, do 

đó làm tăng quá trình tổng hợp các chất chuyển hóa thứ cấp này trong mẫu cấy. 
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Hình 3.44. Sự sinh tổng hợp của 9 hợp chất thứ cấp trong mẫu cấy lóng thân và lTCL lóng thân cây diệp hạ châu sau 60 ngày nuôi cấy.
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

Nội dung 1: Nghiên cứu chọn nguồn mẫu cấy tối ưu cho quá trình phát sinh hình thái 

in vitro ở cây chanh dây, đồng tiền và diệp hạ châu 

Kết quả nghiên cứu đã xác định được nguồn mẫu cấy tối ưu cho quá trình phát 

sinh hình thái in vitro ở ba đối tượng nghiên cứu. Ở cây chanh dây, lóng thân thứ 3 

cho khả năng tái sinh chồi bất định cao nhất. Ở cây hoa đồng tiền, giai đoạn nụ hoa 

là nguồn mẫu thích hợp nhất cho phát sinh phôi soma. Ở cây diệp hạ châu, lóng thân 

thứ 2 tối ưu cho hình thành mô sẹo, trong khi lóng thân thứ 3 thúc đẩy mạnh quá trình 

phát sinh rễ bất định. Kỹ thuật lTCL cho hiệu quả vượt trội so với phương pháp cấy 

truyền thống, thể hiện qua việc tăng tỷ lệ và chất lượng chồi, phôi soma, mô sẹo và 

rễ bất định ở cả ba loài TCL đã được chứng minh là hiệu quả vượt trội so với các kỹ 

thuật cấy truyền thống. Trong nghiên cứu này, các mẫu lTCL giúp tăng tỷ lệ và chất 

lượng chồi, phôi soma, mô sẹo và rễ bất định ở cả ba đối tượng được nghiên cứu. 

Nghiên cứu này đã chỉ ra rằng kỹ thuật TCL không chỉ là một phương pháp nuôi cấy 

mô hiệu quả mà còn là một mô hình sinh học thực nghiệm có giá trị cho các nghiên 

cứu về hormone nội sinh trong quá trình phát sinh hình thái in vitro. 

Nội dung 2: Nghiên cứu mối tương quan giữa hàm lượng hormone nội sinh trong 

quá trình phát sinh hình thái của cây chanh dây, cây hoa đồng tiền và cây diệp hạ 

châu 

Nghiên cứu về sự biến động của các hormone nội sinh trong quá trình phát sinh 

chồi bất định, mô sẹo và rễ bất định ở cây hoa đồng tiền và cây diệp hạ châu đã chỉ 

ra rằng các hormone thực vật như IAA, CKs, GA3, ABA, MEL và SA có vai trò quan 

trọng trong việc điều hòa các quá trình sinh lý và sinh hóa liên quan đến khả năng 

phát sinh hình thái của thực vật. Các kết quả cho thấy, sự thay đổi tỷ lệ giữa các 

hormone này trong suốt quá trình nuôi cấy ảnh hưởng trực tiếp đến phân chia tế bào, 

và sự hình thành các mô sẹo, phôi soma, chồi và rễ bất định. 

Ở cây chanh dây, sự phối hợp giữa IAA và CKs quyết định hiệu quả tái sinh 

chồi bất định. Ở cây hoa đồng tiền, CKs và GA3 là các hormone chủ đạo liên quan 

đến quá trình phát sinh phôi soma. Ở cây diệp hạ châu, IAA và ABA chi phối sự hình 
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thành mô sẹo và rễ bất định. Kỹ thuật lTCL góp phần tối ưu hóa cân bằng hormone 

nội sinh, qua đó nâng cao hiệu quả phát sinh hình thái so với mẫu cấy thông thường.  

Nội dung 3: Nghiên cứu ảnh hưởng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào lên hoạt 

động hệ thống chống oxy hóa trong quá trình phát sinh chồi cây chanh dây, phôi soma 

cây hoa đồng tiền và rễ bất định cây diệp hạ châu; sự tích lũy hợp chất thứ cấp ở rễ 

bất định cây diệp hạ châu 

Kết quả nghiên cứu cho thấy kỹ thuật nuôi cấy TCL có ảnh hưởng rõ rệt đến 

khả năng tích lũy ET trong quá trình phát sinh hình thái in vitro. So với mẫu cấy 

truyền thống, các mẫu TCL thể hiện sự tích lũy ET cao hơn và có mối tương quan 

chặt chẽ với hiệu quả phát sinh hình thái, bao gồm tái sinh chồi bất định ở cây chanh 

dây, hình thành phôi soma ở cây hoa đồng tiền và phát sinh rễ bất định ở cây diệp hạ 

châu.  

Bên cạnh đó, kỹ thuật TCL còn góp phần điều chỉnh hoạt độ của hệ thống chống 

oxy hóa, thể hiện qua sự gia tăng hoạt độ của các enzyme SOD, CAT và APX, cũng 

như sự thay đổi hàm lượng các hợp chất chống oxy hóa không enzyme. Đồng thời, 

sự tích lũy hợp chất thứ cấp ở diệp hạ châu góp phần làm rõ giá trị sinh học và tiềm 

năng ứng dụng của hệ thống nuôi cấy này. 

KIẾN NGHỊ  

Trong khuôn khổ về phạm vi và giới hạn nghiên cứu nhất định, nghiên cứu này 

chỉ dừng lại việc ghi nhận bước đầu đánh giá mối tương quan giữa hormone nội sinh 

và quá trình phát sinh hình thái. Do đó, để có thể nghiên cứu sâu, hoàn chỉnh và có 

khả năng ứng dụng cao hơn, một số kiến nghị được đề xuất như sau: 

Tiếp tục nghiên cứu mối tương quan của hormone nội sinh trong quá trình phát 

sinh hình thái ở các đối tượng thực vật khác nhau. 

Nghiên cứu mối tương quan giữa hàm lượng hormone nội sinh và các gene có 

liên quan đến sinh tổng hợp các hormone này và các gene liên quan đến phát sinh 

hình thái.  
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PHỤ LỤC 

S.1. Mối tương quan của các hormone nội sinh và quá trình phát sinh chồi bất định có nguồn gốc từ mẫu lóng thân (A) và lTCL lóng thân 

của cây chanh dây (B). Hệ số tương quan được tính toán dựa trên tương quan Pearson. Màu đỏ biểu thị mối tương quan thuận, trong khi 

màu xanh biểu thị mối tương quan nghịch. 

 



 

 

 

S.2. Mối tương quan của các hormone nội sinh và quá trình phát sinh phôi soma có nguồn gốc từ mẫu đế hoa (A) và lTCL đế hoa của cây 

hoa đồng tiền (B). Hệ số tương quan được tính toán dựa trên tương quan Pearson. Màu đỏ biểu thị mối tương quan thuận, trong khi màu 

xanh biểu thị mối tương quan nghịch. 

 



 

 

 

S.3. Mối tương quan của các hormone nội sinh và quá trình phát sinh mô sẹo có nguồn gốc từ mẫu lóng thân (A) và lTCL lóng thân của 

cây diệp hạ châu (B). Hệ số tương quan được tính toán dựa trên tương quan Pearson. Màu đỏ biểu thị mối tương quan thuận, trong khi 

màu xanh biểu thị mối tương quan nghịch. 

 



 

 

 

S.4. Mối tương quan của các hormone nội sinh và quá trình phát sinh rễ bất định có nguồn gốc từ mẫu lóng thân (A) và lTCL lóng thân 

của cây diệp hạ châu (B). Hệ số tương quan được tính toán dựa trên tương quan Pearson. Màu đỏ biểu thị mối tương quan thuận, trong khi 

màu xanh biểu thị mối tương quan nghịch. 

 


























































































