TAP CHi PHAT TRIEN KH&CN, TAP 13, $0 T1- 2010

TAC PONG CUA TAXOL TREN SU PHAN CHIA TE BAO TRU HA DIEP CAY
MAM PAU XANH (PHASEOLUS AUREUS ROXB.)

Lé Thi Thay Tién®, Bui Trang Viét®, Nguyén Pirc Lwong

1)

(1) Truong Dai hoc Bach khoa, PHQG -HCM
(2) Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, PHQG-HCM
(Bai nhédn ngay 07 thang 10 nam 2008, hoan chinh sita chita ngay 11 thang 01 nam 2010)

TOM TAT: Khd ning trc ché sy phdn chia té bao thuc vt ciia taxol dirge chirng minh qua téc
dong e ché su tao phac thé ré, su kéo dai ré va su tao mé seo tir tru ha diép cay mam déu xanh. Qua
trinh tao phac thé ré va tao seo cua tru ha diép cay mam ddu xanh bi han ché khi c¢é sw hién dién ciia
taxol trong méi trieong nuéi cdy, déc biét véi nong dé 1,0 mg/l. Colchichine 15 mg/l ¢é thé ke ché tac
dong cua taxol trén su tao ré nhung khong trc ché duwoc tac dong cua taxol trén su tao mo seo.

Tir khoa: c6 ré, colchicine, mé seo, phdc thé ré, taxol, Taxus sp., tru ha diép.

1.GIOI THIEU

Trong diéu kién binh thuong, sy ting
trudng va phat sinh hinh thai cta thuc vat chiu
su diéu khién cua chwong trinh phat trién noi
sinh va su tac dong cia cac yéu té méi truong.
Trong ca hai truong hop, chit didu hoa sinh
truong thyc vt déu tham gia vao su phén chia
va biét hoa té bao [10].

Qua4 trinh tao r& & canh gidm gdm it nhat
hai giai doan: tao phac thé r& can auxin ¢ nong
dd cao va kéo dai phac thé r& dé tr& thanh ré
thie sw can auxin & néng do thap [5]. Su kéo
dai phac thé r& bao gdm su kéo dai té bao sin
co va sy tiép tuc phéan chia cua cac té bao phac
thé r&. Mo seo 1a mot khdi té bao khong phan
hod, hinh thanh tir cic m6 hodc co quan da
phan hoa dudi cac didu kién dic biét (vét
thwong , xtr 1y v6i cac chét diéu hoa sinh
trudng...) va cd dac tinh phan chia manh.

Taxol, mot alkaloid diterpenoid, dugc thu

nhan tir cac b phan cia cay thudc gidng Taxus.

6] dong vat, taxol c6 kha nang tac dong 1én vi
ong 1am chu trinh t& bao bj ngimg lai & giai
doan G,M [3; 11]. O thyc vit, taxol trc ché su
thanh 18p vach ngén ngang gitra té bao me dé
tao hai té bao con do tre ché sy khir tring hop
Vi ong [1; 7]. Vi ong dugc tao thanh khi ¢6 su
hién dién cta taxol rat bén dan dén sy rdi loan
chirc ning thong thudng cia té bao, va té bao
bi chét do trang thai can bing dong ctia vi dng
bi pha v& [9]. Ngugc voi taxol, colchicine -
mot chat dwgc thu nhan tr cay Colchicum
autumnale, 1a tac nhan kich thich sy khur trung
hop vi éng, ¢6 kha ning ngan wc ché tac dong
cuia taxol trén vi dng [6].

Hoat dong phéan chia té bao tru ha diép cay
mam dau xanh trong qua trinh tao md seo ciing

nhu tao phat thé r& chiu anh hudng béi ndng do
taxol va vai trd déi khang cua colchicine dugc
chung minh trong nghién ctru nay.
2.NGUYEN LIEU —- PHUONG PHAP

2.1.Nguyén li¢u

Try ha di¢p cay mam dau xanh in vitro
(Phaseolus aureus Roxb.) 3 ngay tudi in vitro
duogc gieo tur hot trén moi truong thach (6 g/l),
trong didu kién chiéu sang 16 gio/ngay, cudng
do6 anh sang 2000 lux, nhiét do 30 - 32°C.

2.2.Phwong phap

Sw tao phac thé ré

Khic cat try ha diép cdy mam dau xanh dai
15 mm, & vi tri cach ¢6 r& 0,5 cm dwoc cdm sau
khoang 5 mm trong méi trudng agar 6 g/l co bd
sung saccharose 20 g/l. Thuc hién 10 khuc cét
trong mdi binh tam giac. Su tao & duoc ghi
nhan khi ¢ sy xudt hién phac thé r& sau 30 gid
nudi cy.

Khdo sat tac dong cua taxol trén sy tao
phdc thé ré

10 khtic cét try ha diép cdy mam dau xanh
dugc cdy trong méi trudng agar va saccharose
¢6 bd sung 2,4-D 0,05 mg/l va taxol & cac nong
d% 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 va 1,0 mg/l. Ghi nhan so
phac thé r2 hinh thanh sau 30 gio.

Khao sat tac dong cua taxol trong sy kéo
dai phac thé ré

10 khuc cét tru ha diép cay mam dau xanh
duge cdy trong mdi trudng agar v6i saccharose
trong 30 gid, sau d6 chuyén sang méi truong
tuong ty 6 bd sung taxol 1,0 mg/l riéng & hay
két hop voi colchicine ¢ cac néng do 5,10, 15
va 20 mg/l. Xac dinh s phac thé r& va s ré
kéo dai sau 30 gio nudi cy tiép theo. Su xuit
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hién cia r& dugc ghi nhan khi ré ¢6 chiéu dai tir
1 mm.

Khdo sat tac dong cua taxol trong su tao
seo

10 14t cit ngang try ha diép cdy mam déu
xanh (day 1 mm, vj tri cach ¢é r& 0,5 cm) dugc
nudi cdy trén moéi trudng B5 [2] véi agar 6 g/l,
saccharose 20 g/l, 2,4-D 0,1 va 0,2 mg/l, va
taxol 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 va 1,0 mg/l. Trong
nghiém thtre véi 2,4-D 0,1 mg/l, mau cdy duge
xir 1y trong 30 gid, sau d6 chuyén sang moi
truong twong tu co bd sung taxol 1,0mg/l va
colchicine 5, 10, 15 va 20mg/l. Xac dinh sb
mau cdy tao seo (bang mit thuong) sau 60 gid
nudi cdy.

Quan sat su xuét hién phac thé ré béng
phuong phép giai phdu va nhuém hai mau. Tat
ca cac thi nghiém déu dwoc lap lai 3 lan. Két
qua duge xir 1y thdng ké vai hé sb tin cdy 1a
95%.
3.KET QUA

3.1.T4c ddng ciia taxol trén su tao ré

S tao phdc thé ré

Su xudt hién phéc thé r& tir try ha diép cay
mam dau xanh duge ghi nhén sau 30 gio nudi
chy trén moi trudong agar 6 g/l vi saccharose
20 g/l. Phéc thé r& xuat phat & vi tri bé mach,
tiép theo 1a sy phan chia va kéo dai té bao cia
phac thé r& dé tré thanh ré thye su (anh 1, 2 va
3).

Anh 1. B4 mach cua tru ha diép cay mim dau xanh

Anh 2. Phac thé r& hinh thanh sau 30 gio nudi cly

1(gim

Anh 3. Sy kéo dai cua phéc thé r& sau 60 gid nudi ciy

Tac dong ciia taxol lén su tao phdc thé ré

Sau 30 gid nudi cdy trong moi truong agar
c6 saccharose 20 g/l c6 bd sung taxol, tic dong
{rc ché phan chia té bao cua taxol biéu hién qua
sur giam s6 lwong phéc thé r& hinh thanh tir try
ha diép cay maim dau xanh. Ham luong taxol
cang ting, sb lugng phac thé r& cang giam
(bang 1). Tuy nhién, khi c6 2,4-D 0,05 mg/l
trong moi truong nudi cdy, taxol hoan toan
khong c6 tac dong tic ché su tao phéc thé ré.

Bing 1. Tac dong cua taxol trén sy tao 1é tir tru
ha diép cdy mam ddu xanh

Noéng dé taxol (mg/l) 86 heong phdc thé ré
0 51,333 +3,180°
0,2 33,333 +£2,028°
0,4 11,667 = 1,453°
0,6 8,333 +1,764™
0,8 4,667 + 0,667
1,0 2,000 +0,577*

Céc mau tw khéc nhau biéu dién mirc do
sai biét co y nghia (theo cot) ¢ do tin cdy 95%.

Tac dong cua taxol trén sy kéo dai phdc
thé ré

Su kéo dai phac thé r& dé tré thanh r& thyc
su bi e ché khi ¢6 sy hién dién cia taxol trong
moi trudng nudi cdy. Khi do, sb lwong r& thuc
su dugc tao ra it hon khi khong c6 taxol nhung
s6 luong phéac thé ré khéng dugc kéo dai lai
nhiéu hon (bang 2).

Bing 2. Tac dong cua taxol trén su tao ré sau
60 gid nudi ca

Taxol (mg/l) | 86 lugng phéc S6 hwgng ré
thé ré
0 12,667 £2,333" | 38333 +1,856°
1,0 26,000 £0,577° | 21,000 +2,729°
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Céc mdu tw khdc nhau biéu dién mirc dé
sai biét co y nghia (theo cot) ¢ do tin cdy 95%.

Tac dong cua colchicine trén sy tao ré

Trong moi truong tao ré cd taxol Img/l,

colchicine khong c6 dnh huong gi dén su tao re.

Tuy nhién, colchicine lai c6 tac dong thuc day
sur kéo dai phac thé r& dé tré thanh r& thuc su
sau khi phac thé r& hinh thanh trong moi trudong
cam tng khong c6 taxol (bang 3).

Bing 3. Tac dong cua colchicine trong sy tao ré vai sy hién dién cua taxol sau 60 gio nudi céy

Thoi gian cam vmg tao ré Taxol (mg/l) | Colchicine (mg/l) S6 heong phac thé ré 86 heong ré
(gio)

0 3,333+ 0,667 0
5 3,667 +0,333" 0
0 10 3,333 +0,333° 0
15 3,000 + 0,577° 0
1,0 20 4,000 + 1,000° 0

0 26,000 + 2,082° 21,000 + 2,309°

5 24,667 + 2,906%° 29,667 + 1,453

30 10 22,000 + 1,528 30,333 + 2,333

15 18,333 £ 0,667° 34,667 +2,333°

20 23,333 + 1,667 26,667 + 2,404

Cédic mau tw khdc nhau biéu dién mirc do
sai biét co y nghia (theo cdt) ¢ do tin cdy 95%.

3.2.Tac dong cua taxol trén sy tao mo
seo tir tru ha diép cAy mam diu xanh

Anh hwong ciia taxol trén sw cam tmg tao
seo

Taxol tre ché sy phén chia cua té bao tru ha
diép cdy mam dau xanh trong qua trinh tao seo
véi su cam ung cua 2,4-D 0,1 mg/l trong moi
truong nudi cdy. Tuy nhién, tac dong nay cua
taxol khong xay ra vadi 2,4-D 0,2 mg/l (bang 4).

Bang 4. Tac dong cua taxol trén sy tao sgo tur
14t cat tru ha di¢p cay mam dau xanh

Taxol Ty 1& mau céy tao seo (%)
(mg/)
Mai truong co Mai truong co
2,4-D 0,1 mg/l 2,4-D 0,2 mg/l
0 90,000 + 5,774° 100,000 =+ 0,000
0,2 80,000 + 100,000 + 0,000
10,000™
0,4 73,333 £6,667™ | 100,000 £ 0,000
0,6 60,000 + 100,000 + 0,000
11,547
0,8 53,333 £ 8,819™ | 100,000 £ 0,000
1,0 36,667 + 8,810° 100,000 = 0,000

Céc mau tw khéc nhau biéu dién mirc do
sai biét co y nghia (theo cot) ¢ do tin cdy 95%.

Tac dong cua colchicine trén sw tao seo
trong moi truong co 2,40-D 0,1 mg/l va taxol
1,0 mg/l

Colchicine t6 ra khong hiéu qua khi trc ché
tac dong cua taxol trén sy tao s¢o tur tru ha diép
cAy mim dau xanh ngay ca khi miu cdy da
dugc cam ng tao seo trude khi xt 1y vai taxol
(bang 5).

Bang 5. Tac dong cua colchicine trong qua
trinh tao seo khi c6 sy hién dién cuia taxol

Thoi gian cam Colchicine | S6 lwvong miu cdy tao
ng tao seo (gio) (mg/1) se0
0 36,667 + 3,333"
5 43,333 £ 6,667°
0 10 46,667 + 8,819°
15 53,333 £12,019°
20 56,667 + 6,667"
0 33,333 +8,819*
5 46,667 + 6,667°
30 10 46,667 = 13,333"
15 43,333 + 3,333°
20 53,333 +8,819*

Trang 45




Science & Technology Development, Vol 13, No.T1- 2010

Céc mdu tw khdc nhau biéu dién mirc dé
sai biét co y nghia (theo cdt) ¢ do tin cay 95%.

4.THAO LUAN

Vi 6ng 1a thanh phan quan trong cua té bao.
Trong qua trinh phan chia ctia té bao thuc vat,
vi ong ¢6 vai tro rat quan trong trong 1nterphase
trong sy thanh 1ap thoi vo sac, sy di chuyén cua
nhiém séc thé vé hai cuc cua t& bao va hinh
thanh phragmoplast. Ngoai ra vi éng con tham
gia vao viéc dinh hudng cho sy sip xép cia cac
vi soi cellulose tao nén véch t& bao [13]. Taxol
trc ché sy phan chia t& bao trong qua trinh tao
phac thé ré, 1am giam dang ké su hinh thanh
phac thé r& so véi khi khong c6 taxol (bang 1).
Tuy nhién, tac dong tc ché sy phan chia té bao
cua taxol hoan toan bi déy It béi sy hién dién
ctia 2,4-D 0,05 mg/l trong mdi trudng nuodi ciy.
Taxol bam & mit trong ciia thanh vi ong & vi tri
B-tubulin, tao mbi lién két chat ché gilra cac
dimer, ngin tc ché sy khir tring hop cua vi
ong [8]. Thoi nguyén phan va phragmoplast
khong dugc thanh 1ap, hoat dong phan chia cia
té bao bi trc ché [1;7]. Taxol két dinh vi 6ng co
lap tir té bao cdy hoa hdng hiéu qua nhat &
ndng do 0,21 mg/1 [6].

Phac thé r& tir try ha diép cdy madm déu
xanh hinh thanh tir sy phan chia c6 dinh hudng
cuia céc té bao giita bé mach (anh 2), s& tiép tuc
phan chia va kéo dai té bao dé trd thanh r& thuc
su. Sy hién dién cia taxol trong modi truong
nudi cdy ngan e ché sy tiép tuc phan chia té
bao cua phac thé 18 do d6 sb luong phéc thé ré
kéo dai thanh ré it hon khi khong cé taxol
(bang 2). Nhu vdy, ngoai tac dong trc ché sy
cam Umng tao 1€, taxol con tic ché su kéo dai cua
1&. Colchicine tac dong trén vi 6ng ngugc lai
voi taxol. Colchicine bam vao dimer tubulin,
ngan trc ché sy tring hop cua cac dimer nay
thanh vi 6ng [12]. Su c¢6 mat cua colchicine
trong mdi truong tao ré gitp sw phan chia va

kéo dai té bao phac thé r& dé tré thanh ré thuc
su (bang 3), ddc biét véi colchicine 15 mg/l.
Trong mdi trudng cd su hién dién ddng thoi
cta taxol va colchicine, sb lugng ré thuc sy
nhiéu hon khi chi ¢é taxol.

M6 seo la dam té bao khong phan hoa, c6
dac tinh phan chia manh, hinh thanh tir sy phan
chia vo td chirc cua té bao. Su tao md seo in
vitro dudi tac dong cia auxin xay ra theo mot
trong ba qué trinh: (1) sy phan phan hoé cua té
bao nhu mé; (2) sy phan chia cua té bao tuong
tang; (3) sy x40 tron cua cic mo phan sinh so
khoi [4]. Qua trinh phan chia khong dinh
hudéng cia té bao nhu mé vo than tru ha diép
cay mam dau xanh dudi tac dong cua 2,4-D 0,1
mg/l bi han ché khi c6 taxol trong méi trudng
nudi céy. Tuy nhién, sy tao seo trong moi
truong c6 2,4-D 0,2 mg/l khong hoan toan
khong bi anh hudng bai taxol, ¢ 1€ bai sy hién
dién cua auxin ndng do cao. Colchicine khong
¢6 tic dong day l4i anh huong cua taxol trong
qua trinh tao seo co thé do 2,4-D 1a tac nhan
cam ung manh su phan chia cia té bao tru ha
diép cay mam dau xanh.

5. KET LUAN

Su phén chia t& bao thyc vat trong qua
trinh tao phac thé r& va sy tao md seo tir try ha
diép cay mim dau xanh bi e ché boi taxol.
Néng d6 taxol cang cao, tac dong trc ché cang
manh. Colchicine ¢4 vai trd han ché tac dong
trc ché su phan chia té bao cua taxol trong qua
trinh tao ré nhung lai khong c6 hi€u qua trong
sy tao md seo.

Thi nghiém nay dugc thuc hién véi muc
dich xay dung mot hé thong sinh tric nghiém
nhim danh gia hoat tinh ctia taxol trong cac h¢
thong t& bao Taxus in vitro truéc khi dinh
lwong chinh xac bing cac phuong phap phan
tich hién dai.
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INHIBITION OF TAXOL ON THE DIVISION OF GREEN BEAN (PHASEOLUS
AUREUS ROXB.) HYPOCOTYL CELLS

Le Thi Thuy Tien”, Bui Trang Viet”, Nguyen Duc Luong®”
(1)University of Technology, VNU-HCM
(2)University of Sciences, VNU-HCM

ABSTRACT: Taxol inhibited plant cell division. This was demonstrated by the inhibition of root
primordia and callus initiation from mungbean’s hypocotyls. The initiation of root primordia and roots
elongation were prevented by Img/l taxol. Colchicine (15mg/l) decreased effect of taxol in root
primordia but not in callus initiation.

Key words: callus, colchicine, crown of root, hypocotyl, root primordia, taxol, Taxus sp.,
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