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TOM TAT

Phéi cua thyc vat khong nhitng chi duge phét sinh tir t bao trimg da thy tinh ma nd cdn cé thé duge
tao ra mdt cach ty nhién hogc nhan tao tir nhidu loai t bao khac nhau, bao gdm ca té bao sinh dudng.
Mic di c4c yéu t& di truyén quyét dinh tiém ning hinh thanh phdi sinh dudmg clia loai/kiéu gen, nhung
su bidu hién kha n%ng phét sinh phoi sinh dudmg & mirc 48 té bao dugce xéc dinh bai cée déu hiéu sinh Iy
va phit trién. Céc t€ bio tiém nang c6 thé phan img véi cic didu kién khac nhau trong giai doan diu cia
qui trinh phét trién phét sinh phdi. Nhin chung, nhimg diéu kién nay bao gbm viéc thay dbi ndng d6
auxin (ndi sinh hoic ngoai sinh) va céc phan Umg stress. Nhitng két qua thyc nghiém gin day trong linh
vyc sinh hoc phan tir thuc vét da chimg minh vai trd ciia viéc t4i t5 chirc cic gen trén nhidm sfc thé biéu
hién qua c4c kiéu hinh khac nhau. C6 thé dua ra gia thuyét ring sy khai diu qué trinh phét sinh phdi sinh
dudmg 13 mot phan (ng tdng thé v6i v6 sb nhirng tin hiéu ddng thdi, bao gdm auxin va cac nhén t stress.
Ngodi viée tai td chirc té bao va céc diéu kién sinh Iy, phan (tng nay cdn bao gbm viéc ting cudng tai td
chirc nhiém sic thé, kich hoat chuong trinh phat sinh ph6i; mit khic né bit hoat chuong trinh phét sinh
phéi & céc té bao sinh dudng bing cich bét hoat cic gen trung gian trong nhifm sic thé. Trong bai thng
quan ndy, chling ti xin trinh by tdng quit mdt s cic két qua nghién ctru thyre nghiém nhim lam séng té
gi4 thuyét trén. Ngodi ra, chiing t6i cling trinh bay nhimg két qua buédc diu v& nghién ctru phat sinh phai
trén cac dbi tugng nhur: hoa Lily, hoa Cam chwéng, hoa Cat tudng, hoa Héng, hoa Chudng, Dia lan, lan
Hcf) diép, mét s6 gidng Phong lan, cdy Héng, cdy Lia, cy D4u tay, cdy Khoai tdy, S4m Ngoc linh, Che,
Héng mon... tal Phong Cong nghé thye vat, Phan Vién Sinh hoc tai Da Lat tir 1996 dén nay.

Tir khéa: chirf, cde phan ing stress, qud trinh phdt sinh phéi sinh dudng, sw tdi té chire nhiém sdc thé,
sy tdi 16 chire 1€ bao, 1€ bao c6 kha ndng phdt sinh phéi

MO DAU

So lirge vé phdi v tinh. Phdi v6 tinh chira chit
dinh dudng tuong tr phéi hiru tinh, c6 mim chép ré
va chdi dinh nén co6 thé nay mim tryc tiép thinh cay
khéng qua giai doan phét sinh chdi, 1&. Cac mé va té
bao sinh dudmg nudi cly in vitro tryc tiép tao ra phdi
v§ tinh théng qua mdt qua trinh tao mb sgo trun
gian. Té bio md s¢o c6 thé phan chia theo cp sg
nhén, nhi vay, chi sau mot thoi gian ngin né c6 thé
tao duge mot sé lugng phdi dang ké. Cho dén nay,
trén 200 lodi cdy tréng d4 duge nhén gidng thanh
cdng bing cong nghé phdi v6 tinh. Phoi vd tinh cé
thé bao quan lau dai va cho nay mim vao thoi vu
thich hgp. Cong nghé tao phdi v tinh hign vin dang
1A cong nghé tién tién trén thé giéi (Nguydn Vin
Uyén, 2006; Duong T4n Nhuyt, 2007).

Qu4 trinh phét sinh phdi & thye vit. O cac
loai thuc vat bic cao, su thu phén kép (su thu phén
ciia té bao noan ddng thoi véi sur thy phén cta té bao
trung tam) sinh ra phdi va n6i nhli mdt c4ch ddng

thoi, tr d6 tao ra mdt hat c6 thé sinh trudmg binh
thudng. Sy phét sinh phdi hop tir & thye vét 1a mot
qua trinh 4n sau trong md me. Ngodi nhimg dir liéu
md hoc thu thdp duge trén nhidu loai thi viéc phan
tich cic dang dot bién clia Arabidopsis cling d3 gop
phin 1am sing td mét chudi c4c sy kién xay ra trong
qué trinh phat trién phéi & thyc vat (Mordhorst et al.,
1997). Vi nhén gibng va thy phan in vitro, két hop
v&i cac bién phdp phén tr va gen, 44 1am séng 10
thém mot sé chi tiét va ddng thoi cling c6 nhiing
déng gép thiét thue vao vén hiéu biét cua chung ta
vé qué trinh phét sinh phdi sinh dudng & thuc vét
(Grimanelli ef al., 2005, Kranz et al., 1995; Kranz,
1999; Sprunck et al,, 2005). Tuy nhién, & cac loai
thure vit bic cao, viéc khong thé phét sinh phéi hegp
tr & mot s8 loai duge cho 13 ¢6 Jién quan dén sy sinh
san vo phéi (apomixis — sur sinh san khong théng qua
qué trinh thy tinh) (gdm hon 400 lodi cy thudc it
nhit 40 ho khic nhau; Bicknell, Koltunow, 2004).
Trong qué trinh sinh sin v& phdi, sy hinh thanh hat
v tinh bit ddu tir mé me cita noin, khéng trai qua
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qué trinh giam phén va thu phin, din dén sy phat
trién ciia phdi (Bicknell, Koltunow, 2004). Hién
twrgmg sinh san vo phdi da bdc 16 hai khia canh quan
trong cia qud trinh phét sinh phéi & thye vét: (1) Cac
diém nhén kich hoat sir thy phén cé thé dugc thay
thé bing nhimg co ché ndi sinh; (2) G mét sb loai
thue vit bic cao, ngoai té bao noin dugc thy phén
thi c4c loai té bao khéc ciing c6 thé duy tri va giit lai
kha ning phét trién phdi. Miic dii qué trinh sinh sin
v6 phéi chi han ché & cac té bao phét sinh dinh ho#c

Duong Tén Nhyrt et al.

nodn, nhung cling ¢c6 mét sb lugng 16m té bao sinh
dudng thyc vit cd thé trai qua qué trinh phat trién
phéi duéi nhitng didu kién thich hop. Vi dy, sy hinh
thanh phdi (c6 vai trd nhir 1a mAm sinh dudng) cling
¢6 the xdy ra trén mép la cla cly Kalanchoé,
Bryophyllum (Yarbrough, 1932) hay cic ciy thudc
chi Malaxis (Taylor, 1967). C6 nhiu thi nghiém
phét sinh phai dugc bat du tir nudi ciy in vitro chc
té bao sinh dudng (Thorpe, 1995) hoiic té bao giao tir
(vi dy: tiéu bao tir, Reynolds, 1997).

Phat sinh phoi Phat sinh phbi
in planta in vitro
Hop tir V6 tinh Sinh dudng Giao tlr

I
i Swysinh ghéi i Thuphén |
E hat phén ol in vitro '
________ |.____--a |-.._____.|____--._|

Tir té bao Tir t& bao . ) . _ | T cac giao tr

noan da dwgc tui phéi chura Tir cac té bao o géc tiéu déc lap hay
thy phan thu phén sinh duéng bao tw dwoc dung hop

Hinh 1. C6 nhidu con dudng din téi sy phat trién phdi & thyc vat bac cao. Sy phéat sinh phdi & phan Ién
nhﬁ’ng thiee vat bac cao bat d&u véi sy thy phan kép (sy thy phén clia té bao noan déng théri véi sy thu phéan

cuat

bao trung tdm). Tuy nhién, & mdt sé loai va trong mét sd didu kién nhét dinh, viéc phat sinh phdi co thé

khéi dAu trong tai phdi ma khdng can qua trinh thy phén (sinh san vé phéi). O mot sé loai thye vat khac (vi du:
Kalanchoe sp.), phdi (c6 vai tré gidng cdc chdi mim) c6 thé xuét hién & mép 1a (qua trinh phat sinh phdi sinh
duedng in planta). Qua trinh phat sinh phéi cling c6 thé dwoc kich thich nhan tac déi vdi cac té bao sinh

dudng hodc cac té bao giao tr in vitro.

Cén phai hiéu r3 vé tit ca cic dang thic phét
sinh phéi & thyc vit truée khi bt ddu tién hanh
nghién ciru (Hinh 1). Nhimg loai hodc kidu gen nay
phai ¢6 tiém ning di truyén dé tao phai tir cac té bao
sinh dudng va mét hay vai té bdo clia miu cdy phai
cé kha ning nhén tin hiéu (ndi sinh hay ngoai sinh)
d& kich hoat con dudng phat trién phat sinh phdi din
t&i sy hinh thanh phdi ngay ca khi khéng con tin higu
kich thich.

Mic du qud trinh phat sinh phdi sinh dudng in
vitro dd va dang duc 4p dung réng rai trén nhidu dbi
twgng thye vt & cic phong thi nghi¢m nudi cAy mb,
nhung co ché sinh hoc cia qua trinh nay thi hiu nhy
viin chua dugc hiéu r8. Nhimng diéu kién dic biét dé
kich thich sy phét sinh phéi thi chi dugc thiét l4p
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mbt cach may méc theo kinh nghiém vi ngudi ta vin
chua biét tai sao nhimg kiéu gen ho#ic miu chy nhu
viy lai ¢6 tiém ning phat sinh phdi, tai sao va lam
thé ndo dé dat dugc kha ning d6, ciing nhu dau 12
diém nhin kich hoat qua trinh phét trién clia phéi.

KHA NANG PHAT SINH PHOI CUA CAC TE
BAO SINH DUONG

Kha ning phét sinh phdi sinh dudngsdugce biéu
hién trudc hét 13 & mirc kidu gen (Kielly, Bowley,
1992; Moltrasio ef al., 2004). biduy ndy co thé dugc
chimg minh d& dang bing cich chuyén kha ning
phét sinh phdi tir kiéu gen cé kha ning phat sinh
phéi sang kiéu gen ngin cin sy phét sinh phéi thong
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qua qua trinh lai giéng hiru tinh (Bowley et al., 1993;
Kielly, Bowley, 1992; Moltrasio ef al., 2004). Mic
di c4c diéu kién kich thich sy phat sinh phéi 44 dugc
thiét Hp cho nhiéu loai, nhung vin cdn mét s6 hugng
16m céc loai chua thé tao phdi sinh dudng. Thim chi
ngay trong ciing mdt loai, co kidu gen dé& tao phdi
nhung ciing c6 kiéu gen ngén cin sy tao phdi. Tuy
nhién, cin phai nhin manh ring trong nhidu truém
hop, sw ngiin can tgo phéi cé thé dugc giai quyét
biang cach téi wu héa cac didu kién sinh trudng cia
cdy hoic bing cich chon lya miu cdy thich hgp
(Krishna Raj, Vasil, 1995). Vi viy, viéc xdc djnh céc
dic tinh di truyén c¢6 thé chi dugc sir dung dé xac
dinh vi tri va thdi diém biéu hién kha ning sinh phai,
Do d6, kha nang phat sinh phdi chii yéu duge xé4c
dinh théng qua churong trinh phét trién cia thyc vét
ciing nhu nhing d4u higu ciia moi trudmg,

Phoi sinh dudng c6 thé phat trién trén tét ca cic
co quan cia Ci rbt hojic co Linh ling ma ¢6 mang
nhitng kiéu gen nhit dinh quy dinh sy phat sinh
phdi, didu d6 cho thiy bién d4 biéu hién rong cia
kha nang sinh phdi. Tuy nhién, & phin 16n céc lodi
thue vét, kha nang phét sinh phéi bj han ché &
nhitng mé nhit dinh coa kiéu gen néi trén. Nhimg
thi nghiém nudi cAy mé cho thiy gifta c4c co quan
khac nhau ciia cdy tn tai mot gradient phan ung
phat sinh phéi. Cac md cé ngudn gbe tir phdi thi co
kha ning phét sinh phéi cao nhét, va kha ning nay
gidm din & cong dudi 14 mdm, cudng 14, 14 va ré
(Neumann, 2000). Nhung thdm chi néu tiém nang
phat sinh phdi d3 bi mét di & cac té bao sinh dudng
thyc vat thl n6 vin cé thé dugc pbyc hdi. Nhimg
con dudng phat sinh phoi gidn tiép nay cin phai trai
qua giai doan tao md sgo trung gian nhim biéu hién
tiém ning phat sinh phai.

Hién nhién, kha ning phat sinh phoi ciia té bao
thye vét khéng nglmg giam trong sudt qué trinh phat
trién c4 thé, va n6 con phy thudce vao loai. O thyc vét
mét 14 mim, bao gdm hlu hét cc loai ngii cbc quan
trong, kha nang phét sinh phéi hiu nhu chi gi6i han
& céc té bao c6 ngudn gbe tir phdi hoic mé phén sinh
bao gbm phdi non, hat, géc 14 (Gramiae), dinh chdi
(Orchidaceae), vay ci (Liliaceae) va chdi bén
(Krishna Raj, Vasil, 1995). Kha niing phit sinh phéi
cta nhitng té bao m6 phan sinh nay c6 thé duge duy
tri néu miu cdy dugc nubi trong mdi trudng cd bd
sung 2,4-D, tiép d6 cho tao mé seo. Tién hanh cly
chuyén nhitng té bio md se¢o c6 kha ning phat sinh
phéi ndy sang méi trudng khong ¢6 chit kich thich
ting trudng hoic moi trudng cé bd sung auxin véi
ham lugng thdp thi ¢6 thé dat dugc mdt ty 1é phat

sinh phéi sinh dudng cao.

Nguge vdi cac té bao md phin sinh, cac té bao
sinh dudng ciia cdy mdt 1A mam thi dugc biét hoa
sém va nhanh hon, didu nay lam mét kha ning phin
chia va phat sinh hinh théi cia ching. O khia canh
ndy, cin luu y 12 sy diéu hda quéd trinh phat trién
chuyén tiép tir giai doan con non dén giai doan
trudng thanh c6 thé khac nhau gitta cdy mot 14 mdm
va ciy hai 14 midm (Chuck, Hake, 2005). Mac du Iy
do tryc tiép cua viéc sém mét di tinh toan ning &
thyc vat mdt 14 mdm van chua dugc biét dén,
nhung ngudi ta d8 co thé lién hé sy didu hoa
nghiém ngit cla qua trinh tdng hop nay véi qua
trinh chuyén hoa cua céc chit didu hda ndi sinh,
ching han nhir auxin.

Nhiéu thi nghiém da dugc thyc hién dé so sanh
kidu gen didu khién sy phat sinh phdi va kidu gen
ngin can sy phat sinh phéi nhim chi ra nhimg khéc
biét chinh gitta chiing (Fehér et al., 2003). ( cé Linh
lang (Medicago sativa spp. varia), nhimg kiéu gen
¢6 quan hé mat thiét dugc chon lgc dya trén kha
ning phat sinh phdi cua chiing (Bodgre et al., 1990).
Ciac phan dmg cila ching vdi auxin dugce so sdnh va
nhimg dic didm khac nhau dugc ghi nhin. Nhimg
gen dap Gng voi auxin duge kich thich ho3c bj trc
ché & ndng do auxin rat thip 4 chéng lai nhitng kiéu
gen ngan can sir phat sinh phoi (Bbgre et af., 1990).
Ngoai ra, auxin cdn c6 tic dung tic ché sy ra ré cia
nhimg miu cit chdi sinh trudng in vifro & nbng b
thp hon nhidu (Bbgre et al., 1990). M6 s¢o clia cic
kidu gen khéng phat sinh phéi van tiép tuc sinh
trudémg trong méi trudng bd sung 2,4-D c6 ndng dd
tuong duong v6i ndng dd e ché sy phin bao cia
nhitng kiéu gen didu khién sy phat sinh phdi. Nhimg
quan sit ndy da chi ra nhitng khac biét déng ké vé
tinh nhay cam v6i auxin ciia hai kifu gen nay. Vai
trd quan trong ciia cic hormone bién dudng noi sinh
(bj anh hudng bai tinh di truyén, c4c ddu hidu sinh ly
va mdi trudng) trong giai doan kich thich phat sinh
phdi sinh dudng 43 dugce thira nhin (Jiménez,
Thomas, 2005).

Kha ning phat sinh phdi dugc thé hién 14n cudi
cing vio giai doan nhitng t& bao don lé. Tuy nhién,
rét kho dé x4c dinh 5 rang ring kha ning ny ciia té
bao mang ¥ nghia gi. Theo mdt dinh nghia dugc
chip nhin rong rdi thi t& bdo ¢6 kha nang phst sinh
phéi 12 nhimg té bao ¢6 thé biét hoa thanh phéi néu
chiing nhén duge nhitng tic nhin bigt héa (Halperin,
1969). Tuy nhién, trong nhiéu trirémg hop, kha nang
phat sinh phdi cin phai dugc kich thich (vi dy: trong
qué trinh phét sinh phoi sinh dudng gian tiép), va
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khong d& dé phan biét gitta tin hiu cam tng va diém
nhin kich hoat qué trinh phat trién phdi. Kha niing
phét sinh phdi ctia té bio c6 lién quan dén qué trinh
phén biét héa clia nhimg té bao sinh dudng cho phép
chitng phan tmg véi nhimg déu hiéu phat trién méi.

Ngudi ta nhén thdy nhimg té bao cé kha ning
phét sinh phbi c6 thé dugc nhén biét thong qua hinh
thai 1a nhitng t& bao nho, duge bao boc béi khéi té
bao chét day va nhitng khéng bao nhd. Xét v& khia
canh nay thi chiing rét gidng c4c té bao mé phén sinh
hay hop tir va sy gibng nhau nay dugc thé hién r&
trong qué trinh phan chia khéng dbi xtmg cua ching
(Hinh 2).

Hinh 2. Diém tvong ty vé mat hinh thai gilra té bao
phat sinh phéi dang phan chia khdng abi x(rg ¢b
nguén 96c tir t& bao trén cla la ¢é Linh lang (a) va
hop i clia cay Bap (b) (Fehér et al., 2005).

Nhitng t& bdo c6 kha ning phét sinh phéi cé dic
diém 11 nhﬁn ndm & vi tri trung tim, c6 nhing éng
siéu nho ndi b4t & gin nhan va nhing sgi nhé actin
(8amaj et al., 2003). Ngoai ra, ching cén cé mot
thanh t& bao c6 céu triic dic biét. Cac dang té bao
niy vira c¢6 ngudn gbe tir cdc md phén sinh (hojic mé
phét sinh phdi) vira cé thé dugc tao ra tir nhimg té
bio c6 khoang khéng bao 16n trong mét sb diéu kién
thich hop; ching han nhu sau khi xir Iy véi 2,4-D.
Tuy nhién, mdt sb loai hormone (abscisic acid, ABA,

cytokinin) hojc stress khic ciing c6 thé kich thich sy

hinh thanh nhimg kiéu t& bao c6 kha nang phat sinh
phéi (Ikeda-Iwai et al., 2003).

Qué trinh phét trién cia nhimg t€ bio cé kha
nang phét sinh phdi d3 dugc mé ta mét cach cy thé
d6i voi hé théng nudi chy té bio don (Nomura,
Komamine, 1985) hodc mé ta bing hinh anh, video
dbi voi hé théng nudi cAy huyén phi té bao cia Ca
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rét; hodc nudi cly té bao trén clia 14 ¢o Linh ling
(Bdgre et al., 1990; Dudits et al., 1991, Pasternak et
al., 2002; Fehér et al., 2005).

Khi sir dung k¥ thudt theo doi té bao bing hinh
anh d8i véi nhirg t& bao don Ca rét trong hé théng
nudi cdy huyén phi té bio, mic di nhimg hinh anh
thu dugc khéng cho thdy rd nhitng dang té bao c6 thé
khi tao cac té bao cé kha ning hinh thanh céc cym
té bao tién phdi nhung vin cé thé quan st duoe ty 16
rit cao cac té bao nho, hinh clu va cé khéi t& bao
chit day (Toonen et al., 1996). Ky thuit twong tir
cling d3 dugc st dung thanh cong dé chimg minh
ring sy biéu hién cia céc gen SERKI1 (somatic
embryogenes:s receptor kinase) thyrc ra cé lién quan
dén trang théi caa cac té bao phat sinh phéi (Schmidt
et al, 1997) Sau qui trinh phén chia clia nhimg té
bao Ca rét nho, hinh ciu va day dic té bao chét nay,
thanh biéu vi JIM8 clia cdc t& bao (JIMS cell wall
epitope) dugc chuyén mét céch khdng dbi ximg sang
céc té bao con, va chi cic t& bao khdng con thanh
biéu vi méi c6 kha nang phét sinh phoi (Toonne et
al., 1996).

Mot nghién ciru khic duge tién hanh bai
Nomura v Komamine (1985) dwa trén sir phén doan
cic té bao huyén phu Ca rét. Ho da phén ldp dugce
céc té bio nho, day dic té bao chat vi ¢ cling dudng
kinh (trang thdi 0) ma c6 thé phét trin ddng thri
thanh phoi sinh dudng & nhitmg didu kién thich hop
(Osuga ef al., 1999). Ngudi ta thdy ring su hinh
thanh cua cac té bao trang thai 1 (cic cum té bao
phét sinh phéi) thi phu thufc vao auxin, tuy nhién
auxin lai ngan can sy phat tridn sau nay cua té bao
{Nomura, Komamine, 1985).

Hé théng nudi cdy té bao trdn cua l4 cé Linh
IAng cho phép tién hanh nhitng nghién ctru chi tiét &
mirc d4 té bao don va ca & mirc d§ quin thé té bao
(Fehér et al., 2005). Két qua cho thdy su phat trién
cha nhimg té bao ndy thi phu thudc vao ndng d6
2,4-D: méi trudmg b6 bd sung 1 uM 2,4-D cho phép
hinh thanh nhitng t& bao ¢6 khoang khéng bao lém
(khdéng cé kha ning phét sinh phbi), trong khi méi
trudmg cé bd sung 2,4-D v&i ndng 4 cao glp 10
Iin cho phép hinh thanh nhitng té bao nhé va day
dic té bao chit (c6 kha nang phat sinh phéi)
(Pasternak et al., 2002). Ngoai ra, hé théng ndy con
duge sir dung dé tién hanh so sanh gilta céc kiéu
gen ¢b hodc khong c6 kha ning sinh phdi (Bagre ef
al., 1990). Két qua so sanh gitra nhiing t€ bao ¢6
kha nang phat sinh phéi va nhing té bao khang cé
kha nang phat sinh phéi cho thdy ca 2 kiéu gen trén
khéng nhing thé hién nhitng khic biét vé dic diém
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hinh thii ma con thé hién nhitng bién dbi trong qui
trinh sinh ly. Nhitng té bao cé kha nang phat sinh
phdi s& c6 d6 pH trong khéng bao va té bao chét
cao hon, déng thdi ¢6 sy bién ddi ham lugng auxin
trong té bao (Pasternak ef al., 2002). Nhimg té bao
c6 ngudn gbe tir & bao trdn nay duoc kich hoat sém
hon bing cach acid h6a mai trudng lam qu4 trinh
hop thanh cdu tric Brdu/thymidine DNA cia bd
gen ciing nhurr qué trinh phin bao xdy ra sém hon
(Bdgre er al,, 1990; Pasternak et al., 2002). Su
twong quan gitta do pH cila mang sinh chét 6 thoi
diém kich hoat t& bao va sir hinh thanh céc té bao
phét sinh phéi ngdy cang dugc 1am rd bai rét nhigu
nhing nghién ctru chuyén sau. Ching han, sir dung
2-morpholinoethanesul-phonic 1am dung dich dém
thi sir acid héa mbi trudng bj chdm lai, lam tri hodn
phin chia té bio, ngin can sy hinh thanh c4c té bao
phét sinh phéi trong méi trwdmg c6 2,4-D & ndng 35
thich hgp cho sy hinh thanh ciia cic té bio phét
sinh phéi (10 uM). Miat khac, viéc acid hda tir tir
mdbi trub'ng béng L-galactolactone di c6 tic dung
thic ddy s¥ phan bao va diy manh qua trinh hinh
thanh cic t& bao phét sinh phi trong mdi trudng
khong phat sinh phdi (1 pM 2,4-D) (Paternak et al.,

2002; Fehér et al., 2005). Céc stress oxy hda (sat
dbng, oxit nitric) ciing thic ddy su phin bao vi sy
hinh thanh céc té bao phét sinh ph6i trong méi
trudng khong phét sinh phoi (Pasternak etal., 2002;

Otvts et al., 2005). Mot vai trong 56 nhil'ng thay
d8i nay c6 thé lién hé t&i thai diém ma ham lugng
auxin ndi sinh (IAA) dat mirc cao nhit (Pasternak
et al., 2002).

Hé théng trén ciing té ra hitu dung trong viéc
xac dinh nhiing gen biéu hién biét héa & céc té bao
¢6 khoang khong bao 1én, khdng cé kha ning phat
sinh phéi (1 pM 2,4-D) va nhitng gen biéu hién
biét hoa & cac té bao dam dic té bao chét, c6 kha
ning phat sinh phdi (10 pM 2,4-D). S dyng
phuong phép tich cac phin tir DNA bd sung
(cDNA) tir cdc phan rng PCR dé thu nhin mét
quén thé gidu cic cDNA ma dugc wu tién biéu hién
trong dang té bao phat sinh phéi (Fehér et al.,
2003). Viéc phén loai chirc ning cta 36 gen biéu
hién biét héa cho thiy hiu hét cac loai protein da
duoc nhan biét thi lién quan dén qua trinh tai td
chire té bao, bao gdm cac phan Ung stress, sy van
chuyén ndi bio, su bai tiét, sy tng hop protein va
c4c chirc nang cla nhén té bio. Nhifng gen nay cé
cac kitu biéu hién riéng biét trong qua trinh phét
sinh phdi sinh dudng, diéu d6 cho thdy chiing tham
gia vao nhiéu qu4 trinh khac nhau trong giai doan
hinh thanh phbi tir c4c té bao trin.

Nhitng nghién ciru tuong tir trong linh vuc sinh
hoc phan tir ciing di dat dugc mét sb thanh qua
trong viéc x4c dinh ring nhing gen cé chirc ning
tuong tir thi ciing dugc bidu hién & nhitmg hé théng
phét sinh phéi khac (Fehér er al., 2003). Chn phai
tién hanh nhitmg nghién ciru chuyén siu hon dé x4c
dinh ¥ nghia cia nhftng gen/protein ndy trong qua
trinh phét sinh phdi, nhung tinh da dang ciia ching
da’} chi ra mét loat céc thay ddi cua té bao lién quan
dén sy hinh thanh c4c té bao phat sinh phdi
(Suprasanna, Bapat, 2005). Suprasanna, Bapat
(2005) cling d4 néu ra mot sé dic diém vé sy biéu
hig¢n cla cic gen biét héa trong qua trinh phét sinh
phéi sinh dudng.

Gen dic trung nhét lién quan dén tiém ning
phat sinh phéi 14 gen mi hoéa cho enzyme SERKI1
(Somatic Embryogcnesis Receptor Kinasc), duge
Schmidt va dbng tac gia (1997) phat hién lin ddu
tién & Ca rét. Sir dung promoter SERK dé néi vao
doan gen m3 héa cho enzyme luciferase va tién
hanh theo d&i t& bao bing video, két qua cho thiy
cac té bao don ma c6 sy biéu hién cita SERK thi
thye sy c¢6 thé phat trién thanh phéi sinh dudng
(Schmidt ef al., 1997). Ngoai ra, sy biéu hién l&ch
vi tri cia gen AtSERK c6 thé lam cho sy hinh thanh
sinh phéi sinh dudng din ra mét cich d& dang
(Hecht et af., 2001). Do d6, sy bidu hién ciia SERK
duge sir dyng nhur 1d mét nhén t8 d4nh dbu kha
nang sinh phdi (Thomas et al., 2004). Ngudi ta
nhén thiy & thyc v4t, AtSERKI du'qc biéu hién lin
d4u tien trong qué trinh phét sinh dai bao tir va sau
dé la trong cac dai bao tir c6 chuc ndng, trong tht ca
cac té bao cia tii phdi cho dén khi thy phén va &
trong tii phdi cho t&i giai doan hinh tim (Hinh 4;
Schaffner, 1906). Sau giai doan hinh tim nay, sy
bidu hign clia gen khdng con dugc tim thiy & bét ki
bd phén ndo cia hat dang phat trién. Tuy nhién, gen
ndy c6 sy biéu hién thp & nhitng mé mach trudmg
thanh. Sy biéu hién gen AfSERK]/ ciing duge quan
sat & dinh chdi, mo phan sinh va 14 mdm cia hat
cay Arab:dopszs nudi cdy trong médi trudng c6 bd
sung auxin trong giai doan diu ciia qu4 trinh nudi
cdy md seo phat sinh phdi (Hecht et al., 2001). O
cac lodi thyc vat khac, nhitng gen SERK tuong
déng ciing dugc xac dinh, thim chi con dugc biéu
hién manh hom, didu d6 thé hién vai trd coa cic gen
nay trong viéc diéu hoa sy phat sinh phoi (Baudino
et al, 2001; Nolan et al., 2003; Somleva et al.,
2000; Thomas et al., 2004). Do d6, cé y kién cho
ring protein SERK don thuin chi 13 mot maker
phét sinh hinh théi tng quét chir khéng hin 1a mét
maker phét sinh phoi (Nolan ef af., 2003).
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Phébi

(céc té bao da bigt hda phdi)

A
Pidu kién nubi cay Sy tao thanh mé hinh
Chét dinh dwéng Bién ddi nhiém séc thé Sy
Phén cyc phat
Phan chia t& bao sinh
Auxin phdi
Cac
diéu .
kién Té bao quyét dinh phat sinh phoi Kidm
toy ¥ (t& bao phan biét héa phat sinh phai) Coat
A ngoai di
. truyén va
Sw bidu hign clia chwong  Cam sinh ly
] trinh phat sinh phdi ong va
Auwdn Bién i cAu tric nhi8m  chuyén
Pidu kién nudi cly sic the hoa
Dinh dudng Phan chia t& bao
) Té bao tiém nang
(té bao da phan biét héa thanh céng)
/ &
Cac | Auxin T4i t6 chirc nhiém sécthé  Bidu
didu | Stress Tai té::ht’rc té bao hién
kign | Diéu kign nudi cdy in Sw bién déi trong sinh Iy tiém
cam | vitro... \ té bao néng
g § Céc dap Lrng stress
Kha nidng phét sinh phéi ‘};linl:yséonét
{té bao 43 biét héa)

Hinh 3. Mé hinh gia thuyét cac sy kién xay ra trong qua trinh phét sinh phéi sinh dwéng. C6 v sé nhirng déu
higéu xdy ra dbng théi, bao gdm auxin (néi sinh hodic ngoai sinh), gay ra cac dap (ng t& bao bao gdm s tai 16
chirc v& mit chu tric va sinh Iy & cip d6 té bao, nhiém séc thé va su biéu hién gen. Két qua 1a nhirng té bao
phan biét héa trér thanh nheng té bao ¢6 kha néing phét sinh phéi. Cac té bao tiém nang sé phat sinh phéi néu
cac didu kién ndi bac va ngoai bdo cho phép biéu hién chwong trinh phat sinh phéi ma trong nhidu treérng
hgp, né xdy ra sau hodc xdy ra ddng théri voi qua trinh phan bao. Qua trinh phéan bao tiép theo cling véi sy
phan cyc t& bao din t6i s phat trién phéi. Viée tai td chirc nhiém sic thé dugce gia thuyét 1a co vai trd chi yéu
trong tat ca cac giai doan, bao gdm qua trinh phan biét héa, tai chuong trinh héa phat sinh phdi va qua trinh
biét hda phdi. TAt ca chung co lién quan t&i s hoat ddng hay khdng hoat ddng clia mot sd lwgng Ién cac gen

tuong dong.

SU CAM UNG PHAT TRIEN PHAT SINH PHOI

C6 nhidu hé théng nudi cy mo sir dung 2,4-D
nhu 3 mdt cht cam (mg c6 hiéu qua trong qué trinh
phét sinh phéi sinh dudng. Néu chiing ta ¢6 thé tra 1oi
dge ciu hdi; tai sao trong trudng hop ndy, loai auxin
tdng hgp nay lai ¢6 hiéu qua cao nhur vy, thi ching ta
méi c6 thé tiép can dugc nhitng hiéu biét vé cac qua
trinh xdy ra trong giai doan phat sinh ph6i. Vin dé cfm
phai dugc giai ddp trude tién 1a li§u ring 2,4-D c6 céan
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thiét cho sir hinh thanh c4c t& bao phét sinh phdi, cac
t€ bao tién phat sinh phéi hosc ca 2 loai hay khong.
Vén d& nay khong d& 82 giai dép trong trudmg hop hé
théng nuoi céy voi 2,4-D duge thidt 13p tron% m{t thon
gian dai va phdi chi duge hinh thanh khi cay chuyén
sang mdi trudng khéng cé 2,4-D (vi du: trong trudmg
hgp nudi cdy Ca rdt). Liéu sur phat trién cia phdi xay
ra truée hay sau khi méu cdy dugc ciy chuyén sang
mdi trudmg khéng ¢6 2,4-D? Hién nay, moi ngudi déu
nhét tri ring viéc x4c dinh trang thai ctia t€ bao xdy ra
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trong mdi trudng c6 2,4-D, nhung trong cling théi
diém d6 thi sir phat trién lai bi Grc ché. Viéc 2,4-D chi
12 mét diém nit chuyén dbi trang thai cia t& bao thi 4
duge nhin manh bing cac thi nghiém sir dung mét hé
théng d4c biét (nudi cAy huyén phil cac vi md seo)
nudi cdy cic té bao Medicago trong méi trudmg c6 bd
sung mdt logi auxin tdng hop khic c6 tén
naphthylacetic acid (NAA) (Dudits er al, 1991;
Gysrgyey et al., 1991, 1997). Néu cly chuyén nhimg
té bao ndy sang mdi trudong khdng cé chit didu hoa
sinh trudmg thi ching s& tao r& v&i tan s cao. Néu
nhing t& bao nay duge xir Iy 2,4-D véi ndng d6 cao
(100 uM) trong mdt khoang thdi gian ngén (khoang
vai phit) roi ciy chuyén sang moi truimg khéng cé
chét didu hoa sinh trudmg thi nhimg t& bao nay s& phat
trién thanh phdi sinh dudng. Tuy nhién, phai 2 - 3
tuln sau khi xir 1y thi méi cé thé quan sat drgc nhimg
khéi phdi diu tién trén bé mat cia mé seo. Dya trén
co s& nhitng thi nghiém ndy, mot hiéu quéa phét sinh
phéi cao cé thé dat dugc trén bé mit 14 méam ciia cly
Ca rbt sau khi cdy vao mdi trudmg c6 b sung 450 uM
2,4-D trong thdi gian 2 h (Kitamiya et al., 2000).
Thyc ra, nhitng nghién ciru nay d3 chi ra ring 2,4-D
rit cn thiét dé khoi sy chuong trinh phat sinh phéi.
Viée cdy chuyén miu cAy sang méi truimg khéng c6
2,4-D ¢6 vai trd quan trong trong viéc thiét ldp tinh
phén circ cia t& bao, ddy dugc xem 1a mét trong
nhimg s kién dAu tién cita qua trinh phat trién phi
(Samaj et al., 2003; Fehér et al., 2003).

2,4-D thudmg duegc xem nhu 12 chit toong tr
auxin, nhung né khac va c6 hiéu qua da dang hon so
vUi auxin ty nhién. Vi dy, 2,4-D d3 dugc chimg minh
14 c6 thc dung didu hoa sy kéo dai va phén chia clia
t¢ bio theo con dudng khac véi NAA (Campanoni,
Nick, 2005). Viéc 2,4-D kich thich phin biao nhung
dbng thdi lai ngan can su kéo dai cua t& bao thi da
dugc quan s4t trong trudng hgp phét sinh phdi & té
bao trdn clia ¢d Linh ling (Pasternak et al., 2002;
Fehér et al., 20035).

Tir khi 2,4-D duge sir dung nhu mét loai thudc
diét c& thi 34 c6 nhidu nghién ciru dugc tién hanh
nhim 1am sang to hoat tinh cia n6. Nhimng nghién
clru gln day cho ring ethylene dugc tao ra dé phan
{mg lai v&i nhitng loai thude diét cd c6 ban chit ja
auxin (Zheng, Hall, 2001} va ethylene kh&i ddng lai
qué trinh sinh tbng hop ABA (Grossmann, Hansen,
2001). Viéc tang cwdng bidu hién cla céc gen ma
héa cho enzyme l-aminicyclopropane-1-carboxylic
acid synthase xuc tic giai doan gi6i han tbc ¢ sinh
tdng hop ethylene ciing nhu sy lién quan dén enzyme
9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase, mdt chit didu

hda chu yéu trong sinh tong hop ABA, d3 dugc
ching minh 1a do tic dung ciia c4c chit diét cd co
ban chét auxin nhir 2,4-D (Hansen, Grossmann, 2000;
Woeste et al., 1999). Su tén thuong va chét cia té
bao dugce cho 12 do sy hinh thanh cyanide, mét dbng
san phim cia qua trinh sinh tdng hop ethylene
(Grossmann, 1996). Viéc phén tich nhiing thay déi
trong sy bidu hién gen cia todn bd vdn gen &
Arabidopsis khi tién hanh xir Iy véi 1 pM 2,4-D (gip
d6i ndng 46 ma Kitamiya va ddng tac gia sir dung dé
cam ung phat sinh phéi sinh dudng & Ca rdt) ciing da
dugc tién hanh (Raghavan et al., 2005). Trong thi
nghiém nay, c6 tng cong 148 gen co bidu hién ting
cuémg phién ma va 85 gen bidu hién sy gidm phién
m3. Ngoai 25% cac gen chira durgc nhan biét va phén
loai thi mét phf‘) réng céc hoat tinh cia 2,4-D duge
biéu thi qua nhidu 16p gen bién dbi khac nhau, bao
gbm nhitng gen lién quan dén sy phién mi, bién
dudng, truyén tin hidu, théng tin nbi bdo, luin
chuygn protein, dinh vi cic tiéu bdo, sy vén chuyén
cha té bao va sy trong tic voi cac té bao xung quanh.

Nhimg phat hién nay phu hop voi két qua cla
nhiéu thi nghiém sir dung 2,4-D lam diém nhén kich
hoat qué trinh phat sinh phéi sinh dudng. Ngodi ra,
ABA di dugc béo céo 1a c6 kha niing cam mg phat
sinh phéi t& bao sinh dudng & ciy con (Nishiwaki er
al., 2000). Viéc &p dung ABA trong nubi ciy phoi
hgp tir non clla hoa Hudng duong 33 16 ra ¢6 hiéu
qua trong viéc cdm dng phat sinh phdi sinh duding
trong méi trudng c6 chira dudmg, 14 mdi trudng chi
cho phép phat sinh tao md seo néu khéng c6 ABA
(Charriére et al., 1999). Senger va dbng tac gia
(2001) d4 dwva ra nhitng béng chimg thyrc nghigm vé
sy tham gia cia ABA ndi sinh trong giai doan cam
img phéi sinh dudng. Ho 4da chi ra ring viée giam
him luogng ABA ndi sinh & Nicotiana
plumbaginifolia 1am réi loan qu4 trinh phét sinh hinh
thai trong giai doan bt dAu hinh thanh phai hinh cAu,
viéc ndy c6 thé dugc ddo nguge bing cich bd sung
ABA ngoai sinh. ABA duge xem 13 mét hormone
stress & thirc vét. Thét ra, viéc 4p dung cac diéu kién
stress ma c6 thé cadm vng hay thic ddy sy hinh thanh
phéi sinh dudng thi 4 dugc cong bd rong rii (Fehér
et al., 2003). O céc té bdo trdn cia 14 ¢d Linh lang,
nhiéu tic nhan cam 1mg oxy héa khac nhau da dugc
tim thdy d& cam img sy hinh thanh céc té bao phéi
trong didu kién ma nhimg té bao 43 dugc kéo dai, c6
khéng bao 16n cé thé phat trién (Pasternak er al,
2002). H;0, v oxit nitric cling ¢6 tac dyng thic ddy
sy phét sinh phéi sinh dudng (Kairong et ai., 1999).

Viéc nhiing stress oxy héa va nhiing phén ing
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stress 14 mét phin vén cé cia qué trinh phét sinh
phéi sinh dudng cam Ung bdi 2,4-D thi 44 dugc
chimg minh b&i mét nghién clru microarray. L4 mém
cua hat P4u nanh dugc d4t ngira trén mdi trudmg c6
bd sung 40 mg/l 2,4-D (khoang 200 pM) (Thibaud-
Nissen et al., 2003). Sau 21 ngay nudi cdy, phdi chi
xuét hién & mit Gp cia miu cy. Dang biéu hién gen
ctia phin mit dp va mit ngira cia méu céy duge so
sanh & nhitng thdi didm khéc nhau trén mot
microarray clia ¢cDNA dong 9280. Cic sb liéu
microarray cho thiy sy oxy héa/giai, sy cai bién
thanh té bio va sy phén chia té bio lién quan dén sy
gia ting biéu hién ding ké coa ching sau 7 ngdy
nudi cdy. Sau 14 ngay nuéi cly, su phin chia té bao
bi gidm xudng, nhung s phién ma cia nhitng gen
phan (mg v&i stress lai duge gia ting. Tién hanh
phén tich protein trong qua trinh phét sinh phéi sinh
dudng & cdy M fruncatula thi xéc dinh dugc
thioredoxin va 1-Cys-peroxiradoxin trong sé 16
protein cé lién quan sy phét trién phdt sinh ph6i
(Imin et al., 2005).

Ngoai tic dung kich thich tdng hgp ABA va
ethylene, 2,4-D ¢dn c6 tic dyng lam ting mirc auxin
ndi sinh (IAA) trong t& bao thuc vét (Michalczuk et
al., 1992a, b). Vai trd chinh cia auxin trong viéc
kich hoat qua trinh phét sinh phéi d4 dugc cing cé
bing nhiing nghién ciru cho thdy ham lugng cta
auxin ting cao trong qué trinh thy phin cia Ca rét
(Ribnicky et al., 2001) va 2,4-D c6 kha nang cim
{mg sy phat trién clia cdc nodn chua thy phin ciia cdy
Lia mi in vitro (Kranz et al., 1995). Lugng auxin ngi
sinh thich hop clia miu cdy 6 thé 13 yéu cau chi yéu
trong qud trinh phat sinh phdi. Ngay ¢ & nhitng hé
théng ma khdng doi hoi phai ¢é auxin dé cam tng
tao phéi sinh dudng thi vin d& dang nhén thiy tim
quan trong cuia cac auxin ndi sinh. Vi du, ABA chi
c6 kha ning cam (g phéat sinh phéi déi véi nhimg
mau cdy cdy Ca rdt con chdi dinh, 1a ving tdng hop
auxin (Nisiwaki ef a/., 2000). Ikeda-Iwai va déng tic
gia (2003) bao céo ring viéc sir dyng nhimg bién
phdp xir ly stress khac nhau ciing co tic dung diy
manh sy cdm (ing phéi ciia cdc mAu cdy chdi dinh va
ny hoa. O té& bao trin cda 14 c¢d Linh lang,
nitroprusside natri - ¢6 vai trd cung cip NO — chi thé
hién kha ning kich thich sy hinh thanh cic t& bao
phdi khi ¢6 mit auxin trong mdi trudmg nudi cdy
(Otvés et al., 2005).

TR%NG THAI CUA CAC TE BAO PHAT SINH
PHOI '

Truéce day, viée khoi sy qua trinh phét trién phat
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sinh phoi & cac té bao da biét héa thi ddi hoi mdt qua
trinh t4i chuong trinh héa t& bao hoan chinh. Cac chirc
ning &4 bigt héa thi bi loai bd va sau mét giai doan
chuyén dbi, mot chirong trinh méi d& phat trién phai
lai duge khoi ddng. Mic dit qua trinh t4i 5 chirc ndy di
kém véi nhimg thay d6i hoan toan v& mit hinh théi va
sinh ly, viéc tai chuong trinh héa kiéu bidu hién tdng
thé cila cac gen 13 hét sirc quan trong. Trong nhiing
niam g?m day, viéc kiém soét nghiém ngit sy cai bién
cha c4c nhiém sic thé phan tmg lai c4c tin higu mdi
tnirdmg va tin hidu phat trién nhim xac dinh chinh xac
vi tri va thoi diém bidu hién cia cac gen nay thi da
dugc chip nhan réng rai (Li ef al., 2002). Mic ) b
chirc cao ciia nhifm sic thé s& tao ra tinh &n dinh vé
ki€u biéu hién clia nhitng gen x4c dinh viing nao cia
bd gen 13 im ling hay hoat ddng trong t& bio hodc
trong giai doan phat trién dang khao sat (Wagner,
2003). Nhimg bing chimg thyc nghiém d4 chimg to
dugc tAm quan trong cia cdu tric nhidm séc thé tron
viéc didu hoa sy chuyén vi sinh phdi. Vi dy, vige bat
hoat mét s6 gen trong bd nhidm sic thé c6 vai trd quan
trong trong viéc quyét dinh sy sinh tnrdng cia phdi va
n§i nhii ctia Arabidopsis. Ngudi ta dd xac dinh duoc
nhimg gen dét bién ma héa cho nhimg protein tirong t
nhu nhitng protein ¢ chirc ning bt hoat nhiém sic
thé (nhém Polycomb) trong sudt qué trinh phét trién
cia rudi gidm & Arabidopsis. Két qua cua nhimg dot
bién ndy 1 sy hinh thanh hat hodc ni nhii ma khong 18
thugc vao qua trinh thy phén (Chaudhury er al., 2001;
Grossniklaus ez al., 2001; Luo ef a4/, 1999; Ohad ef al ,
1999). Dang d0t bién medea gly ra su thiéu hut protein
trong cung mdt con dudng didu hoa (Grossniklaus ef
al., 1998; Kiyosue et al., 1999). Céc két qua nghién
ctru cho thiy chuong trinh phat sinh phéi bi trc ché bai
c4c gen im ling trong nhiém sic thé va sau d6 duge
kich hoat nhim d4p tmg voi sir thy phén,

Mbt dang d6t bién nita & Arabidopsis, pickle (pki),
¢6 kidu hinh duge x4c dinh dya trén sy biéu hién coa
cac marker phdi chuyén biét trong giai doan hiu phét
sinh ph6i va qud trinh tdi sinh tu phét cia cic phbi
sinh dudng & ré (Ogas et al., 1997, 1999). San phim
clia gen pk! dugc md ta nhar 13 mét nhén t6 tai 1 chirc
nhidm sic thé ma c6 thé irc ché sy bidu hién cua
nhimg gen lién quan dén sy phat sinh phéi ciing nhu
diéu hoa sy chuyén vi phat trién tir trang th4i phat sinh
phéi sang trang thai sinh dudng (Ogas ef al., 1999).
Ngoai vige td chuc nhifm sic thé, sy didu hoa truc
tiép clia c4c gen lién quan dén céc nhén t6 phién ma
dic higu. Cho t6i nay, nhiéu nhén t6 phién ma (feafy
cotyledon 1 va 2, wuschell, baby woom) 43 dugce xé4c
dinh 14 ¢6 lién quan dén sy phét sinh phéi hop tir va
gly ra sy 1&ch vi tri trong qud trinh hinh thanh phdi
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néu ching dugc biéu hién trong mé sinh dudng
(Boutilier et al., 2002; Lotan et al., 1998; Stone et al,
2001; Zuo ef al., 2002). Méi lién hé gitra sur t4i t6
chire nhim sic thé va nhitng nhén t6 phién m ndy 43
ducc chimg minh bing cich 1Am giam téc dung trc ché
bidu hi¢n cila lec! trong d6t bién pickle, vi diéu ndy
da din t&i sy phét trién phéi & ré (Ogas et al., 1999).
Pickle dugc nhan dinh 12 nhén t§ @c ché té bao phét
sinh phéi trong tit ci cdc mé sinh dudng (Henderson
et al., 2004), nhung ngudi ta ciing di chimg minh
duge ring c6 thé chon loc duge nhing chirc ning
khéng trc ché sy phat sinh phéi trong nhitng ddt bién
pickle (Dean Rider et al., 2003).

Dua vio nhiing bing chimg trén, chiing ta c6 thé
dua ra gia thiét ring trong sudt qua trinh cam img
phat sinh phdi sinh dudng, sy tai t& chirc cia nhiém
séc thé 44 lam giam chuong trinh phat sinh phdi, mat
khéc bj trc ché b&i céc co ché bit hoat nhidm sic thé
trong céc t& bao sinh dudng thye vét. Nhitng protein
c6 chira ving nhim sic thé ¢6 cu tric tuong ty
Polycomb d3 dugc tim thiy trong qua trinh phat sinh
phdi hop tir va phoi sinh dudng cia Ca rét (Kiyosue
ef al., 1998). Ngoai ra, sy biéu hién cia lec] trong
sudt qua trinh ph4t sinh phéi sinh dudng di dugc
chimg minh & Ca rét va c6 Linh ling (Yazawa ef al.,
2004; Fehér et al., két qua chua cong bb). O Ca rét,
gen c-lec] xuft hién trong cdc miu cdy phéi va gen
ndy biéu hién r6 chi 1 ngay sau khi cdy chuyén sang
mbi trudng khong c6é 2,4-D (Yazawa et al., 2004),
nhung & ¢ Linh ling, khi gdy shock mAu cay bing
2,4-D trong 1 h sau nhidu tudn nudi cy trong mdi
trwomg khong c6 chit didu hoa sinh trudng, sw biéu
hién cia ms-lec! chi gia ting vao giai doan biét hoa
phdi (3 tudn sau khi cam ting, Fehér ef al, 2003).
Nghién ciru nay da cung cb cho gia thuyét ring & he
théng nudi cdy phat sinh phdi cay Ca rdt thi qua trinh
phat sinh phoi di&n ra truéc khi miu cdy duoc cdy
chuyén sang méi trudng khéng c6 2,4-D.

Néu chiing ta chip nhén vai trd quan trong cila sy
t4i t5 chirc nhidm sic thé trong giai doan diu cia
churong trinh phat sinh phdi, thi cu héi chinh van 1a;
d4u hidu chinh 13 gi va 1am thé nio ma diu hiéu d6
gy ra sy tai td chirc nhim sic thé va ti chuong trinh
hoa sir bidu hién cia gen trong sudt qué trinh phat sinh
phi sinh dudng? V& khia canh nay, can chi y 12 sy
biéu hién sai vi tri clia nhan t6 phién m3 wuschel trong
ré cdy, cong voi auxin, 44 cho tic dung cdm Ung tao
chc té bao than ré, cam (mg sy phat trién 14, sy phat
trién hoa va qua trinh phat sinh phdi (Gallois et al,
2004). Nhitng két qua nay da chi ra ring m3c dit sy 6
mjt cia auxin 13 cin thiét, nhung mét minh né van

chua di dé khoi sy qua trinh phat sinh phdi & céc té
bao sinh dudmg thyc vat. Vi viy, mdt hé théng hop Iy
d& cam (mg phat sinh phoi sinh dudng cé thé duge
thiét 1ap dya trén 2 nhan té: auxin (chju trdch nhiém
tao mdi trudmg ndi bao thich hop) va mét s6 nhan 5
chura biét khac (bao gdm stress - diém nhén kich hoat
churrong trinh phét sinh phéi).

MQT SO THANH QUA NGHIEN CUU CUA
PHAN VIEN SINH HQC TAI DA LAT

Bét ddu tir ndm 1996, Phén Vién Sinh hoc tai Pa
Lat d4 tién hanh nghién ciru thir nghiém mot s6 hé
théng nuéi ciy phat sinh phoi trén mdt s déi tugng
cy trdng va budc diu 43 thu duge mot sb két qua
nhét dinh.

Déu tién 14 két qua sy phét sinh phdi sinh dudng
trén dbi tuong cdy hoa Lily (Lilium longiflorum)
bing viéc sir dung cac phwong phap khac nhau: (1)
Phuong phdp nudi cdy 16p mong té bao (TCL -
thin cell layer). Su phat sinh phéi sinh dudng co thé
dat duge tryc tiép thong qua qué trinh nudi cdy l6p
mong cit ngang (tTCL) c4c té bao gia hanh cia Lily.
Sau 45 ngay nudi cdy cac miu cdy tTCL cé kich
thuéc khac nhau trén mdi truomg MS (Murashige,
Skoog, 1962) c6 bd sung 5,4 pM NAA va 1,1 pM
TDZ thi thu duge céc cu truc gidng phéi (phéi hinh
cAu). Céc céu tric gibng phéi nay sau 46 duge tich
ra va cho tang sinh khdi trén méi trudng MS cé chira
5,4 UM NAA va 0,4 uM TDZ sau m3i 45 ngay. Miu
cdy c6 d¢ day 0,8 - 1,0 mm dugce cho 12 téi uu dé dat
duoce sé lugng nhimg cu triic gibng phdi cao nhat.
Pé t4i sinh thanh cdy con thl nhitng céu tric niy
duge cdy chuyén sang méi truémg MS ¢6 bd sung 30
g/l dudmg sucrose va khong chira chét digu hoa sinh
trudng. T4t c4 cé4c cu triic ndy s& hinh thanh ¢4y con
sau 90 ngiay nudi cdy (Nhut er al, 2002). (2)
Phwong phap nudi cdy 14. Myc dich cia nghién ciru
nay 4 thiét 1ap mot phuong phép don gian va higu
qua nhit nhim dat duge sy ty 1¢ phét sinh phdi sinh
dudmg va tai sinh cdy cao nhat & Lilium longiflorum
‘Easter Lily’. Sy hinh thanh c4c té bao phat sinh phéi
d3 dat duoc tir céc t& bao md s¢o xép duge nudi céy
trong modi trudmg MS rin hojc léng & nhimg thd tich
khéc nhau c6 bd sung 1,0 mg/i NAA va 0,2 mg/l
TDZ. Tuy nhién, sé lugng phéi sinh dudmg dat duge
tir viéc nudi cdy cac té bao mé seo cé kha ning phat
sinh ph6i trong moi trudong long, dac bigt & thé tich
20 ml, thi cao hon so v&i mdi trudng rén, 170 phoi
so v&i 28 phdi, va hinh thdi ctia phbi sinh dudng
trong cac' giai doan phét tridn khac nhau (hinh céu,
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hinh tim, hinh 14 mim) thi dugc phin biét rd rang
dudi kinh hién vi. Céc t& bao mb seo chim trong méi
trrdng 16ng thi bj chét do khang thé hd hip trong khi
c4c t& bao mb sgo ndi trén b& mit thi trdi qua qué
trinh phat sinh phéi. Cac phéi sinh dudng trudng
thanh dugc cdy chuyén sang méi trudng 1/2 MS
khong chita chdt didu hoa sinh truong ¢ ndy mim
va phét trién thanh cdy con. C6 khoang 78% phéi
phét trién thanh cdy con v&i ré va 14 mim binh
thudng (Hinh 7). Nhitng cdy tai sinh 1 thang tudi
dugc chuyén ra vuon wvom va ty 1§ séng s6t 12 98%.
Sau 6 thang, cdc cly tdi sinh tir phdi sinh dudng (hon
1500 cay) td ra khoe manh hon so véi nhiing ciy tdi
sinh tir qué trinh phét sinh co quan tryc tiép (Nhut ez
al., 2001). (3) Phwong phdp nudi cly gid hanh,
Phuong phép nay sir dung gia hanh tir cdc dbt than
¢6 ngudn gbe tir chdi dinh in vitro. Cac chbi dinh tir
than cia cic ci ngh dong dugc nudi cdy trén mdi
truémg 1/2 MS. Than ciia nhitng ciy tai sinh tir chdi
dinh dugc cdt ra thanh timg not, sau d6 dugc nudi
cdy trén mdi trrdng 1/2 MS c6 bb sung 1,0 pM BA.
Khi nudi cdy cac miu cdy gia hanh trén méi trudmg
172 MS c6 bb sung 2,3 pM BA thi mét sb lugng lén
chdi duge hinh thanh. Nhitng chdi ndy dugc cdy
chuyén sang méi trudng 1/2 MS ¢6 bd sung 1,1 pM
NAA dé cho ra ré. Mot hé théng nhén giéng lién tuc
bling céch nhan gia hanh khong trai qua giai doan
ngl ddng dugc phat trién, 80 cdy c6 hoa tai sinh tir
nudi cdy chdi dinh dugc chuyén ra vudn vom trong 3
thang va sau dé dugce trdng trong vudn thuc nghiém
trong 8 thing (Nhut, 1998).

V6i dbi tuong hoa Cét tudng (Eustoma
grandiflorum), ching tbi tién hanh cam mg phét
sinh phéi sinh dudng thong qua hé théng nubi ciy I4
in vitro. Mbi 14 cia cdy in vitro dugc cét thanh hai
manh theo chiéu ngang va dugc nudi céy trén mobi
trudmg MS cé bd sung BA, NAA va 2,4-D riéng ré
hodc két hop. Nhimg t& bio mé seo c6 kha ning phét
sinh phoi dugc hinh thanh tir cdc miu cdy trong mai
trudmg MS ¢6 bd sung 2,4-D véi cic ndng 44 khic
nhau (0,5; 1,0; 2,0; 3,0 hoic 4,0 mg/l) trong didu
kién nudi cdy t8i hoan toan. Ty I¢ hinh thanh c4c té
biao md sgo c6 kha ning phdt sinh phoi la 85,5%
trong tit ca cac manh 14 dugc cdy trén méi trudmg
MS c6 bd sung 0,5 mg/l 2,4-D sau 30 ngdy nudi cdy.
Céc t& bio md seo cé kha ning phét sinh phdi ndy
duoc cly chuyén sang moi trudbng MS cé bd sung 1
mg/t NAA va BA (0,5; 1,0; 2,0; 3,0 va 5,0 mg/l)
nhiim ¢am {mg tao c4c clu tric gidng phéi (ELS) hay
phéi hinh cBu. Mét ty 18 ELS cao dat duge khi nubi
cly céc té bdo md s¢o c6 kha niing phét sinh phdi
trén mdi truéng MS bd sung 0,5 mg/l BA va 0,1
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mg/l NAA sau 15 ngdy nubi cdy. Su hinh thanh phéi
sinh dudng din ra trong méi trudng cé bd sung BA
véi céc né\)ng d¢ khac nhau (0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 va
5,0 mg/l) va 100% phdi sinh dufng tdi sinh thanh
cly con sau khi cly chuyén cac phéi truéng thanh
sang moi tridmg MS c6 bb sung 1,0 mg/l BA. Sau 21
ngdy nudi cdy, qua trinh phét trién vin dién ra binh
thudmg (Nhut ef al., 2006).

Trén dbi twong cdy Lia (Oryza sativa L.), ching
toi d4 thiét 1ap mdt he thdng méi va dom gian nhim tai
sinh chdi cia cdy Lua tryc tiép trong mot thei gian
ngin véi s6 lugng 1ém. Cac miu cdy tTCL duge cat tir
c4c mé phén sinh dinh chéi cha c4c cay 2 tudn wdi da
dirge tign xir ly trong tbi véi 2,4-D (ndng d6 tir 1,0 -
20 pM/l). Céc phéi sinh dudng va céc Cﬁl triic giéng
phoi (s& phét trién thanh chdi) dwgc giff trong tdi 2
tudn sau khi cdy cac mAu tTCL, va ditaoratbida la 6
phéi sinh dudng va 16 chdi trén m3i miu cdy tTCL.
Giai doan nuéi cly 2 tuin trong tbi rdi sau d6 chuyén
ra sing cling quan trong trong sy tai sinh chdi. Cac
chéi tai sinh sau d6 dugc cdy chuyén sang méi truémg
khong c6 chit didu hoa sinh truong dé cho ra ré, Co
hon 95% ciy con phat trién binh thudng khi ching
dugc chuyén ra vudm wom (Nhut et al., 2000).

Bén canh d6, chiing tdi cling tién hanh nghién ciru
t4i sinh va vi nhén gidng hoa Lay-on (Gladiolus) bing
hé théng nudi cdy 1ong léc. Trong hé thdng ndy, miu
cly duoc sir dung 12 nhitng chdi ldy tir than hanh cit
doc nudi cdy trén méi trudmg MS 1ong 6 bb sung 2,2
uM BA va 30 g/l dudng sucrose. Bén ngudn miu cy
(dinh chédi, 14t cit ngang than hanh, dé ct va than hanh
con) dugc sir dung dé kiém tra kha ning hinh thanh
chdi déng nhét. Sdu chdi déng nhit va khoe manh liy
tir mAu cit doc cta than hanh (n dinh nhét va c6 kha
nang tang sinh tot nhit) trén moi trudng MS rén c6 bb
sung 2,2 uM BA va 30 g/l dudng sucrose sau 15 ngay
nudi ciy. Dé tiép tuc nhan chdi thi nhimg chdi méi
ndy dugc cdy chuyén sang méi trudmg léng twrong tir
c6 thé tich 50 ml. Sy hinh thanh cdy con va than hanh
d4d dat duoc khi nudi ciy nhimg chdi ndy trén moéi
trudmg MS réin c6 bd sung IBA (tir 1,0 - 2,5 uM) véi
cumg 46 dong photon quang hop 14n luot 1a 30 va 40
pmol ms™, & didu kién nhiét d6 14n hrot 12 15, 20 va
25°C (Nhut et al., 2004).

Ngoai ra, chiing t6i cén tién hanh nghién ciu
phét sinh phdi trén mdt sé dbi trong khac nhu: Dia
lan (Hinh 5), lan H3 diép (Hinh 6), hoa African
violet (Hinh 8), S&m Ngoc linh (Hinh 9), hoa Cdm
chuéng, hoa Hong, hoa Chuéng, mét s giéng Phong
lan, cdy Hong, Khoai tdy, Diu tdy, Ché, Hong
Moén... (sb lidu chua cong bd).
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iy ?"

Hinh 4. Cac bién dbi hinh thai phai hep tlr cay T thai (Capsella bursa-pasturis) (Schaffner, 1906).

Hinh 5. Cac giai doan phat trién cla phoi Dia lan (Cymbidium spp.). a. Phéi hinh ciu; b. Phéi hinh tim; ¢. Phai
hinh thuy 16i; d. Phai dang c6 14 mam,

Hinh 6. Cac glal doan phat sinh phdi va dng dyn g trong nhan giéng cay lan H diép (Phalaenopsis spp.). a.
Mé seo cb clu tric phdi trong mdi trwdmg nudi ¢ y, cé dwdng, b. Phai bigt héa thanh PLB trong mdi truérng
nudi cAy khong dudng; ¢4, cz. Quan sat chu tric gidng phai dudi kinh hidn vi soi ndi; d. Phdi biét héa thanh
céy non; e. Cay con sinh truéng trong mdi trwéng chuyén tiép; f. Cay lan HO diép cé ngudn gbc tiv phdi nudi
cAy quang tw dwdng dwdi hé thdng chiéu sang don séc va hé théng film.
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Hinh 7. Cac giai doan sinh trudng phat trién cha phdi vo tinh cay hoa Lily (Lilium longiflorum). a, az. Phoi &
giai doan hinh cu; by, ba. Phéi & giai doan hinh tim; ¢4, c2. Sy phat tridén ciia phéi thanh cac cay hoan chinh;
d. Cay co ngudn gbc tir vay ¢l {trai} va cay co ngudn gdc tir phdi (phai).

i 5

Hinh 8. Céac giai doan sinh tredng phat trién clia phdi vd tinh cay hoa African violet (Saintpaulia inoantha). a.
Mé seo c6 clu tric gidng phéi; b, bz, bs. Sw phat trién ciia phoi tr mé seo; €. Cac cay dugce tai sinh tir phoi;
d. Cay c6 ngudn gbe tlr phoi; e. Cay hoa African violet c6 ngudn gdc tir phéi.

Hinh 9. Cac giai doan sinh tredng phat trién ciia phdi vo tinh cdy Sam Ngec linh (Panax vietnamensis). a. Mo
seo ¢ céu tric gibng phai; b. Sy phat trién ciia phdi tir mé seo; ¢, d, e, f, g. Sy phét sinh co quan cla phoi;
h. Cay c6 ngudn géc tir phoi.
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KET LUAN VA NHONG TRIEN VONG TRONG
TUONG LAI

Trong khi cac nhan t& cim (mg phét sinh phdi
sinh dudmg 13 rét phong phu, thi nhitng d4p tmg té
bao théng thudng vAn con rét téng quait Sy phét sinh
phéi sinh dudng in vitro llen quan dén mot sb cac
didu kién nhén tao, mic ndng 49 cao cha cic chét
diéu hoa sinh trudng ngoai sinh va nhidu nhin té
stress khdc. Nhitng diéu kién ndy c6 thé giy ra m6t
phén g stress thdng thudmg & céc té bao dang tai td
chirc nhiém sic thé. Su hién dién cia auxin nhu 12
mét nhén t§ didu hoa sinh trudng c6 thé quan trong
trong vnéc cung cép cho céc té bao ndy si linh ddng
cdn thiét trong qué trinh phét trién, vi du: thic ddy
qué trinh phan biét héa. Theo quan diém nay, kha
ning 4p dung 2,4-D dé cam (g phét sinh phdi sinh
duting thi dya vao kha ning gy ra cic phan Umg
stress v auxin (trong ciing mdt thdi diém) ctia né.

Viée tang cudng sy tai td chtc nhiém sic thé
duge gdy ra béi cdc diéu kién cam img ¢6 thé nglu
nhién tao ra cidc chuong trinh phat sinh phéi binh
thudng ma bij e ché bai cée co ché bét hoat mot sb
gen trong nhidm sfc thd. Auxin (ngoai sinh hay ngi
sinh) 12 rdt cAn thiét cho su biéu hién cta cac chuong
trinh phat sinh phdi, né dam béo cho sy séng s6t cua
cac té bao, cung clp cac didu kién sinh 1y ph hop,
cam img phén bao hoic cung cip mét s6 con dudng
cin thiét. C6 rat nhidu sir kién xdy ra trong qud trinh
hinh thanh c4c té bao phat sinh phéi. D6 1a 1y do tai
sao tit ca cac té bao cia miu céy trong cing mdét
nghiém thirc déu c6 kha ning phat trién thanh phoi,
va 1a ly do tai sao c4c loai miu cﬁy, kiéu gen va cic
loai khac nhau thi cin nhitng diéu ki¢n cam tmg phoi
khac nhau. Gia thuyét nay dugc tom tit trong hinh 3
va nd cén phai dugc chitng minh bing c4c dir liéu
thyc nghiém clia cac nghién clru vé qua trinh phat
sinh phdi sinh dudmg va phdi hop tir .

Loi cdm om: Nhdm tdc gia xin cam on Phong Cong
nghé thue vdt, Phdn Vign Sinh hoc tai Da Lat dd tgo
diéu kién cho ching t0i hodn thanh nhitng nghién
ctku vé phéi vé tinh,
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THE EMBRYOGENESIS OF PLANT SOMATiC CELLS

Duong Tan Nbhut®, Neuyen Thanh Hai, Nguyen Duc Huy, Luong Ngoe Thuan
Dalar Affiliate Institute of Biology

SUMMARY

Embryogenesis in plants is not restricted to the fertilized egg cell but can be naturally or artificially
induced in many different cell types, including somatic cells. Although genetic components clearly
determine the potential of species/genotypes to form somatic embryos, the expression of embryogenic
competence at the cellular level is defined by developmental and physiological cues. Competent cells can
respond to a variety of conditions by the initiation of embryogenic development. In general, these
conditions include alterations in auxin (exogenous and/or endogenous) levels and evoke stress responses.
Recent experimental results in the field of developmental and molecular plant biology emphasize the role
of chromatin remodelling in the coordination of overall gene expression pafterns associated with
developmental switches. It can be hypothesized that the initiation of somatic embryogenesis is a general
response to a multitude of parallel signals (including auxin and stress factors). In addition to cellular and
physiological reorganization, this response includes the extended remodelling of the chromatin and a
release of the embryogenic programme otherwise blocked in vegetative cells by chromatin-mediated
gene silencing. In this paper we attempt to give a general overview of experimental results supporting the
aforementioned hypothesis. In addition, we also outline our results at The Dalat Affiliate Institute of
Biology (Vietnam) on somatic embryogenesis of Potato, Lilium spp., Carnation, Phalaenopsis spp.,
Lisianthus spp., Paulownia spp., Oryza sativa L., Rose, Strawberry, Cymbidium spp., Gloxinia, Panax
vietnamensis, Tea, Anthurium spp., and some native Orchids.

Keywords: Auxin, chromatin remodelling, competent cell, reorganization, somatic embryogenesis, siress
responses
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