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TOM TAT

Phat sinh phdi vo tinh 1a tién trinh tir mét té bao hay mot nhém té bao sinh dwéng cé thé phat trién thanh phéi hodc
cay con hoan chinh. So v&i cac phwong phap nhan giéng vo tinh khac, con dwéng nhan gidng théng qua qua trinh phat
sinh phdi vo tinh ¢ th& mang lai nhidu &ng dung cu thé&, nhw kha nang loai trir virus, cung c&p ngudn vat liéu cho cac
nghién ctru chuyén gene, tai sinh cay con hoan chinh tir mét t& bao hay phat trién cong nghé hat nhan tao. Muc dich
clia nghién ctru nay 1a thiét 1ap mot hé thdng nudi cay in vitro d& cdm (ng qua trinh phat sinh phéi vo tinh & sam Ngoc
Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.), mét loai dwoc liéu quy ctia Viét Nam. Nhitng mau cdy la cé kich thudc 0,5 x
0,5cm dwoe nudi cay trén mai trudng MS bd sung 1,0 mg/l 2,4-D va 1,0 mg/l NAA dé cdm (rng tao thanh md seo. Cac
mau mo seo nay dugc cét thanh manh nhd cé dwdng kinh 0,5 cm va nudi cdy trén méi trudng MS bd sung 1,0 mg/l
2,4-D két hop v&i NAA va/hoac kinetin & cac n6ng d6 khac nhau (0,1; 0,2; 0,5 va 1,0 mg/l) dé cam trng qua trinh phat
sinh phdi v& tinh. Sau 8 tuan nudi cdy, cac cau tric hinh cdu bat dau dwoc ghi nhan. Tan suét phat sinh phoi dat dwoc
cao nhét trén moi trwdng MS ¢b bd sung 1,0 mg/l 2,4-D, 0,2 mg/l kinetin va 0,5 mg/l NAA. Sau 12 tuan nudi cay, tat ca
céc giai doan phat trién clia phoi vé tinh, bao gdm phai hinh cau, hinh tim, hinh thay 16i va phéi giai doan 1a mam déu
dwoc phat hién trong cac cum phdi. Cac quan sat hinh thai gidi phau va phan tich dwéi kinh hién vi dién t& quét cho
thay ring phoi cé cu tric ludng cwe véi cue chdi va cwe ré phat trién ré rang.

Tt khéa: Hinh thai giai phau, kinh hién vi dién t& quét, phdi vé tinh, Panax vietnamensis

Morpho-histological Study of Somatic Embryogenesis in Ngoc Linh Ginseng
(Panax vietnamensis Ha et Grushv.)

ABSTRACT

Somatic embryogenesis is a process where a plant or embryo is derived from a single somatic cell or group of
somatic cells. When compared to other methods of vegetative propagation, somatic embryogenesis has more
applications, such as clonal propagation of genetically uniform plant material, elimination of viruses, provision of
source tissue for genetic transformation, generation of whole plants from single cells and development of synthetic
seed technology. The aim of this study was to establish an in vitro system for the induction of somatic embryo in
Ngoc Linh ginseng (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) — a precious and economic medical herb of Vietham. Leaf
explants of 0.5 x 0.5 cm in size were cultured on Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 1.0 mg.I"
'2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and 1.0 mg.I" naphthaleneacetic acid (NAA) for callus induction. Callus
explants were cultured on MS medium supplemented with various concentrations of 2,4-D, kinetin and NAA to
establish embryogenic culture. After 8 weeks of culture, globular structures were obtained. The highest efficiency of
somatic embryo production was achieved on MS medium supplemented with 1.0 mg.I" 2,4-D, 0.2 mg.I"" kinetin and
0.5 mg.l'1 NAA. After 12 weeks of culture, all stages of somatic embryogenesis, including globular, heart-, torpedo-
and cotyledonary-shaped embryos were observed in embryogenic clusters. Histological observation and scanning
electron microscopy (SEM) analysis revealed that the embryos had bipolar structure.

Keywords: Panax vietnamensis, histology, scanning electron microscopy, somatic embryos.
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1. DAT VAN DE

Sam Ngoc Linh 12 mot loai sim déc hitu caa
Viéet Nam vé61 tén khoa hoc la
vietnamensis Ha et Grushv., thugc ho Nhéan

Panax

sam (Aralilaceae). Pay la cay dudc lidu c6 thanh
phéan ginsenoside dugc danh gia vao loai nhiéu
nhat so véi cac loai khéac cua chi Panax trén thé
gi6l. Qua nghién ctu, cac nha khoa hoc da nhan
thay sim Ngoc Linh khong chi c¢6 cac tac dung
dugc ly dic trung cta chi Nhan sdm ma con c¢6
nhiing tac dung dién hinh nhu chéng stress,
chong tram cam, tac dung lén su chéng oxy héa
in vitro va in vivo,.. Nhém chat cé vai tro quyét
dinh nhat dén tac dung dugc 1y cta loai sim nay
la cac saponin triterpenoic ma dai dién chinh la
MR,, G-Rb, va G-Rg, (Tran Céng Luan, 2003).
Sam Ngoc Linh 1a mot trong nhiing loai sdm c¢6
ham lugng saponin khung dammaran cao nhat
(khoang 12 - 15%) va lugng saponin nhiéu nhat
so v6i cac loai khac ciia chi Panax trén thé gi6i
(Nguyén Thuong Dong va cs., 2007).

Chinh nho nhiing gia tri duge 1y to 16n nhu
vay ma nhu ciu d6i véi saim Ngoc Linh ngay
cang gia tang. Tuy nhién, viéc trong dai tra loai
cy trong cé gia tri nay dang gip phai rat nhiéu
khé khan nhu giéi han vé pham vi phan bé, thoi
gian tréng kéo dai, nhiéu sau bénh,.. Vi vay,
thoi gian gan day, nhiéu nghién ctu da dugc
tién hanh nhim nhan giéng v6 tinh sdm Ngoc
Linh (Nguyén Ngoc Dung, 1995; Duong Tén
Nhut va cs., 2010). Tuy nhién, phucng phap
nhan gidng truyén théng khéng dap tng dudc
nhu ciu vé cay giong do ti 1& sdéng sét ciia cay
con in vitro khi chuyén ra vuon uom thép.

Nhan giéng vé tinh théng qua con dudng
phat sinh phéi v6 tinh 1a huéng nghién ctu co
thé mang lai nhiéu tng dung thuc tién va cé
tinh thuong mai cao. Qué trinh phat sinh phoi
v6 tinh c6 thé dugc cam tng in vitro & nhiéu loai
thuc vat va dang tré thanh méi quan tAm cta
nhiéu nha khoa hoc nhd nhiing ting dung tiém
ning trong cac nghién céu phat trién phoi, nhan
giéng vo tinh va chuyén gene. Thong thuong,
qua trinh nudi cdy tao phoi duge khéi phat bang
cach dua mau cay vao mdi truong cé chiia auxin
sau d6 chuyén miu cdy sang moéi trudng mdi

khong chtta auxin hodc chtita auxin 6 néng do
th&p dé thic ddy qué trinh phat trién phoi. Phoi
vO tinh ¢6 nhiing dic tinh hinh thai tuong tu
nhu phéi hop ti. Tuy nhién, nhiing bat thuong
vé hinh thai ctia phoi vé tinh ciing thuong dudc
ghi nhan. Chat lugng hinh thai phoéi vo tinh c6
anh hudng dén kha niéng phat trién thanh cay
con hoan chinh. Nhiing phéi c6 dinh huédng
ludng cuc rd rang, c6 14 mam day du va cé truc
phéi phat trién hoan chinh dé dang phat trién
thanh cay con hon so v6i nhiing phoi bat thusng
(Lazzer1 et al., 1987; Hartweck et al., 1988;
Cruz et al.,, 1990; Wetzstein and Baker, 1993;
Rodriguez and Wetzstein, 1994).

Viéc ting dung phuong phap phat sinh phoi vo
tinh & cdy sim Ngoc Linh htia hen sé mang lai
nhiéu uu diém vi c6 thé tao ra mot s6 luong 16n
cay con c6 chat lugng tot trong mot thdi gian ngén,
ti 18 séng s6t clia cAy con ngoai vudn uom cao do
cay con phat trién tit phéi vo tinh theo con dudng
tuong tu nhu phdi hitu tinh. Tuy nhién, van dé
dang lo ngai nhat déi véi bat ky mot nghién ciiu
phat sinh phéi vo tinh nao 14 phai han ché dugc
nhiing dang phéi bat thuong gy anh hudng dén
su ndy mAm va phat trién thanh cay con. Trong
nghién ctiu nay, ching téi tap trung phan tich vé
nhiing thay d6i hinh thai gidi phdu va ciu tric
phéi trong giai doan dau cta qua trinh phat sinh
phoi vo tinh & sam Ngoc Linh dé danh gia anh
hudng ctia ching dén kha ning ndy mam phat
trién thanh cay con hoan chinh.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Ngudén mau in vitro

Cac mau mo seo dudng kinh 0,5cm c6 ngudn
gdc ti nudi cAy manh 14 ctia cdy sim Ngoc Linh
in vitro trén méi trusng MS bd sung 1,0 mg/l
2,4-D va 1,0 mg/l NAA, hién c6 tai Phong sinh
hoc phan ti va Chon tao giéng cay tréng (Vién
nghién cttu Khoa hoc T4y Nguyén) dudc st dung
lam ngudn mau c4y cho cac thi nghiém.

2.2. Mb6i truong nudi cay
Moi truéng MS (Murashige and Skoog,
1962) c6 bd sung thém 30 g/l dudng sucrose, 8
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g/l agar, cac chat diéu hoa sinh trudéng thudc
nhém auxin (NAA, 2,4-D), cytokinin (kinetin)
tiy thudc vao tiing thi nghiém sé bd sung & cac
nong d6 khac nhau. Sau d6 diéu chinh d¢ pH
cua moi truong tu 5,7 - 5,8.

2.3. Piéu kién nuoi cay

MAau dugc nudi cay trong phong thi nghiém
v6il nhiét d6 25 + 2°C, cudng do chiéu sang
khoang 2.500 — 3.000lux, thoi gian chiéu sang
16 h/ngay.

2.4. Phuong phap nghién ciu

2.4.1. Quan sat hinh thai giai phiu bang
kinh hién vi huynh quang

Vao ngay tht 7 cia qua trinh nuéi cay (khi
bit dau c6 su thay d6i vé hinh thai cia mau
cdy) va ngay thi 21 (khi bat ddu c6 su hinh
thanh cac c4u tric phoi), mé cdy dude cit thanh
cac lat thiét vat mong. Thiét vat dude xu ly véi
Javel 5% trong 15 phut dé loai bé noi dung t&
bao sau d6 xu 1y tiép tuc véi acid acetic 3% trong
5 phut dé loai bd Javel truéc khi tién hanh
nhudém kép v6i phdm nhudm acetocarmine va
iodine dé quan sat hinh thai giai phiu cia mau
cdy ho#c nhuém v6i phdm nhudm acetocarmine
va Evan’s blue dé phan biét cac t& bao c6 kha
ning phét sinh phéi trong khéi md seo hodc
nhuom bing Lugol (IKI) dé quan sét su tich lay
hat tinh bot trong té& bao trude khi quan sat duéi
kinh hién vi quang hoc.

2.4.2. Quan sat cdu tric phéi bing kinh
hién vi dién ti quét

Cac khoi phoi dude tach ra khéi miu cay
ban dau va ngam trong dung dich
paraformaldehyde 4% & nhiét do 4°C dé qua
dém. MAau dugc rta lai 3 1an trong dém sodium
phosphate 25mM (pH = 7) trudc khi tién hanh
kht nuée bing cach ngam trong ethanol 14n lugt
qua cac nong do: 10% (30 phit), 30% (30 phit),
50% (30 phit), 65% (30 phut), 75% (30 phit),
90% (30 phut), 95% (30 phtt), ethanol tuyét doi
(30 phut, 3 1an), ethanol tuyét déi dé qua dém &
4°C (18 - 24h). Mau dudgc xu ly kho t6i han qua
carbon dioxide trudc khi gin lén d&€ aluminum
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va pht 1én mot 16p palladium 60nm. Anh hién
vi duge ghi nhan bing kinh hién vi dién ti quét
tai Phong hién vi dién td, Vién vé sinh dich té
Trung uong.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Anh huéng cta 2,4-D két hop véi NAA
va kinetin 1én kha ning phat sinh phoéi vo
tinh sim Ngoc Linh

Cac miu mé seo c6 nguodn goc tir 14 sdm
Ngoc Linh in vitro duge cit thanh titng manh cé
dudng kinh 0,5cm va c4y vao moi truong MS co
b6 sung 1,0 mg/l 2,4-D két hop véi NAA hoic
kinetin ¢ cac néng d6 0,1; 0,2; 0,5 va 1,0 mg/l.
Sau 12 tuan nudi cdy, két qua cho thay ti 1&
mau tao phéi va s6 lugng phoi hinh thanh trén
mau khac nhau ¢ cac nghiém thtic thi nghiém.
Dé6i v6i nghiém thiic d6i chiing (khong b6 sung
chat diéu hoa sinh trudng), khéng xuat hién
phoéi trén cdc mau mo seo, cac mAu md seo dan
héa nau va chét. Cac nghiém thiic con lai bo
sung 2,4-D két hop v6i NAA hodc kinetin & cac
noéng dd khac nhau cho thay c6 su xuat hién cac
cau tric phoi hinh cau. Su két hop gitia NAA va
2,4-D cho thay kha n#ng cadm {ng tao phdi tot
hon théng qua cac chi tiéu ti 1&é phat sinh phoi
va sb lugng phoi/mau (Bang 1).

Trong cac nghién ctiu vé cdm tng phat sinh
phoi vo tinh & nhiéu loai thuc vat thi auxin, déic
biét 14 2,4-D thuong dudc st dung nhiéu nhat
(Umehara and Kamada, 2005). Diéu nay dugc
chiing minh béi nhiing thi nghiém 6 ca rot
(Borkird et al., 1986), F. sellowiana (Cruz et al.,
1990), Populus spp. (Michler, 1995), ca cao
(Canhoto et al., 1999), Paspalum scrobilatum
(Avci and Can, 2006). Nong dé auxin trong moi
truong tao phoi dude st dung khic nhau va thay
ddi tuy theo ting loai ciing nhu ting loai kiéu
gen cua thuc vat. Do d6, ching tdi da st dung
1,0 mg/l 2,4-D cho tat ca cac thi nghiém (day la
néng do thich hop trén d6i tugng sam Ngoc Linh
da dugc nghién ctu trude day). Tuy nhién, néu
chi b6 sung 2,4-D riéng ré ma khong c6 su hd
trg cha cac chit diéu hoa sinh trudng khac
thudc nhém auxin hay cytokinin thi khéng thu
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Bang 1. Anh huéng cta 2,4-D két hop v6i NAA hoic kinetin
1én kha nang phat sinh phéi v6 tinh sim Ngoc Linh

Nbng dé (mg/l)

Ti 1é phat sinh phoi

(%) SO lwgng phoi

2,4-D NAA Kinetin
1,0 0,1 - 26,7° 22
1,0 0,2 - 40,0° 3g°
1,0 0,5 - 60,0° 52°
1,0 1,0 - 40,0° 13¢
1,0 - 0,1 - -
1,0 - 0,2 30,3 28°
1,0 - 0,5 13,3° 15¢
1,0 - 1,0 6,7° 11¢

Chii thich: Trong cung 1 c6t nhiing chi cai khéc nhau (a, b, c,..) thé hién su khéac biét c6 y nghia & miic a = 0,05

trong phép thit DMRT

nhan dudec md seo c6 kha niang phat sinh phdi.
Trong thi nghiém nay, ching t6i két hop 2,4-D
v6l mot auxin khac 1a NAA, day 1a chat c6 kha
ning cam tUng phat sinh phéi vo tinh 6 mot s6
loai. NAA da dudc chiing minh 1a rat hiéu qua
trong viéc tao phoi vo tinh ¢ cdy dau tuong va
ciy ca rot khi st dung véi nong do 1,0 mg/l
(Borkird va cong su, 1986). Trong khi d6 & thi
nghiém cua chung toi, ti 1& phat sinh phdi cao
nhat (dat 60%) khi st dung 0,5 mg/l NAA két
hop véi 1,0 mg/l 2,4-D véi s6 phoi trung binh
khoang 52 phoi/mau cay (Bang 1). K&t qua nay
phu hgp v6i nghién ctiu phat sinh phéi 6
Momordica charantia L. (Ananya va cong su,
2009), Panax ginseng (Shohana et al., 2009).

Cytokinin c6 tac dung kich thich su hinh
thanh phoi v6 tinh ti nudi cdy mo seo khong c6

kh& ning phat sinh phdi dude bao céo trén cac
loai cdy dau nhu Phaseolus (Malik va Saxena,
1992), Trifolium (Maheshwaran and Williams,
1986), cdy dau phéng (Gill and Saxena 1992).
Céc loai cytokinin nhu kinetin dugc chiing minh
1a c6 tac dung t6t trong nudi cdy ban dau dé
hinh thanh phoi vo tinh 6 mot s& loai than gb
(Dunstan et al., 1995). Tuy nhién, néng do cua
kinetin dugc st dung ciing khac nhau tuy theo
loai thuc vat. Két qua dugc chi ra trong thi
nghiém nay cho thay su két hop gitia 2,4-D va
kinetin khong dat hiéu qua cam ting phat sinh
phoi t6t nhu su két hop gifia 2,4-D va NAA. O
nghiém thtc moi trudng bé sung kinetin & néng
do thap (0,1 mg/l) két hgp véi 1,0 mg/l 2,4-D
khong thdy c6 d4u hiéu phat sinh phoi, chi la
khoi mé seo rén chic, mau vang kem, mot s6 vi

Bang 2. Anh hudng ctia 2,4-D k&t hgp voi NAA va kinetin
1én kha nang phat sinh phéi v6 tinh sim Ngoc Linh

Nbng dé (mg/l)

Ti1é phat sinh phoi (%) Sé lweng phoi

2,4-D NAA kinetin
1,0 0,1 0,2 33,3° 35°
1,0 0,2 0,2 53,3% 68°
1,0 0,5 0,2 80,0° 1178
1,0 1,0 0,2 60,0° 96°

Chii thich: Trong cung 1 c¢6t nhiing chi cai khéc nhau (a, b, c,..) thé hién su khéc biét c6 y nghia & miic a = 0,05

trong phép thit DMRT
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tri ¢6 mau tim. O méi trudng cé su két hop 1,0
mg/l 2,4-D véi kinetin & nong dd cao hon (ti 0,2
mg/l) bat dau c6 su xuédt hién phdi, tuy khong
nhiéu nhung phéi hinh thanh c¢6 mau tréng
sang, tuong doi dong nhat va phdi 16n hon so véi
d cac nghiém thiic két hop giia 2,4-D va NAA.
Chinh vi vay, chiing t6i tién hanh két hgp hai
ch&t diéu hoa nay vao thi nghiém tiép theo dé
danh gia kha niang cam ting phat sinh phéi trén
d61 tugng sam Ngoc Linh.

Khi két hop 1,0 mg/l 2,4-D véi 0,2 mg/l
kinetin vd NAA & cac néng do khac nhau cho
thay két qua thu duge tucng déi tot va dong déu
§ tat ca cac nghiém thic. Cu thé khi két hop véi
NAA & nong d6 0,5 mg/l dat ti 1& phat sinh phéi
va s6 phoi tao thanh cao nhat (tuong ting 80%
va 117 phoi/mau). Phéi c6 cac dang hinh cau,
hinh tim, hinh thuy 161, hinh hai 14 mam (Hinh
1i,,). Phéi mau vang sang, to va tuong déi dong
déu, mot s6 phoi c6 cAu tric bat thuong (Hinh
1j,), mot s6 mau cé su hinh thanh choi.

Trong nudi cdy md té& bao thuc vat, su phat
sinh hinh thai bi anh hudng bdi cac thanh phan
khic nhau trong moéi trudng nudi cay, dic biét
la néng d6 cac chat diéu hoa sinh trudng thuc
vat nén viéc danh gia 4nh hudng cua ching lén
su tai sinh cAy 1a rdt quan trong. Su phat sinh
phoi vo6 tinh tit nudi cdy md seo trong moi
truong c6 chiia cytokinin két hop véi auxin dugc
bao cédo & cac loai ngli coc (Bhaskaran and
Smith, 1990), cac loai thuéc chi Trifolium bao
gom co ba 1a @8, T. pratense L., va gin day bao
céo cua Haliloglu (2006) da cho th4y, kha ning
phat sinh phoi v6 tinh ti nuéi cdy mau la khoai
mi trong méi trudng cé su két hop cia auxin va
cytokinin. Nhu vay, su két hop 2,4-D hay NAA
v6i mot loai cytokinin dudc cho 1a rat can thiét
dé kich thich phat sinh phoi vo tinh & mot s6
thuc vat. Mac du phan 1én su phat sinh phoi vo
tinh dugc kich thich bdi viéc st dung auxin va
cytokinin riéng 18 hoac két hgp trong moéi truong
nhung khéng phai su ké&t hop nao ctia cytokinin
va auxin déu din dén su hinh thanh phéi vo
tinh. Trong thi nghiém nay, ching t6i st dung
2,4-D va NAA két hop véi kinetin cho hiéu qua
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ti1é phat sinh phdi rat cao va cao nhat ¢ nghiém
thiic mdi trudng bé sung 1,0 mg/l 2,4-D két hop
v6i 0,5 mg/l NAA va 0,2 mg/l kinetin. Két qua
nay phu hgp v6i bao cao trén loai Pinus taeda
(Vanildo et al., 2004) va trén cdy bodng vai
(Hamidou et al., 2005).

3.2. Su thay d6i hinh thai va ciu trac trong
qua trinh phat sinh phoéi v6 tinh sAm Ngoc
Linh

Phat sinh phoi v6 tinh 1a qua trinh tai sinh
in vitro trong d6 nhiing ciu truc ludng cuc dudge
hinh thanh tit nhiing t& bao sinh dudng ma
khong c6 su két ndi hé théng mach dan véi mo
me ban diu. Vi vay, diéu quan trong la phai xac
dinh nhiing giai doan trong tién trinh nay thong
qua cac déc tinh vé hinh thai va cau tric mo
hoc. Trong nghién ctu nay, nhiing thay déi hinh
thai dudc ghi nhan bing cach quan sat nhiing
lat cAt mo6 hoc ctia phoi vo tinh & tat ca cac giai
doan chuyén biét duéi kinh hién vi huynh
quang va kinh hién vi dién tt quét.

Nhiing thay d6i hinh thai dau tién cia mau
cay dude ghi nhan sau 7 ngay nudi cdy trén tat
ca cac moi trudng thi nghiém véi su thay déi vé
hinh dang va kich thuéc ciia mot s6 t&€ bao mo
seo trong mau cay (Hinh 1a,). Cac t& bao mo seo
c6 kich thudc 16n, c6 nhiéu hinh dang khac nhau
duge sdp xép 16ng 180 va phan chia theo nhiéu
huéng khac nhau (Hinh 1a,). M6 seo dugc nudi
cdy trong moi trudng bé sung 2,4-D két hop véi
NAA c6 hoat dong phan chia t& bao manh hon
so v6i md cdy dugc cam ting bdi 2,4-D két hop
v6i kinetin thé hién qua kich thudc khéi mé seo
(dit litu khong duge trinh bay). Trén bé mit
khéi moé seo c6 su xuat hién ctia cic ciu tric
hinh cdu (Hinh 1b,). Cac cdu tric nay c6 mau
vang dam hon so véi khéi t& bao mo seo xung
quanh. Mot cum mé seo ¢6 mang cac ciu tric
hinh ciu giéng phoéi nay dugc goi 1a khéi tién
phoéi - proembryogenic mass (PEM) theo cach
goi ctia Halperin (1970). Nhiing khoi tién phoi
nay thuong dinh vi é viing ngoai vi ctia khéi md
seo va thudng nim rai rac cing véi cac t&€ bao
md seo ¢6 khong bao 16n (Hinh 1b,, 1f).
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Hinh 1. Sy thay ddi hinh thai va ciu trac
trong qua trinh phat sinh phéi v6 tinh saim Ngoc Linh

Ghi chi: a;. MAu cdy mé seo sau 7 ngdy nuéi cdy quan sat dudi kinh hién vi soi néi; as. Anh hién vi cac t& bao mé seo sau 7
ngay nuéi cdy quan sat dudi kinh hién vi huynh quang; b,. Céc khéi tién phéi xuat hién trén bé mét mé seo sau 21 ngdy nudi cay
quan sat dudi kinh hién vi soi néi; by Anh hién vi cac t& bao trong khéi tién phéi sau 21 ngay nuéi cay quan sat duéi kinh hién vi
huynh quang; c. Anh hién vi cac té bao dugc nhuém béng acetocarmine (bt mau dé) va Evan’s blue (bdt mau xanh) quan sat
duéi kinh hién vi huynh quang; d. Anh hién vi cac té bao chita hat tinh bot bt mau xanh tim khi nhuém véi thuéc nhuém IKI
quan sét dudi kinh hién vi huynh quang; e. Anh hién vi mdu cdy mo seo sau 7 ngay nudi cdy quan sat dudi kinh hién vi dién
t& quét; £ Anh hién vi mau cdy mo seo sau 21 ngay nuéi cdy xuat hién cic khoi tién phoi xen ké giita cac t& bao mé seo quan
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séat dudi kinh hién vi dién ti quét; g;. Anh hién vi cau tric phéi hinh cdu vdi ting nguyén bi bao boc bén ngoai quan sat dudi

kinh hién vi huynh quang; g,. Anh hién vi phéi hinh cdu quan sat dudi kinh hién vi dién ti quét; h;. Anh hién vi phéi hinh tim

sém véi su xuat hién ciia hé théng mach din quan sat dudi kinh hién vi huynh quang; h,. Anh hién vi phéi hinh tim sém quan
sat dudi kinh hién vi dién ti quét; 1y, iy, i, 1,,. Phoi & cdc giai doan hinh c4u, hinh tim, hinh thiy 161 va 14 mAm quan sét dudi kinh hién
vi soi ndi; j;. Mot s6'phéi cé hinh thai bat thuong (khong cé 14 mam, 14 mam hinh loa kén, 14 mam hinh c6 40); j,. Phéi vo tinh c6 cdu

tric binh thudng tuong tu nhu phoi hitu tinh; k. Cy con cé ngudn géc tir phoi vo tinh.

R4t kho dé phén biét cac t& bao c6 kha ning
phat sinh phoi va cac t& bao khéng phat sinh
phoi trong khoi tién phéi. Mot phuong phap
nhuém kép da duge phat trién dé phéan biét hai
loai t& bao nay (Gupta and Holmstrom, 2005).
Phuong phap nay dugc goi la phucng phap
nhudém kép vi c6 2 phdm nhudém acetocarmine
va Evan’s blue duge st dung dé nhudm té& bao.
Cac t& bao c6 kha nang phat sinh phdi c¢6 nhan
16n va t& bao chat dam dic nhudém mau ddé sang
manh véi acetocarmine. Cac thanh phan trong
t& bao chat ciing c6 ai luc véi acetocarmine va
bit mau do sang. Acetocarmine thuong dudc st
dung dé phat hién glycoprotein, chromatin va
DNA trong nghién cttu héa hoc t& bao (Sharma
and Sharma, 1980). Cac t& bao day treo cb
ngudn goc ti t& bao phoi c6 nhan nhd hon, phan
tng v6i thude nhuém Evan’s blue dé phéan biét
khoi t&€ bao sinh phéi. Su ngin chin phiam
nhuém Evan’s blue xac dinh nhiing t& bao c6
kha nang phat sinh phéi. Nguge lai, nhiing t&
bao khong c6 kha nang phat sinh phéi c¢6 khong
bao l6n véi hach nhan nhdé cho phép phidm
nhuém Evan’s blue xdm nhip vao bén trong
(Gahan, 1984). Cac t&€ bao nim trong khéi mo
seo khong sinh phoi ¢6 hach nhan rat nhd nén
nhiing vat liéu bén trong t& bao dugec nhuém do
béi acetocarmine rat khé duge phat hién trong
khi toan b t& bao bat mau xanh cta phidm
nhuém Evan’s blue (Hinh 1c).

Cac t& bao trong cac cum tién phéi cé kich
thuéc nhoé véi hach nhan 16n va té& bao chat dam
dic. Trong 7 - 14 ngay tiép theo, nhiing t& bao
nay trai qua qua trinh phan chia tao thanh phéi
v0 tinh 6 giai doan s6m. Phéi hinh cau gém cac
t& bao nhé giau t& bao chit dugc bao quanh bdi
mot 16p t&€ bao nguyén bi (Hinh 1g,, 1g,). Cac té&
bao géin két chat véi rat it khoang trong gitia cac
t& bao. Quiroz-Figueroa et al., (2006) da cho
ring su phat trién cta tdng nguyén bi 1la mot
trong nhiing dic tinh dang chd y cta qua trinh
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phat trién phoi vo tinh. Phdi v6 tinh phat trién
16n dan nho hoat déng phan chia t& bao dién ra
lién tuc din dén sy hinh thanh phéi hinh tim
sém (Hinh 1h,, 1h,). Sy kéo dai truc phoi trong
giai doan hinh tim mudn cho thay phoi c6 cdu
tric ludng cuc. Su ting trudng vé chiéu cao cua
cac mam 14 mam bao xung quanh truc phoi tao
ra phoi hinh thuy 16i.

Cac hat tinh bot xuédt hién trong sudt qua
trinh hinh thanh vung sinh ph6i va qua trinh
phat trién sau d6 cta phoi vo tinh duge xac dinh
bing cach nhuém véi IKI (Hinh 1d). Tinh bot
duge xem 1 nguén niang luong chinh cho qua
trinh ting sinh va ting trudng t& bao. Tinh bot
nhanh chéng duge st dung trong suét giai doan
hinh thanh cic ving sinh phdi va sau d6 mat
dan 6 giai doan phdi hinh ciu va phoi hinh tim.
Tuy nhién, c6 sy tich liy tinh b6t duge ghi nhan
tré lai 6 phoi vao cac giai doan sau, dic biét 14 6
viing 14 mam. M hinh tich lily va st dung tinh
bot nay da dugc bao cao truée day trong nhing
hé théng phat sinh co quan va sinh phéi (Von
Arnold, 1987; Hartweck et al., 1988; Barciela
and Vieitez, 1993).

Su da dang cua céac ciu tric phdi khac nhau
cling dugc ghi nhan trong quéa trinh phat sinh
phoéi v6 tinh sdm Ngoc Linh trong cac moi
truong thi nghiém. Mot s6 phoi c6 chéi va mam
14 tuong tu nhu phéi hgp ti (Hinh 1j,). Trong
khi d6 cac thé phdi bat thudng khac xuét hién
trong su6t giai doan sém ctia qua trinh hinh
thanh cac mam 14 ciing nhu qua trinh phat
trién cta 14 mAm nhu cac dang phdi khéng c6 1a
mam, 14 mam hinh quat (Hinh 1j;). Canhoto
and Cruz (1996) da ghi nhan moét lugng 16n phoi
bat thudng 6 ciy Feijoa sellowiana lién quan
dén ngudn goc da t& bao ciia phdi. Halperin and
Wetherell (1964) da ghi nhan rang ham lugng
2,4-D cao c6 thé gay ra nhiing b4t thudng hay
tic ché& su phat trién ctia mo phéan sinh ngon.
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Su van chuyén hitu cuc cia auxin 1a yéu t&
quyét dinh diéu khién su khdi phat hinh thanh
truc phoi va dé thiét 1ap tinh d6i xténg hai bén
trong giai doan phéat sinh phéi sém (Fry and
Wangermann, 1976; Schiavone and Cooke,
1987; Liu et al., 1993). Ham lugng auxin ngoai
sinh cao trong modi trudng nudi cdy hay hién
dién trong mé cdy qua qua trinh hap thu c6 thé
lam anh hudng dén su sinh téng hgp va muc do
phan b6 ctia auxin trong phéi. Liu et al., (1993)
dé nghi rang vi tri sinh téng hop auxin la mam
chdi hay nhiing ving xung quanh va su van
chuyén hiiu cuc cia auxin din dén su hinh
thanh 14 mam binh thuong. Ngudc lai, su tc ché
qué trinh van chuyén htiu cuc sé giy ra su
khuéch tan ngau nhién ctia auxin ra cac t& bao
xung quanh va hinh thanh nén cac 14 mam
giéng dang c6 4o (Hinh 1j,).

4. KET LUAN

Phoi vo tinh c6 nhiéu dac tinh tot trong
cong tac nhan giéng cac cdy tréng quan trong.
Nhan giéng bing con dudng phat sinh phéi cho
thay c6 nhiéu thuan lgi hon so véi con duong
phat sinh co quan. Bén canh d6, nghién ctiu vé
qué trinh phat sinh phoi vd tinh con cung cap
nhiing khia canh quan trong vé mat sinh 1y hoc,
phoi hoc thuc vat. Phoi v6 tinh hinh thanh va
phat trién 16n dan nho hoat déng phén chia dién
ra lién tuc ctia cac t&€ bao sinh phoi nidm trong
cic khoi tién phoi. K&t qua nghién ciiu cho thay
mbi trudng c6 bé sung 1,0 mg/l 2,4-D, 0,2 mg/l
kinetin va 0,5 mg/l NAA thich hop dé cam tng
sy hinh thanh phéi v6 tinh sdm Ngoc Linh tu
mod seo c¢6 ngudn goc ti la. Tat ca cac giai doan
phat trién ctia phdi (hinh cau, hinh tim, hinh
thuy 161, 14 mam) déu dugc phat hién trong cac
cum phéi. Bén canh d6 ciing c6 mot sd phéi cé
hinh thai bat thudng nhu phdi khong c6 la
mAam, 14 mam hinh loa kén hay 14 mam hinh c6
40. Nghién cttu mé hoc cho thdy ring phoi cb
cau tric ludng cuc. Phoi trudng thanh cé cuc ré
phat trién day da va cuc chdi véi cac 14 mAm
phat trién tét.
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