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1. TÓM TẮT NỘI DUNG LUẬN ÁN:


Đề tài được thực hiện nhằm mục đích tìm hiểu quá trình tạo rễ bất định và sự tích lũy saponin trong các giai đoạn tạo rễ in vitro. Từ đó tìm ra hướng kiểm soát sự tạo rễ bất định để thu nhận saponin ở cây Tam thất hoang. Các biến đổi hình thái tế bào trong sự tạo rễ bất định, trực tiếp hoặc gián tiếp thông qua mô sẹo được theo dõi trong hệ thống in vitro với sự bổ sung 2,4-D, TDZ, NAA và được phân tích bằng cách nhuộm orcein để quan sát tế bào dưới kính hiển vi. Các biến đổi sinh lý của tế bào mô sẹo trong sự tạo rễ bất định được xác định thông qua các phương pháp như: đo trọng lượng, xác định tỷ lệ tế bào/cụm tế bào theo kích thước, đo cường độ hô hấp, hàm lượng đường, tinh bột. Các hormon thực vật được ly trích và đo thông qua hai hệ thống: sắc ký lỏng cao áp với đầu dò khối phổ và sinh trắc nghiệm. Sự tích lũy saponin trong mô sẹo và rễ bất định được phân tích trực tiếp trên mô sống thông qua việc nhuộm màu với vanillin hoặc được ly trích và đo bằng hệ thống sắc ký lỏng cao áp với đầu dò khối phổ. NAA, acid jasmonic và đường được áp dụng trên vật liệu cuống lá in vitro nhằm gia tăng sự tích lũy saponin trong rễ bất định. Hoạt tính của saponin trong rễ bất định in vitro được đo thông qua hệ thống sinh trắc nghiệm với tế bào ung thư HeLa. 
Trong môi trường MS ½ có bổ sung 2,4-D, mô sẹo thân rễ trải qua 3 giai đoạn: phân chia tế bào trong 4 tuần đầu tạo tỷ lệ cao các tế bào kích thước 20 µm; gia tăng kích thước tế bào, trọng lượng ở 4 tuần kế tiếp; và ngừng tăng trưởng sau 8 – 12 tuần nuôi cấy. Mô sẹo chịu tác động tối thiểu 26 tuần bởi 2,4-D để có thể tạo rễ khi chuyển sang môi trường có NAA. Sự bổ sung TDZ trong 6 tuần trước khi chuyển sang môi trường có NAA giúp tăng tỷ lệ tạo rễ và số rễ. NAA 5 mg/L thích hợp cho sự tạo rễ từ cuống lá với thời gian cảm ứng ít nhất 1 tuần và cần duy trì NAA suốt thời gian nuôi cấy để duy trì sự tạo rễ. Acid jamonic 2 mg/L giúp gia tăng sự tích lũy saponin tổng trong cả giai đoạn cảm ứng tạo rễ và tăng trưởng rễ.
2. NHỮNG KẾT QUẢ MỚI CỦA LUẬN ÁN:

· Mô sẹo từ thân rễ Tam thất hoang cần được nuôi với 2,4-D 0,5 mg/L tối thiểu 26 tuần để có thể tạo rễ trên môi trường tạo rễ chứa NAA 0,5 mg/L. Mô sẹo 4 tuần sau mỗi lần cấy chuyền có tỷ lệ lớn các tế bào kích thước 20 µm với lượng saponin tích lũy cao. Sự bổ sung TDZ 0,1 mg/L giúp gia tăng khả năng tạo rễ của nhóm mô sẹo loại này.
· Cuống lá in vitro cần được nuôi với NAA 5 mg/L tối thiểu 1 tuần và cần duy trì liên tục để tạo rễ với số lượng cao. Acid jamonic 2 mg/L giúp gia tăng sự tích lũy saponin tổng trong cả giai đoạn cảm ứng tạo rễ và tăng trưởng rễ.
· Hàm lượng acid oleanolic tích lũy nhiều trong mô sẹo có sơ khởi rễ và tăng dần khi rễ phát triển. Cao saponin toàn phần của rễ bất định từ mô sẹo có hoạt tính gây độc cho tế bào ung thư cổ tử cung dòng HeLa cao hơn mẫu rễ từ cuống lá.
3. CÁC ỨNG DỤNG/ KHẢ NĂNG ỨNG DỤNG TRONG THỰC TIỄN HAY NHỮNG VẤN ĐỀ CÒN BỎ NGỎ CẦN TIẾP TỤC NGHIÊN CỨU 

Ứng dụng nhân nhanh rễ bất định từ mô sẹo:

Trong sự tạo rễ từ mô sẹo thân rễ của Tam thất hoang, sau khi mô sẹo tăng trưởng 4 tuần trong môi trường MS ½ có bổ sung 2,4-D 0,5 mg/L, việc áp dụng TDZ 0,1 mg/L trong 6 tuần kế tiếp giúp tăng tỷ lệ hiện diện các cụm tế bào có khả năng hình thành rễ bất định. Áp dụng NAA 0,5 mg/L ngay sau đó giúp sự phát triển của các sơ khởi rễ đã được hình thành.
Ứng dụng thu nhận saponin từ rễ bất định cuống lá in vitro:

NAA 5 mg/L thích hợp cho sự tạo rễ từ cuống lá, thời gian cảm ứng tạo rễ ít nhất 1 tuần và cần duy trì NAA suốt thời gian nuôi cấy để đạt số rễ cao nhất.

Acid jamonic 2 mg/L giúp gia tăng sự tích lũy saponin tổng trong cả giai đoạn cảm ứng tạo rễ và tăng trưởng rễ.
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1. SUMMARY:


The thesis was conducted to understand the process of in vitro adventitious root formation and saponin accumulation in cell during this process. The results will lead to a way to control the adventitious root formation and obtain saponins in the Panax stipuleanatus. Cell morphological changes in adventitious root formation, directly or indirectly via callus were observed in an in vitro system using 2,4-D, TDZ, NAA and analyzed by cell staining with orcein to observe under a microscope. Physiological changes of callus cells in adventitious root formation are determined through methods such as: weight measurement, determination of cell/cluster size ratio, measurement of respiratory intensity, content of sugar and starch. Plant hormones are extracted and measured through two systems: high-pressure liquid chromatography with mass spectrometry probe and bioassay. Saponin accumulation in callus and adventitious root was analyzed directly on living tissue through staining with vanillin or extracted and measured by high-pressure liquid chromatography with mass spectrometry probe. NAA, jasmonic acid and sugar were applied on the in vitro petiole to increase saponin accumulation in adventitious root. The saponin activity in in vitro root was measured through a biometric system with HeLa cancer cells.

In the MS ½ medium with 2,4-D, rhizome callus undergoes 3 phases: cell division in the first 4 weeks, creating a high rate of cells with size of 20 µm; increase in cell size and weight at the next 4 weeks; and stopped growing after 8-12 weeks of culture. Callus needs to be exposed to 2,4-D at least 26 weeks for root formation when transferred to NAA medium. TDZ application for 6 weeks before switching to NAA medium increased rooting rate and number of roots. NAA 5 mg/L is suitable for petiole rooting with induction periods of at least 1 week and requires maintenance of NAA throughout culture to maintain rooting. Jamonic acid 2 mg/L increased total saponin accumulation during both root induction and root growth phases.
2. NOVELTY OF THESIS:

· Callus from Panax stipuleanatus rhizomes should be cultured with 2,4-D 0.5 mg/L for at least 26 weeks to induce the adventitious root formation on medium containing 0.5 mg/L NAA. Callus subcultured every 4 weeks has a large proportion of cells size 20 µm with high accumulation of saponins. The addition of TDZ 0.1 mg/L increased the rooting ability of this group of callus.

· In vitro petioles need to be exposed to NAA 5 mg/L for at least 1 week and need to be maintained continuously to produce roots. Jamonic acid 2 mg/L increased total saponin accumulation during both root induction and root growth phases.

· Oleanolic acid accumulates in callus, adventitious roots and increases during roots development. Total saponin of adventitious roots from callus has a higher toxic effect on the HeLa cell strain than in the root samples from petiole.
3. APPLICATIONS/APPLICABILITY/PERSPECTIVE

Application of rapid multiplication of uncertain roots from callus:

In root formation from callus of Panax stipuleanatus rhizomes, after 4 weeks of callus growth in MS ½ medium supplemented with 2.4-D 0.5 mg/L, the application of TDZ 0.1 mg/L for the next 6 weeks increases the prevalence of cell clusters capable of root formation. Applying NAA 0.5 mg/L thereafter resulted in the development of the root.

Application of saponin collection from petiole in vitro:

NAA 5 mg/L is suitable for petiole rooting, root induction time is at least 1 week and NAA should be maintained throughout the culture to achieve the highest number of roots. Jasmonic acid 2 mg/L increased total saponin accumulation during both root induction and root growth phases.
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