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1. MO PAU

Dinh lang cé hai hop chit chinh quan trong la polyacetylen va saponin, c&c hop chat ndy co
nhiéu ¢ ré vala (Vo DH, Yamamura S, Ohtani K,Kasai R, Yamasaki K, Nguyen TN, Hoang
MC,1998). Saponin triterpen cé téc dung tich cuc chéng oxy hda, chdng stress (Nguyén Thi Thu
Huong, Nguyén Thi Anh Nhu, 2002).

Tuy nhién lugng saponin triterpen tu nhién trong cdy Dinh lang kha han ché, khdng du dap
tng nhu cau vé duoc liéu. Bé thu nhan mot lwong 16n cé&c hop chat tu nhién ma khdng phu thuc
vao nguon thyc vat trong trong tu nhién, nguoi tatién hanh nudi cady md dé thu sinh khéi, dic biét
la nuéi ciy té bao (Ahn, C. H., W. M. Yoon va csv ,1996; Mathur, A., Y. N. Shuklav va csv,
1994).

Chung téi trinh bay cac két qua budc diu nghién ciru sy tao dich treo té bao va thu nhan ré tur
dich treo té b&o cay Dinh ling Polyscias fruticosa L. Harms nhim tao mot lwong 16n cac dong té
bao 6n dinh varé tao thanh tir dich treo ding |am vat liéu dé li trich va thu nhan saponin.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1, Vat ligu

M6 se0 14 tuan tudi co ngudn goc tir 14 non cua cay Dinh lang Polyscias fruticosa L. Harms
in vitro dugc nudi trén mdi truong MS ¢c6 bod sung 2,4 — D 2mg/l va 20% nuéc dia (LE Thién
Thu, V& Thi Bach Mai, 2005).

2.2. Phuwong phap

2.2.1. Tao md seo tir |14 ciza chéi trong in vitro

Sir dung |4 non cia cy in vitro, tao vét thuong thang goc voi & va dat cac 1a nay trén moi
truong MS ¢d bo sung 2, 4 — D 2mg/l va 20% nuac dira Theo ddi biéu hién cua mau ciy va sy
giatang trong luong twoi sau 14 tuan nudi cay.

2.2.2. Tao dich treo té bao

Chuyén 2gam mo sco (phan mém, dé tach roi) 14 tuan tudi tir moi truong MS c6 bo sung 2, 4
— D 2mg/l va20% nuac dira sang S0ml ¢6 chira 10ml mai trudng long véi cac nong do auxin thay
doi nhu sau:

- MSL: MScébd sung 2, 4 —D 1mg/l va 20% nuéc dira

- MS2: MScobd sung 2, 4 —D 1,5mg/l va 20% nudc dira

- MS3: MSc6bd sung 2, 4 —D 2mg/l va 20% nuéc dira

- MS4: MSco bo sung IAA 1mg/l va 20% nudéc dira

- MS5: MSco bb sung IAA 1,5mg/l va 20% nudéc dira

- MS6: MSco bd sung IAA 2mg/l va 20% nudéc dira

Céc erlen dugc dit trén méy |ic véi van toc 80 vong/pht, nhiét do 26 + 2°C, anh sang 1000 +
200 lux. Cac mau dugc cay chuyen llan/tuan. Quan sat sy tang trudng cia dich treo te bao bang
kinh hién vi qua 3 giai doan: phéan chia, téch roi, tao nhém.

2.2.3.Khd nang tao ré tir dich treo té bao
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Chuyén 2ml té bao ling cua dich treo té bao tir mdi trudong MS véi 2, 4 — D Img/l (mGi
truong tao dugc dong té bao on dinh) sang cac erlen 50ml ¢6 chira 8ml mdi truong co b sung
auxin 1mg/l vandng do cytokinin thay doi nhu sau:

- MSR1: MSco b sung 2, 4—D 1mg/l, BA 0,5 mg/l va 20% nudc dira

- MSR2: MSc6 b sung 2, 4—D 1mg/l, BA 1 mg/l va 20% nuéc dira

- MSR3: MSco b sung 2, 4—D 1mg/l, BA 2 mg/l va 20% nudc dira

Theo doi thay ddi vé& mit té bao trong dich treo dan dén su tao ré.

2.2.4.Quan st hinh thai gidgi phdu: Quan st sy bién doi md seo dén khi tao dich treo té bao
& Cé&c giai doan vasu tao ré tir dich treo té bao.

3. KET QUA

3.1.Tao mo seo tir 14 ciia chdi trongin vitro

Sau mot tuan cac vét cit thang goc voi 14 c6 kha nang tao thanh mo seo. M6 seo duoc tao trén
mOi truong o bo sung 2, 4 — D 2mg/l. T bao md seo xuat hi¢n xung quanh vi tri vet thuong cua
la vatiep tuc giatang kich thuoc theo thoi gian. Sau 8 tuan nudi cdy mo seo 0 trong luong tuoi
tang truong on dinh.

3.2.Tao djch treo té bao

M6 seo dugc tao thanh va 6n dinh sau 14 tuan tudi duoc chuyén sang mdi truong long co
nong do auxin giam mot nia (MS co bo sung 2, 4 — D 1mg/l va 20% nuoc dira), day 1a moi
truong cd kha nang phong thich cac té bao riéng 18 va cac dong té bao n dinh cd dic tinh gan
giong nhau.

Sur phong thich cac nhém té bao va céc té bao don tir md seo khoang sau 3 tuan nubi cay.
Dich treo té b&o 6n dinh sau 4 -5 |an ciy chuyén. Dich treo té b&o cd mau vang nhat, kich thudc
ciia cac cum té bao khéng déu nhau. Quan sat dudi kinh hién vi céc té bao hinh tron, nguyén sinh
chat dam dic.

Bang 1. Su tao dich treo té bao cdy Dinh lang trong cac mdi truong ¢ nong do auxin thay doi

theo thoi gian
M i trwong Nhan xét vé tinh trang cia dich treo té bao
Sau 3 tuan Sau 5 tuan Sau 8 tuan
M S1 Céc té bao bat dau dugc | C6 sy phan chia t€é bao | Tao ddugc té bao cd kha
phong thich (hinh 3) nang sinh phdi (hinh 1, 4)

MS2 -nt- -nt- Mot so it té bao co kha nang
sinh phoi

MS3 -nt- Su phéan chiaté baoratit | Khéng tao dugc t¢ bao co
kha nang sinh phoi

M -nt- -nt- -nt-

M S5 -nt- -nt- -nt-

M S6 -nt- -nt- -nt-

3.3.Kha ning tao ré tir dich treo té bao
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Sau 8 tuin dugc nudi trén mdi truong MS long ¢ bd sung 2,4 — D 1Img/l va 20% nudéc dira
thi cé&c té bao 6n dinh c6 vach mong, ding kinh, té bao chat dam dac. Nhiing té bdo ndy dugc
chuyén sang c&c mdi trudng tao ré khac nhau. Mai truong cd kha nang tao duoc ré laméi truong
MS c6 bd sung 2, 4 — D 1mg/l, BA 2 mg/l va20% nuéc dira

Céc té bao nuéi trong mdi truong co kha niang tao ré duoc theo ddi dén khi ré tang truéng
(hinh 2).

Bang 2: Su tao ré tir dich treo té bao trong c&c médi trudng co ndng do auxin va cytokinin
khéc nhau theo thoi gian.

M i trwong Nhan xét vé sir tao ré trong cac méi trwong ciia dich treo té bao
Sau 2 tuan Sau 4 tuan
MSR1 Khéng c6 su tao thanh phdi hinh cau Dich treo t¢ bao bat @ dau chet va hdéa nau

trong mdi truong nubi cay.

M SR2 Phoi hinh cau duoc tao thanh nhung | Cac phéi hinh cau phét trién thanh phoi
rat it. hinh tim

MSR3 Phoi hinh cau duogc tao thanh nhiéu | Cac phéi hinh cau phét trién thanh phoi
hon so véi mdi trudong MSR2 (hinh 5) | hinh tim, varé bét dau xuat hién (hinh 2)

3.4.Quan sat hinh théi giai phau

Quan sét qua trinh tao md seo tir 14 va thay c6 sy bién d6i vé mat hinh tha sau 2 tuan nhan
thiy c6 s phan phan héa cua té bao nhu md. Quan sét cac dong té bao cd kha ning sinh phdi thay
cé&c t& bao ndy c6 qué trinh phét trién gidng nhu qué trinh phét trién cia phdi hop tr. Gom cac
giai doan phat trién phéi hinh cau, phdi hinh tim, va phét sinh co quan. Céc co quan nay dugc giai
phau nhudm hai mau va quan sét dudi kinh hién vi cho thiy ching c6 ciu tric caaré.

4THAO LUAN

Trong thi nghiém ching t6i sir dung 14 non cua cdy Dinh lang in vitro dé tao vét thuong va
trén méi trueong o sy hién dién cua auxin manh 142, 4 — D 2mg/l ¢6 bd sung 20% nudéc dira dé
tao MO sc0. M6 seo |adam té bao khéng phan hda, cé dic tinh phan chia manh, md sco duoc tao
ra do nhirng x40 tron trong quéa trinh tao co quan, nhét 1a sy tao ré, than non hay nhirng manh than
non cta cdy truong thanh dé cho md seo trong diéu kién nudi cay in vitro, dudi tac dung ciia mot
auxin manh.

M6 seco dugc tao thanh phu thudc vao viéc sir dung auxin riéng 1é hay két hop véi cytokinin,
ban chit vandng do caa auxin (Bui Trang Viét, 2000). Mic khéc auxin, dic biét 1a 2, 4 — D duoc
sir dung thudng xuyén trong sy cam tng tao md seo ¢ nhiéu load thuc vat. Ngoai ra auxin can
thiét dé tao md seo c6 kha niang sinh phdi & nhidu lod thuc vat (Amirrato, 1983; Kysely va
Jacobsen, 1990; Lazzer vacsv, 1987).

Sy ting trudng cua dich treo té bao tly thudc chu yéu vao cac qua trinh: sy phan chiaté bao,
su tao nhom té bao, sy téch roi te bao quatrinh nay tuy thudc chu yeu vao sy hién dién ciaauxin
& ndng do thich hop trong nudi cay, vao nguon gbc ciia md seo, qué trinh Nudi cay md seo vacac
thanh phan khéc trong mdi truong. Ham lwong auxin cao thuong |am tang su tach roi cua té bao,
nhat lakhi c6 sy két hop cytokinin hay nuéc dira (Torres, 1989; Bli Trang Viét, 2000).

Phoi thé hé 1a phdi dugc thu nhan tir té bao thé hé (t& bao 2n), theo con dudng sinh phéi thé
hé, céc té bao thé h¢ dong vai tro sinh phéi hop tir va sy phét trién ciing nhu phdi hop tir. Hai giai
doan cua si thu nhan phdi thé hé 1& (Edwin,1996; Bui Trang Viét, 2000)

- Tao céc té bao c6 kha nang sinh phéi voi sy hién dién cia auxin riéng |& hay két hop véi
cytokinin.

- Tién hoa phéi thé hé, giam hay loai bo auxin trong méi truong nuéi ciy, co thé thu duoc sy
phat sinh co quan ¢ giai doan nay.
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Trong giai doan dau caa thi nghiém chdng tdi sir dung 2, 4 — D 2mg/l d& cam tng tao mo sco,
nhung trong qua trinh tién héa phéi thé hé thi ham lugng 2, 4 — D duoc giam di mot nia. Vi vay
trong méi truong ndy thu dugc nhitng dong té bao ¢ kha nang sinh phdi  (hinh 4), tir nhing té
b&o ndy s& tao dugc ré trén mdi truong MS cd bd sung 2, 4 — D Img/l, BA 2 mg/l va 20% nudéc
dua

5KET LUAN

M6 seo 14 tudn tudi caa cdy Pinh ling Polyscias fruticosa L. Harms nudi trén mdi truong
MS c6 bd sung 2, 4 -D 2mg/l va 20% nudc dira la vat liéu tdt nhit dé sir dung 1am vat liéu tao
dich treo té bao. Méi truong long MS ¢6 bb sung 2, 4 — D 1mg/l va 20% nudéc dira la mdi trudng
thu nhan c&c dong té bao cdy Pinh lang Polyscias fruticosa L. Harms ¢ kha niang sinh phéi. D6
|& cac té bao vach mong, déng kinh, nhan to, té bao chit dam dic.

Maéi truong long MS ¢ b sung 2, 4 — D Img/l, BA 2 mg/l va 20% nudc dirala méi truong
ma cé&c dong té bao c6 kha nang sinh phdi caa cdy Dinh lang Polyscias fruticosa L. Harms tao
dugc ré. Tur 6 lugng lon ré ndy c6 thé thu nhan saponin bang cac phuong phép li trich.
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PHU LUC

Hinh 1. Dich treo té bao trén MS Hinh 2. Dichtreo té bao tren MScd Hinh 7. L&t cit ngang cua

c6 2,4-D 1mg/l 2,4—-D 1mg/l vaBA 2mg/l ré tir dich treo 1,biéu bi; 2,
nhu mo; 3,ndi bi; 4. libe; 5,
moc

- 2
-

Hinh 3.Té bao dang phéan chia Hinh 4.Té bao c6 thé sinh phoi

Hinh 5. Phéi hinh ciu Hinh 6. Phoi hinh tim



