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TOM TAT

Trong nghién ctru ndy, sy phat sinh hinh thai t&r I&p méng t& bao (TCL) m&u 14, cudng 14 va than r& sam Ngoc Linh
in vitro da dwoc khdo sat. Mau dwoc nudi cay trén mai truérng MS ¢6 bd sung 30 g/l sucrose, 8 g/l agar, cac chat digu
hoa sinh trwéng thue vat (NAA, 2,4-D, BA va TDZ riéng 1& hodc két hop). Sau 10 tudn nudi cay, két qua thu dwoc cho
thay, mau la tTCL_L, mAu cubng la ITCL_C, mau than ré tTCL_R déu cho sw phat sinh phoi, mé seo, ré&, trong khi mau
cubng la tTCL_C chi cho sy phat sinh mé seo va ré. Trong d6, ty 1é phat sinh phéi cao nhat (89,6%), ty & phat sinh mo
seo cao nhat (91 - 98,8%), ty 1& phat sinh ré cao nhét (98,8%) da dwoc ghi nhan twong (rng khi mau la tTCL_L dwoc
nudi cay trén madi trwerng bd sung 2,0 mg/l NAA va dwoc dat dwéi didu kién chiéu sang 16 h/ngay; 14 tTCL_L, cudng la
tTCL_C, ITCL_C, than r& tTCL_R dwoc nudi cly trén méi trwdng cé bd sung 2,4-D két hop véi BA dwdi diéu kién chiéu
sang 16 h/ngay, didu kién t6i hoan toan; méi trwong cé bd sung 1,0 mg/l NAA dét trong diéu kién ti hoan toan. Diéu
kién chiéu sang c6 tac dong dang ké Ién khad ndng phat sinh hinh thai clia mau cdy. Viéc siv dung dén huynh quang
chiéu sang 16 h/ngay phu hop cho kha néng phat sinh phdi ctia mau cy, nhitng phéi thu dwoc cé dang hinh ciu, hinh
tim, hinh thay 16i va ca dang I& mam. Nguwoc lai, didu kién téi lai kich thich sw hinh thanh r& va mé seo t6t hon. Ré thu
dwoec co6 mau tréng duc, cé phan nhanh, trong khi mé seo lai xbp va cé mau vang nhat.

Tir khoa: L&p méng té bao, ITCL, phat sinh hinh thai, sam Ngoc Linh, tTCL.

Application of Thin Cell Layer Technique in Studying Morphogenesis
of Panax vietnamensis Ha et Grushv.

ABSTSRACT

In the present study, the morphogenesis of leaf tTCLs, petiole ITCLs and petiole tTCLs, and main root tTCLs of
Panax vietnamensis Ha et Grushv. was investigated. Explants were cultured on MS media containing 30 g/l sucrose,
8 g/l agar and different concentrations of plant growth regulators including NAA, 2,4-D, BA and TDZ (alone or in
combination). After 10 weeks of culture, results indicated that leaf tTCLs, petiole ITCLs and main root tTCLs gave the
embryogenesis, callogenesis and root formation whilst petiole tTCLs resulted in callogenesis and root formation but
not embryogenesis. The highest embryogenesis rate (89.6%), callogenesis rate (91 - 98.8%) and root formation rate
(98.8%) were recorded when leaf tTCLs were cultured on media supplemented with 2.0 mg/l NAA and maintained
under a long photoperiod with 16:8-h light-dark cycle (LD 16:8); leaf tTCLs, petiole ITCLsand petiole tTCLs, main root
tTCLs were cultured on media with 2,4-D plus BA under a long photoperiod and darkness; and media with 1.0 mg/I
NAA under darkness, respectively. Light conditions significantly affected the morphogenesis of all explant types. LD
16:8 was found to be suitable for embryogenesis, and formation of globular, heart- and torpedo-shaped, and
cotyledonary embryos were observed. The darkness, on the other hand, showed to be effective for root formation and
callogenesis, milk-white roots with few branches and yellowish friable calli were obtained.

Keywords: ITCLs, morphogenesis, Panax vietnamensis Ha et Grushv., thin cell layer, tTCLs.
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St dung k¥ thuat nudi cdy 1&p mdng t& bao trong nghién clru qua trinh phat sinh hinh thai cia cay sam Ngoc Linh

(Panax vietnamensis Ha et Grushv.) in vitro

1. DAT VAN DE

Sam Ngoc Linh 1a moét loai sdm quy véi cac
hop chat héa hoc da dang, dugec xem 1a than
dudge d61 véi stic khde cua con ngudi. Hién nay
trén thi truong, sim Ngoc Linh ngay cang khan
hiém, dugc ban véi gia thanh cao. Trong khi do,
viéc khai thac bita bai, khong c6 bién phap quan
Iy hiéu qui dan dén viéc saim Ngoc Linh sém
diing truée nguy co tuyét chiing va dang nam
trong danh muc 250 loai quy hiém can dudc bao
vé (Sach d6 Viet Nam, 1996). Do d6, yéu cau cap
thiét dat ra 14 tim dudc ki thuat méi gidp thu
dugc s6 lugng cay con 16n véi stic séng cao, ré va
ct phét trién tét, thich nghi t6t véi méi trudng
bén ngoai, tit d6 gép phan cai thién va tai tao
dugc lugng cay da mat di trong tu nhién.

Ki thuat nudi cdy 16p méng té& bao (thin cell
layer - TCL) 1a mot ki thuat tién tién, dugc ting
dung thanh céng trén nhiéu loai cay trong khac
nhau bao gdom cay ring, cdy an trai, ciy hoa,
cdy canh, cay dugc liéu (Nhut et al., 2003). Mau
cdy TCL bao gbm cac mau cay c6 kich thuéec nho
dugce cat ra tit cac bé phan khac nhau cdy nhu
than, 14, ré, phat hoa, cac bd phan cta hoa, 1a
mam va phdi. Néu miu cay dudc cit theo chiéu
doc dugc goi 1a 1TCL (longitudinal TCL), néu
duge cit theo chiéu ngang goi la tTCL
(transverse TCL). Cac mau tTCL va ITCL cé dic
diém chung 12 méng (Tran Thanh Van et al.,
2003). Khi cidt mau, moé cay bi thuong, nhiéu
enzyme hoic cac polysaccharide sinh ra rat can
cho qua trinh cadm ting su sinh trudng va phat
trién caa cdy (Tran Thanh Van and
Mutaftschiev, 1990). Ly do co ban cua viéc ting
dung mét vai t& bao trong hé thong TCL la vi
ching c6 méi lién hé mat thiét véi cac t& bao bi
thuong va chat dinh dudng cung véi cac yéu to
khac bén trong moi truong dé “kiém soat” su
phat sinh hinh thai. Ki thuat TCL 1a mé6t cong
cu hiéu qua trong nudi cdy mo té bao thuc vat,
dac biét tao ra cac dang hinh thai, mé co quan
khac nhau. Trén thé giéi hién nay hau nhu chua
c6 nghién ctu vé k§ thuat TCL trén dé6i tuong
sdm Ngoc Linh. 0 Viét Nam, viéc ting dung k¥
thuat nay trén doi tugng cdy sdm Ngoc Linh con
rat han ché. Duong Tan Nhut va cs. (2012) da
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dung k§ thuat TCL dé nghién ctu sy phét sinh
hinh thai trén hai nguéon mau (ré va cudéng la
doc ITCL_C). Vii Thi Hién va cs. (2014) cling da
dung ky thuat nay nghién ctu sy phat sinh
phoi truc tiép tit ba nguén maiu (mau la
(tTCL_L, mau cudng 1a ITCL_C va mAu than ré
tTCL_R). Trong nghién cu nay, v6i muc tiéu la
han ché lam chét cdy me nhung van tao ra cac
nguén vat liéu in vitro khac nhau ctia cay dugc
liéu quy hiém nay; ching téi ciing st dung k¥
thuat TCL dé nghién ctu qua trinh phat sinh
hinh thai ti cAc ngudén mau (miu 14 tTCL_L;
mau cudng 14 1TCL_C va tTCL_C; mau than ré
tTCL_R) khac nhau nham phuc vu cho cac
nghién ctu su hon.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Vat liéu

Ngudén mau st dung trong nghién ctu nay
14 cac mau 14, cudng 14 va than ré cta ciy sam
Ngoc Linh in vitro 3 thang tudi hién c6 tai
Phong Sinh hoc phéan tii va Chon tao giéng cay
trong (Vién Nghién citu Khoa hoc Tay Nguyén).

2.2. Mbi truong nudi cay

Mbi truong cd ban 1& méi trusng MS
(Murashige and Skoog, 1962) c¢6 b6 sung 30 g/l
sucrose va 8 g/l agar. Tuy tung thi nghiém ma
b6 sung céc chét diéu hoa sinh trudng thuc vat
gdm a-naphthaleneacetic acid (NAA), 2,4-
Dichlorophenoxy acetice acid (2,4-D), 6-
benzyladenine (BA) va Thidiazuron (TDZ) riéng
1é hay phéi hdp 6 cac nong d6 khac nhau. T4t ca
moéi truong dugc diéu chinh vé pH 5,7 - 5,8 trudc
khi hap kht tring bang ndi hap ¢ 121°C, latm
trong 30 phut.

MAau dudc nudi cdy & diéu kién nhiét do 25
+ 2°C, 6 4m 55 - 60%, quang ky 16h/ngay véi
cuong d6 chiéu sang 25 - 30 pmol.m™2s! va
trong t61 hoan toan.

2.3. Qua trinh phat sinh hinh thai

Nhiing 14 c6 duong kinh khoang 1,5cm duge
cit ngang (tTCL_L) vé6i kich thuée 1 x 10mm;
phan cudng 1a duge cit doc ITCL_C) véi chiéu
dai 10mm va c6 d6 day 1mm. Cac cudng la véi
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dudng kinh 1mm ciing dudc cit ngang (tTCL_C)
dé c6 @6 day 1mm. Phan than ré c6 dudng kinh
5mm dugc cat ngang tTCL_R) v6i d6 day 1mm
cua cdy sam Ngoc Linh dugc nudi cdy trén méi
truong MS c6 b6 sung cac chat diéu hoa sinh
trudng 2,4-D; NAA; BA riéng 18 6 cac nong do
khac nhau (0,1; 0,2; 0,5; 1,0 va 2,0 mg/l) va TDZ
d cac noéng dd 0,01; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5 va 1,0 mg/l
hoic nudi cdy trén moi trudng MS cb bs sung 1,0
mg/l 2,4-D két hop v6i BA & cac nong d6 khac
nhau (0,1; 0,2; 0,5; 1,0 va 2,0 mg/l) hoiac 1 mg/l
BA ké&t hgp véi 2,4-D & cac néng d6 khac nhau
(0,1; 0,2; 0,5; 1,0 va 2,0 mg/l).

Tat ca cac nghiém thiic trén dugdc nudi ciy
duéi diéu kién chidu sang 16h/ngay, trong diéu
kién t61 hoan toan.

2.4. Bo tri thi nghiém va xt ly s6 liéu

Thi nghiém dudec bo tri hoan toan ngiu
nhién véi 3 1an Lip lai (20 binh/nghiém thiic va
3 mau/binh).

S6 lidu thu dude xt ly bang phian mém
Microsoft Excel 2013 va phin mém SPSS 16.0
v6i Duncan’s test 6 mtc a = 0,05 (Duncan,

1995).

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Két qua

3.1.1. Anh hudng cia cac chat diéu hoa
sinh trudng thuc vat riéng 1é va diéu kién
chiéu sang lén su phat sinh hinh thai cua
cac loai mau cay

Su phat sinh hinh thai ti mau 14 tTCL_L:
Sau 10 tuan nudi cay, két qua thu dude § bang 1
cho thay, miu 14 tTCL_L khi dugc nuéi cdy trén
méi trudng c6 bé sung 2,4-D, NAA 6 nong d6 1 -
2 mg/l duéi diéu kién sang cho su phat sinh ca
phoi, mé seo va ré. Ty 1é tao phdi cao nhat
(89,6%) dudc ghi nhan khi mau 1a tTCL_L dugc
nudi cdy trén méi trudng cé bd sung 2 mg/l NAA
két qua hinh thanh phéi nay ciing tuong déng
v6i k&t qua ma ching t6i da nghién ctu duge 6
bai bao truée (Vi Thi Hién va cs., 2014). Phai
hinh thanh c¢é dang hinh ciu, hinh tim, hinh
thuy 16i va ca phéi 14 mam (Hinh 1a). M6 seo

hinh thanh c¢6 dang x6p, cting, mau tring trong
va mau vang nhat dude quan sat thiy trén moi
trudng c6 bé sung NAA hoac 2,4-D. R& phat
sinh ti mAu trén ca moi trudng c6 bo sung 2,4-
D va NAA déu c6 mau tring trong, manh va
phan nhanh. Trong khi mau nudi cay trén méi
truong khong bd sung chit diéu hoa sinh trudng
thuc vat (CPHSTTV) hoic b sung TDZ hay BA
khong cho bat ki dang phat sinh hinh thai nao.

M3au 14 tTCL_L khi dugc nudi cdy trong
diéu kién t61 hoan toan phat sinh ca phéi, mo
seo va ré trén moi trudng cé bs sung 2,4-D &
nong do tu 0,5 - 2 mg/l (Bang 1, Hinh 1d, g).
Khi b6 sung 2,4-D ndéng d¢ thap tix 0,1 - 0,2
mg/l thi chi phat sinh phoéi hodc phat sinh
thém mo seo. Mau dudc cdy trén moi truong cé
b6 sung 2 mg/l NAA chi cho phat sinh mé seo
v6i ty 1é thap (13,3%). Khong c6 sy phat sinh
phoéi va ré & cac mau cdy dugc nudi trén moi
trudng c6 b sung NAA § cing néng do 2 mg/l
NAA. Mau dudc nudi cady trén mdi trudng cé
NAA & nong d6 thap (0,1 - 1 mg/l) hodc moi
trudng c6 bé sung TDZ, BA hoac khong bé sung
CDHSTTV trong diéu kién téi khéng cho bat ki
dang phat sinh hinh thai nao.

Su phat sinh hinh thai t& mau cudng la
tTCL_C: Cudng 14 tTCL_C khéng phéat sinh phéi
khi nudi cdy trén moéi truong véi cac CDHSTTV
dudc khao sat duéi ca diéu kién sang va t6i hoan
toan. Cudng 14 tTCL_C phat sinh mé seo khi
duge nudi cdy trén méi trudng cé bé sung 1 - 2
mg/l 2,4-D hodc NAA duéi diéu kién sang. M6
seo hinh thanh trén cdc moi truong c6 2,4-D
hodc NAA & ca diéu kién t6i va sang, mo seo
cling va ¢6 mau vang nhat. Nhung ciing 6 diéu
kién sang va tdi hoan toan thi lai khéng cho su
phat sinh phdi va ré. Mau dugc nudi cay trén
mébi truong c6 BA, TDZ hoac khéng bd sung
CDHSTTV khong cam ting phat sinh cac dang
hinh thai. Mau cuéng 14 tTCL_C khi dugc nuoi
cdly trén moi trudng cé bé sung 2,4-D hoic NAA
4 néng d6 cao dudi diéu kién t6i hoan toan cho
kha n#ng phat sinh hinh thai tuong tu nhu dudi
diéu kién sang. Su phat sinh ré dugc quan sat
thay 6 cac mau dudc nudi cay trén mdi trudng cé
b6 sung 0,5 - 2 mg/l NAA.
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Su phat sinh hinh thai tit cuéng 14 ITCL: Su
phat sinh phoi, mé seo va ré quan sat duge 6 cac
mau cdy dugc nudi trén mdi trusng cé6 0,2 - 2
mg/l 2,4-D hoidc 2 mg/l NAA duéi diéu kién sang
(Bang 1, Hinh 1c, f, h), m6 seo hinh thanh ciing,
mau tring duc. Cac dang hinh thai nay ciing
duge ghi nhéan trén méi trudng cé b6 sung 0,5 - 1
mg/l 2,4-D duéi diéu kién t&i hoan toan. Mb seo
tao thanh c6 mau vang nhat. Mau dudc nudi cay
trén moi truodng c6 bé sung 1 mg/l NAA cho su
phat sinh phoi va mé seo ma khong c6 sy hinh
thanh ré duéi diéu kién sang. Phoi thu dude
ciing c6 dang hinh cau, hinh tim, hinh thuy 161

va ca phoi 14 mam. Méi trudng c6 bd sung 0,1
mg/l 2,4-D duéi diéu kién sang va 0,1 - 0,2 mg/l
2,4-D, 0,5 mg/l NAA duéi diéu kién t61 hoan
toan thi cho su hinh thanh ré hoic sy phat sinh
mo seo (Bang 1). Ré phat sinh ti mau trén ca
moi trudng cé bd sung 2,4-D va NAA déu cb
mau trang trong, manh va phan nhanh.

Su phat sinh hinh thai to than ré
tTCL_R: Su phat sinh 3 dang hinh thai (phoi,
moé seo va ré) dude ghi nhan khi mau dugc
nudi cdy trén moi trudng cé bo sung 1 - 2 mg/l
NAA duéi diéu kién sang hodc méi trudng cé
b6 sung 0,2 - 0,5 mg/l 2,4-D duéi diéu kién t6i

Bang 1. Su phat sinh hinh thai clia cac loai mau cAy trén méi trudng

c6 bo sung cac chat diéu hoa sinh trudng thuc vat riéng 1é

bidu

Ty 1& phat sinh hinh thai (%)

s Néng
ckr:?énu COHSTTV a6 La tTCL Cubng 14 tTCL Cubng 14 ITCL Than ré tTC
, mg/I| ~ ~ ~ ~
sang (mgf) Mb seo Ré Mb seo Ré Mb seo Ré Mb seo Ré
Sang BC 0 0,0' 0,0 0,0' 0,0 0,0' 0,0’ 0,0' 0,0
2,4-D 0,1 0,0' 0,0 0,0' 0,0 0,0' 10,6 75,5% 0,0
2,4-D 0,2 0,0' 0,0" 0,0" 0,0 24,47 25,6° 87,7v° 0,0"
2,4-D 0,5 44 4™ 0,0 0,0' 0,0 89,9*F 79,9  899* 0,0
2,4-D 1,0 97,7° 42,14 16,6" 0,0’ 97,7 85,5 97,7° 0,0
2,4-D 2,0 76,6 9,9 63,3 0,0 98,8° 71°% 88,89 0,0
NAA 0,1 0,0' 0,0" 0,0" 0,0 0,0' 0,0 0,0" 0,0"
NAA 0,2 0,0' 0,0" 0,0" 0,0 0,0' 0,0 0,0" 0,0"
NAA 0,5 0,0' 0,0 0,0' 0,0 0,0' 0,0 0,0" 0,0
NAA 1,0 74,4* 26,6° 86,67 0,0’ 84,4°" 0,0 44 4™ 74,4%
NAA 2,0 97,7° 63,3" 76,6% 0,0 96,6 37,7  67,7" 83,3"¢
Téi BC 0 0,0' 0,0" 0,0" 0,0 0,0' 0,0 0,0" 0,0"
2,4-D 0,1 0,0' 0,0 0,0' 0,0" 46,6™ 11,06  41,4™ 0,0
2,4-D 0,2 39,9™ 0,0 0,0' 0,0 67,7¢ 355 61' 24.4°
2,4-D 0,5 96,6°°  73,3%9 83,3% 0,0’ 84,4°" 41,47 917 27,7°
2,4-D 1,0 98,8° 79,9°% 63,3 0,0 944> 466"  955* 44 4%
2,4-D 2,0 97,7° 57,7" 33,3 0,0’ 0,0' 0,0’ 31m™ 0,0
NAA 0,1 0,0' 0,0 0,0' 0,0 0,0' 0,0 0,0" 0,0
NAA 0,2 0,0' 0,0 0,0' 0,0 0,0' 0,0 0,0' 28,2%
NAA 0,5 0,0' 0,0 0,0' 31,3 0,0' 31,4™ 24,4 48,8"
NAA 1,0 0,0' 0,0 0,0' 75,5% 455" 61,19 0,0' 52,2
NAA 2,0 13,3° 0,0 46,6™ 89,9°° 81" 94,4%° 0,0' 98,8°

Ghi chu: Nhiing chii céi a, b, c,... trong ciing mot cot thé hién su khéc biét vdi mic y nghia véi a = 0,05 trong phép thit Duncan.
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hoan toan (Bang 1, Hinh 1b, e). Mau than ré
tTCL_R dugc nhan thay la phu hgp nhat cho su
phat sinh ré (98,8%) khi nudi cdy trén méi
trudng c6 b sung NAA ¢ néng d6 2 mg/l duéi
diéu kién t6i hoan toan. Ré ¢c6 mau tring trong,
manh va phan nhanh. Méi trudng c6 bé sung
BA, TDZ hoic khéng b6 sung CDHSTTV ciing
khong phu hgp cho su phat sinh cac dang hinh
thai 6 mau than ré tTCL (Bang 1).

3.1.2. Anh hudng ciia 2,4-D két hop véi BA
va diéu kién chiéu sang lén su phat sinh
hinh thai ctia cac loai mau cay

Sau 10 tuin nudi cdy, mdi trudng cé bo
sung 2,4-D va BA 14 phu hgp véi su phat sinh
mo seo dudi ca diéu kién sang va toi hoan toan.
Kha nang phat sinh mé seo t6t nhat 6 (1) mau la

tTCL_L trén mdi trudng c6 b6 sung 1 mg/l 2,4-D
két hgp véi 0,1 - 1 mg/l BA duéi diéu kién sang,
1 mg/l 2,4-D két hop véi 0,1 - 2 mg/l BA dudi
diéu kién t6i; (2) cuéng la tTCL_C trén moi
truong c6 1 mg/l 2,4-D két hop véi 0,1 - 1 mg/l
BA duéi diéu kién sang; 1 mg/l 2,4-D két hop véi
0,1 - 2 mg/l BA, 1 mg/l BA két hgp véi 0,2 - 2
mg/l 2,4-D duéi diéu kién t&i hoan toan; (3)
cudng 1a ITCL_C dudc cit v6i chiéu dai 10mm
sau d6 ché lam do6i c6 dd day 1mm dudc nudi cay
trén moi trusng cé bé sung 1 mg/l 2,4-D két hop
v6i 0,1 - 2 mg/l BA duéi ca diéu kién sang va toi
hoan toan. Con & nong d6 1 mg/l BA két hop véi
0,1 - 2 mg/l 2,4-D trong diéu kién sang thi
khéng cé su hinh thanh mé seo. Két qua nghién
ctiu thu dude hoan toan ngugc lai so véi két qua
nghién ctiu cia Duong Tan Nhut va cs. (2012).

Bang 2. Su phat sinh hinh thai ctia cac loai mau cay
trén moi trudng cé bo sung 2,4-D két hgp véi BA

CDHSTTV Ty 1& phat sinh hinh thai (%)
Diéu kién (mg/) L4tTCL  Cubng la{TCL Cubng I4 ITCL Than r& tTCL
chiéu sang at uong la t uong la anrét
2,4-D BA Mo seo Mb seo Phéi Mb seo Mo seo
Sang 0 0 0,0’ 0,0 0,0 0,0
1,0 0,1 98,8° 97,7%® 24.4° 98,8° 97,7®
1,0 0,2 98,8° 98,8° 48,8° 97,7 98,8°
1,0 0,5 97,7 98,8° 31,0° 95,5% 98,8°
1,0 1,0 97,7 97,7 0,0 97,7%® 98,8°
1,0 2 89,9 74,4° 0,0f 91,0%° 91,0%°
0,1 1,0 0,0’ 0,0 0,0’ 0,0
0,2 1,0 0,0’ 0,0 0,0’ 0,0
0,5 1,0 0,0’ 0,0f 0,0 79,9%
2 1,0 0,0’ 0,0 0,0’ 85,5
Téi 0 0 0,0° 0,0 0,09 0,0¢
1,0 0,1 97,7° 97,7° 0,0f 98,8° 94,4%°
1,0 0,2 98,8° 98,8° 21° 98,8° 98,8°
1,0 0,5 97,7° 97,7° 0,0 97,7° 97,7°
1,0 1,0 98,8° 97,7° 0,0f 98,8° 98,8°
1,0 2 97,7 98,8° 0,0 95,5% 97,7
0,1 1,0 0,0° 0,0 0,0° 0,0¢
0,2 1,0 44.4° 96,6° 0,0f 34,4° 47,7°
0,5 1,0 68,8° 97,7° 0,0 72,2 94,4%®
2 1,0 31,1 96,6° 0,0 35,5 88,8"

Ghi chi: Nhiing chit céi a, b, c,... trong ciing mot cot thé hién su khéc biét véi miic y nghia véi a = 0,05 trong phép thit Duncan.
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Nhu vay, c6 thé két luan ring, miu cudng la
ITCL_C dugc cit v6i chiéu dai 10mm sau d6 ché
lam déi c6 do6 day 1mm khéng cho phan ting tao
mo seo, trong khi nghién ctiu cia Duong T4n
Nhut va cs. (2012) nguén mau cudéng 1a ITCL_C
dude dé nguyén khéng ché. Nhiing nghién ctu
truéc day cho thdy, cach cit miu ciing anh
hudéng dén su phat sinh hinh thai cia mau cay
(Perez et al., 2010; Fernanda et al., 2006); va (4)
than ré tTCL_R nudi cdy trén méi trudng co su
két hop 1 mg/l 2,4-D va 0,1 - 2 mg/l BA duéi ca
diéu kién sang va t6i hoan toan va 1 mg/l BA

két hgp 0,5 - 2 mg/l 2,4-D duéi diéu kién toi
hoan toan (Bang 2).

Két qua thu dudc tit bang 2 ciing cho thay
c6 su phat sinh phéi tit mau cuéng 14 ITCL_C
nudi cdy trén moi truong cé su két hop 1 mg/l
2,4-D v6i 0,1 - 0,5 mg/l BA duéi diéu kién sang
va 1 mg/l 2,4-D két hop véi 0,2 mg/l BA duéi
diéu kién t61 hoan toan.

Duéi cac diéu kién chiéu sang duge khao
sat, méi truong c6 su két hop 2,4-D va BA
khong thich hogp cho su phat sinh ré tit cac loai
mau cay.

Hinh 1. Su phat sinh hinh thai tit cic nguén mau khac nhau ctia cAy sim Ngoc Linh

Ghi chi: a. Mau 14 tTCL_L tao phéi trén moi truong cé bé sung 2 mg/l NAA nuéi 6 diéu kién chiéu sang; b. Mau than ré
tTCL._R tao phéi trén méi truong cé bé sung 0,2 mg/l NAA nudi & diéu kién chiéu sang; c. MAu cuéng 14 ITCL_C tao phoi trén
méi truong cé bé sung 2 mg/l NAA nuéi 6 diéu kién chiéu sang; d. Mau 14 tTCL_L tao phéi trén méi truong cé bé sung 1 mg/l
2,4-D nuéi 6 diéu kién t6i; e. MAu than ré tTCL_R tao phéi trén méi truong cé bé sung 0,2 mg/l 2,4-D nuéi 6 diéu kién t61; f.
Mau cudng 14 ITCL_C tao phéi trén méi truong cé bé sung 1 mg/l 2,4-D nuéi 6 diéu kién chiéu sang; g. Mau 14 tTCL_L tao mé

seo trén moi truong cé b sung 1 mg/l 2,4-D nuéi ¢ diéu kién t61; h. MAu cudng 14 ITCL_C hinh thanh ré trén méi trudng cé b

sung 2 mg/l NAA nuéi 6 diéu kién chiéu sang.
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Mo seo thu dugdc & cAc miu cdy dugc dit
duéi diéu kién sang cé ca dang x6p, cling véi
lugng mo6 seo nhiéu, trong khi mau dugdc dit
duéi diéu kién t61 cho mo seo cling va c¢6 mau
vang nhat. Pic diém hinh thai caa ré phat sinh
trén moi truong két hop 2,4-D va BA c6 su khac
biét ro rét véi ré thu duge trén moi trudng cé bd
sung 2,4-D hodac NAA (riéng 1é). Ré thu dugc
trén cdc moi trudng c6 su két hop 2 loai chat
diéu hoa sinh trudng thuc vat nay ngéin, khong
phéan nhéanh, c¢6 mau tring trong, s6 lugng rat it.

3.2. Thao luan

Trong cac nghién ctu ap dung ki thuat
TCL, cudng 14 Panax ginseng C.A. Meyer da
dugc nghién cttu cam ting md seo thanh coéng bdi
Jhang et al. (1974). Nam 1992, Jiu da thanh
cong trong viéc tao mé seo, phéi, chdi va cay con
¢6 nguon géc tit cu sim. Cac tTCL cua than, 14,
ré hoidc phdi cing dude st dung dé nghién ctu
phat sinh phéi vo tinh va tai sinh chéi ¢ nhiéu
loai khac nhau (Ahn et al., 1996; Gendy et al.,
1996). Ci sam dudc nghién ciiu cam ting md seo
dau tién bdi Butenko et al. (1968). Jhang et al.
(1974) tiép tuc nghién cu kha ning cam tng
md seo ti ci Panax ginseng va phat sinh hinh
thai ti md seo nay; tuy nhién, van con han ché&
khi biét hoa c&u tric tit mo seo phat trién thanh
ré, phoi va cay con.

Trén ddi tuong sdm Ngoc Linh, nghién ciiu
cua Trung tdm Sam tU nam 1984 da khao sat
anh hudéng ctia su hinh thanh va tang trudng
mo seo ti cac bd phan khic nhau cta loai sdm
nay. Nghién ctiu cho thay, mau 14 c6 gan chinh
hinh thanh mo seo trong 3 - 4 tuln véi ty lé
100%, ré& hinh thanh trong 1 - 2 tuan véi ty 1é
96,76%, con than phat sinh trong 4 tuan véi ty
1& 100% va chi c¢6 20% hat hinh thanh mo seo
trong vong 12 tuan (Nguyén Thugng Dong va
cs., 2007).

Két qua ghi nhan ti cac thi nghiém trén cho
thay su phat sinh phoi v6 tinh, mé seo, ré trén hau
hét cac bo phan cua ciy sam in vitro. Trong do,
mau 14 (tTCL) cho ty 1& phat sinh phéi vo tinh truc
tiép cao hon so véi 16p mong than ré va cudng la.
Két qua nay ngudc lai véi két qua ctia Ahn et al.
(1996) trén d6i tuong Panax ginseng.

Trong nghién ctu nay, khi so sanh cac
nghiém thtic c6 tao ré bat dinh trong ca hai diéu
kién t61 hoan toan va sang, ty 1é hinh thanh ré
bat dinh trong diéu kién t6i hoan toan cao hon
hén so véi diéu kién chifu sang. Qua do, thay
dudc, anh sang c6 dnh hudng rat 16n dén su tao
ré ciia doan cit va gép phan quan trong vao su
tao ré cta doan cit, chi cAn cudng do 4nh sang
thap sé kich thich cho qua trinh tao r& (Nhut et
al., 2003).

Trong cac nghién ctu trén déi tugng thudc
chi Nhan sam, nhiéu tac gia st dung diéu kién
t61 dé cam tng va nhan mo seo tit cic cd quan
nhu ré, 14, cudng 14, tru dudi 14 mam.. (Arya et
al., 1991; Gao et al., 2005). Tuy nhién, khi két
hgp gitia diéu kién chiéu sang 16h/ngay véi moi
truong 1,0 mg/l 2,4-D va 0,01 mg/l Kin dé cam
{ing tao md seo trén la, cudng la, cudng hoa va
ré ciia cdy sam Triéu Tién in vitro, Lim et al.
(1997) nhan thay 14 va cudéng 14 phat sinh mé
seo vdi ty 1& cao (98% va 100%), ngoai ra md seo
hinh thanh c6 kha ning biét héa tao ré vé sau.
Ti d6 cho th4y, auxin va noéng d6 auxin cé vai
trd rat 16n trong nghién cttu tao phoi vé tinh, mo
seo va tao ré 6 cac loai thuoc chi Panax.

KET LUAN

Trong bén ngudén mau dudc st dung: 1a
tTCL_L, cuéng 1a tTCL_C va ITCL_C va than ré
tTCL_R dugc nudi cdy déu cam ting phat sinh
hinh thai, miu 14 tTCL_L cho kha nang phat
sinh phoéi truc tiép cao nhat 89,6%. Ty 1& phat
sinh md seo cao nhat (91 - 98,8%) va ty 1&é phat
sinh ré cao nhat (98,8%) dudc nudi cdy trén moi
truong MS ¢6 b6 sung 2,0 mg/l NAA duéi diéu
kién chiéu sang. MAu la tTCL_L, cudng la
tTCL_C va ITCL_C, va than ré tTCL_R dudc
nudi cdy trén moi trudng cé bd sung 2,4-D két
hdp véi BA duéi ca diéu kién sang va toi hoan
toan; va méi trudng c6 bs sung 1,0 mg/l NAA dit
trong diéu kién t6i hoan toan cho kha ning phat
sinh m6 seo cao nhat.

LOI CAM ON

Cac tac giad xin chan thanh cam on Vién
Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da
hd trg kinh phi cho dé tai nay.
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