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1. TÓM TẮT NỘI DUNG LUẬN ÁN:
Khi tính khả thi của công nghệ nuôi cấy rễ tơ trong sản xuất ngày càng được thừa nhận, nhiều dự án nuôi cấy rễ tơ dược liệu đã được đầu tư hàng loạt và đặc biệt nhận được sự quan tâm từ các công ty sản xuất dược liệu từ thực vật trên thế giới. Tuy nhiên, việc nuôi cấy ở quy mô sản xuất rễ tơ hiện nay vẫn còn đang gặp nhiều thách thức liên quan đến sự ổn định về chất lượng thành phẩm, nổi trội nhất cho đến thời điểm này là hai vấn đề đã được nhiều nghiên cứu cùng các công ty nuôi cấy rễ tơ dược liệu lớn nêu rõ: thứ nhất, mỗi dòng rễ tơ tạo ra là quá trình sát nhập một cách độc lập và hoàn toàn ngẫu nhiên đoạn gen (T-DNA) của vi khuẩn Agrobacterium rhizogenes vào từng tế bào thực vật chủ. Do vậy, quá trình cảm ứng tạo rễ tơ cho dù có thể kiểm soát chặt chẽ từng thông số vẫn có thể tạo ra hàng trăm nghìn dòng rễ khác nhau. Để đảm bảo chất lượng rễ tạo thành, nhà sản xuất bắt buộc phải thực hiện quá trình chọn lọc dòng rễ cao năng và phải chọn lọc càng sớm càng tốt. Vấn đề thứ hai trong nuôi cấy rễ ở quy mô sản xuất là mặc dù hệ thống nuôi cấy rễ tơ dường như ổn định về di truyền hơn so với hệ thống huyền phù tế bào hay nuôi cấy mô sẹo, nhưng những vấn đề về ổn định trong sinh tổng hợp vẫn có thể nảy sinh nếu phải cấy chuyền liên tục để duy trì trong thời gian dài. Cũng có thể vì những lý do này, các công ty nuôi cấy rễ tơ dược liệu khi nuôi cấy trong thời gian dài đã phải thực hiện việc bảo quản một cách tự phát. Nhưng trong quá trình bảo quản rễ họ luôn gặp các vấn đề như sự hình thành các tinh thể nước đá trong mô, mẫu bị tổn thương do tiếp xúc với các chất độc trong bảo quản. Kết quả nghiên cứu của luận án đã đưa ra (1) quy trình chọn lọc sớm dòng rễ tơ cao năng (vừa tăng sinh nhanh, vừa mang hàm lượng hợp chất thứ cấp cao) hai cây ké hoa đào và dừa cạn bằng các chỉ thị hình thái và phân tử ngay tại giai đoạn rễ mới cảm ứng tạo thành và (2) quy trình bảo quản trong thời gian dài các dòng rễ tơ đã chọn lọc nhằm đảm bảo sự ổn định về chất lượng thành phẩm và hiệu quả về mặt chi phí. Đối với cây ké hoa đào, sau ngày 21 cấy chuyền từ bước cảm ứng, các dòng rễ tơ cao năng có thể được chọn lọc bằng chỉ thị hình thái (số rễ nhánh/rễ chính > 20 rễ, chiều dài rễ > 11 cm, đường kính rễ chính > 0,07 mm, đường kính rễ nhánh > 0,04 mm) và phân tử ngẫu nhiên ISSR (trình tự mồi là AGAC4 tại vị trí băng 600 bp) giúp giảm số dòng cần phải chọn lọc xuống 4,7 lần, hiệu suất chọn lọc chính xác dòng cao năng đạt 89,2%. Dòng rễ tơ cao năng có thể được bảo quản lạnh sâu trong thời gian dài khi áp dụng kỹ thuật thuỷ tinh hoá - nhỏ giọt có cải thiện các yếu tố nội sinh (độ tuổi, cấu trúc, chiều dài rễ) và ngoại sinh (bước tiền nuôi cấy và xử lý với dung dịch thuỷ tinh hoá). Rễ tơ sau thời gian bảo quản 3 tháng có khả năng hồi phục tăng trưởng, chỉ sau lần cấy chuyền thứ 3; hàm lượng imperatorin ổn định tương đương đối chứng. Đối với cây dừa cạn, sau ngày 30 cấy chuyền từ bước cảm ứng các dòng rễ tơ cao năng có thể được chọn lọc bằng chỉ thị hình thái (số rễ nhánh/rễ chính > 18 rễ, chiều dài rễ > 5 cm, đường kính rễ chính > 0,08 mm) và phân tử ngẫu nhiên RAPD (trình tự mồi là Cam07 tại vị trí băng 900 bp và OPF08 tại vị trí băng 600 bp) giúp giảm số dòng cần phải chọn lọc xuống 5,3 lần, hiệu suất chọn lọc chính xác dòng cao năng đạt 89,5%. Dòng rễ tơ cao năng có thể được bảo quản lạnh sâu trong thời gian dài khi áp dụng kỹ thuật tạo vỏ bao - thuỷ tinh hoá có cải thiện cái yếu tố nội sinh (độ tuổi, cấu trúc rễ) và ngoại sinh (bước tiền nuôi cấy, tạo vỏ bao và xử lý với dung dịch thuỷ tinh hoá). Rễ tơ sau thời gian bảo quản 3 tháng có khả năng hồi phục tăng trưởng, chỉ sau lần cấy chuyền thứ 4; hàm lượng vincristine ổn định tương đương đối chứng. Việc nghiên cứu và áp dụng các phương pháp chọn lọc dòng và bảo quản lạnh sâu trong luận án đã góp phần chứng minh cho thấy tiềm năng mang lại nhiều giá trị về kinh tế cho nền công nghiệp sản xuất rễ dược liệu ở Việt Nam và trên thế giới.

2. NHỮNG KẾT QUẢ MỚI CỦA LUẬN ÁN:
Luận án đã đạt được những kết quả mới như:
· Xây dựng quy trình chọn lọc sớm dòng rễ tơ cao năng cây ké hoa đào và dừa cạn bằng chỉ thị hình thái và phân tử.
· Xây dựng quy trình bảo quản lạnh sâu dòng rễ tơ cao năng cây ké hoa đào và dừa cạn. 
· Xác định được mối tương quan giữa hai cây ké hoa đào và dừa cạn trong chọn lọc dòng: rễ phát triển kéo dài và tạo nhiều rễ nhánh là đặc điểm hình thái dòng cao năng phải có trong chọn lọc dòng rễ tơ cây ké hoa đào và dừa cạn; trong bảo quản: mức độ hiệu quả bảo vệ lạnh có thể phụ thuộc vào hàm lượng lipid ở từng loài thực vật khác nhau.

3. CÁC ỨNG DỤNG/ KHẢ NĂNG ỨNG DỤNG TRONG THỰC TIỄN HAY NHỮNG VẤN ĐỀ CÒN BỎ NGỎ CẦN TIẾP TỤC NGHIÊN CỨU 
· Nghiên cứu quy trình sản xuất quy mô lớn (bioreactor) các dòng rễ đã chọn lọc nhằm tạo nguồn nguyên liệu thu nhận chủ động hoạt chất imperatorin và vincristine.
· Tiến hành bảo quản lạnh các dòng rễ tơ đã chọn lọc với thời gian lâu hơn nhằm chứng minh hiệu quả của quy trình bảo lạnh sâu đã nghiên cứu.
· Nghiên cứu mối liên hệ giữa hàm lượng, thành phần lipid trong các dòng rễ tơ cao năng với hoạt động của các protein vận chuyển lipid (LTP) nhằm tìm ra cơ chế bảo vệ lạnh sâu khác biệt giữa hai cây ké hoa đào và dừa cạn.
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1. SUMMARY:
As the feasibility of hairy root culture technology in production is increasingly recognized, many medicinal hairy root culture projects have been invested in massively and have received special attention from companies producing medicinal materials from plants around the world. However, one of the most significant challenges for hairy root culture in the industrial scale-up is the stability of the final product. The two most prominent issues up to this point have been clearly stated by many studies and large medicinal hairy root culturing companies. First, the transformation of T-DNA into host plant cells is random in terms of both the number and integrated position of T-DNA copies, leading to the creation of numerous root clones with completely different genetic information. Even with strict control over all parameters in the hairy root induction procedure, a significant number of hairy root clones may emerge, exhibiting notable variations in morphology, growth, and secondary metabolite production. To deal with such challenges, these companies must prioritize implementing a step that selects the high-yield root clones that are highly and stably stable secondary metabolite production as soon as possible. Second, although the hairy root culture system seems to be more genetically stable than the cell suspension or callus culture system, problems of biosynthetic stability can still arise if the culture must be maintained for a long time. It is also possible that for these reasons, companies that cultivate medicinal hairy roots have to spontaneously preserve them when cultivating for a long time. But during the process of preserving the roots, they always encounter problems such as the formation of ice crystals in the tissue, and damage to the sample due to exposure to toxic substances during preservation. The results of the thesis have developed (1) the procedures for early selection of high-yield hairy root clones (both fast-growing and containing high secondary metabolite content) of two Urena lobata and Catharanthus roseus plants using morphological and molecular markers right at the stage of newly induced root formation and (2) the procedures for long-term preservation of selected hairy root clones to ensure stability in finished product quality and cost-effectiveness. Regarding the U. lobata, after 21 days of subculturing from the induction step, high-yield hairy root clones can be selected using morphological marker (number of lateral roots/main root > 20 roots, root length > 11 cm, main root diameter > 0.07 mm, lateral root diameter > 0.04 mm) and ISSR marker (primer sequence is AGAC4 at band position 600 bp) to reduce the number of clones that need to be selected by 4.7 times, the efficiency of accurate selection of high-yield clones reaches 89.2%. The high-yield hairy root clones can be cryopreserved for a long time when applying the droplet-vitrification technique with improved endogenous factors (age, structure, root length) and exogenous factors (pre-culture step and treatment with vitrification solution). Hairy roots after 3 months of storage have the ability to recover growth, only after the 3rd subculture; the imperatorin content is stable and equivalent to the control. Regarding the C. roseus, after 30 days of subculturing from the induction step, high-energy hairy root clones can be selected using morphological marker (number of lateral roots/main root > 18 roots, root length > 5 cm, main root diameter > 0.08 mm) and random RAPD marker (primer sequences are Cam07 at the 900 bp band position and OPF08 at the 600 bp band position) to reduce the number of clones that need to be selected by 5.3 times, the efficiency of accurate selection of high-yield clones reaches 89.5%. The high-yield hairy root clones can be cryopreserved for a long time when applying the encapsulation-vitrification technique with improved endogenous factors (age, root structure) and exogenous factors (preculture step, encapsulation and treatment with vitrification solution). Hairy roots after 3 months of preservation have the ability to recover growth, only after the 4th subculture; the vincristine content is stable and equivalent to the control. The research and application of clone selection and cryopreservation methods in the thesis have contributed to demonstrating the potential to bring many economic values ​​to the medicinal root production industry in Vietnam and in the world.

2. NOVELTY OF THESIS:
The thesis has achieved new results:
· Developing a procedure for early selection of high-yield hairy root clones of U. lobata and C. roseus plants using morphological and molecular markers.
· Developing a procedure for cryopreservation of high-yield hairy root clones of U. lobata and C. roseus plants.
· Determining the correlation between U. lobata and C. roseus plants in clone selection: elongated roots and the formation of many branching roots are morphological characteristics of high-yield clones that must be present in the selection of hairy root clones of U. lobata and C. roseus plants; in cryopreservation: the level of cryoprotection efficiency may depend on the lipid content of each different plant species.

3. APPLICATIONS/ APPLICABILITY/ PERSPECTIVE 
· Research on large-scale production process (bioreactor) of selected root clones to create a source of raw materials to actively obtain the imperatorin and vincristine.
· Implement cryostorage for selected hairy root clones for a longer period of time to demonstrate the effectiveness of the studied cryopreservation procedure.
· Research on the relationship between lipid content and composition in high-yield hairy root clones and the activity of lipid transport proteins (LTPs) to find out the different deep cryoprotection mechanisms between the two plants U. lobata and C. roseus.
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