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LỜI MỞ ĐẦU 

Cây cơm cháy (Sambucus javanica Blume) là một loài dược liệu dân tộc của Việt 

Nam có nhiều tiềm năng trong việc cung cấp các hợp chất thứ cấp dùng trong lĩnh vực 

y học. Các bộ phận của cây được sử dụng làm thuốc giảm đau, lọc máu, kích thích ruột 

và bàng quang, hoặc thậm chí để làm chất độc. Nó cũng được cho là một chất hỗ trợ 

chống lại chứng tê, trị bệnh thấp khớp, co thắt, sưng tấy và chấn thương (Acharya và 

cs., 2014). Chiết xuất từ cây cơm cháy có các hoạt động điều hòa miễn dịch để ngăn 

chặn tình trạng viêm và giảm tỷ lệ hoại tử (Putra và Rifa'I, 2019). Trong báo cáo gần 

đây nhất của Weng và cs. (2019) cho thấy các acid amin chiết xuất từ cây cơm cháy đã 

được báo cáo là có khả năng ức chế chủng virus HCoV HCoV-NL63.  

Do đó, Sambucus là một chi các loại thảo mộc được biết đến rộng rãi với hiệu quả 

điều trị như một phương thuốc chống viêm, chống oxy hóa, trị tiểu đường và là tác nhân 

thúc đẩy tạo máu (Wira Eka Putra và cs., 2020). Chúng ta có thể kết luận rằng các loài 

thuộc chi Sambucus nói chung và S. javanica nói riêng, các chiết xuất và sản phẩm của 

nó có thể được coi là phụ gia dược liệu mạnh trong tương lai vì nhiều ứng dụng đã được 

chứng minh bằng các nghiên cứu lâm sàng, đặc biệt là khả năng tạo máu, kháng virus 

và điều hòa miễn dịch, chống viêm, kháng khuẩn. Cây cơm cháy thường được nhân 

giống bằng phương pháp gieo hạt và giâm cành. 

Nuôi cấy mô là thuật ngữ dùng để chỉ quá trình nuôi cấy các bộ phận tách rời 

khác nhau của thực vật trong điều kiện vô trùng in vitro. Kỹ thuật nuôi cấy mô dùng 

cho các mục đích nhân giống và cải thiện di truyền, sản xuất sinh khối các sản phẩm 

hóa sinh, bệnh học thực vật, duy trì và bảo tồn các nguồn gen quý,v.v.(Lê, 2008). 

Việc sử dụng phương pháp nuôi cấy mô giúp giải quyết các vấn đề mà khi nhân 

giống bằng các phương pháp truyền thống gặp phải như cung cấp số lượng cây con lớn 

trong thời gian ngắn với hệ số nhân cao, các cây con đồng nhất về mặt di truyền, tạo cây 

sạch bệnh, phục tráng giống cây trồng. Sự có mặt của các chất điều hòa sinh trưởng 

trong môi trường dinh dưỡng có tác động tích cực đến quá trình phát sinh hình thái và 

nâng cao hiệu quả của quá trình vi nhân giống. 

Từ thực tiễn trên, chúng tôi tiến hành đề tài: “Bước đầu nghiên cứu nhân giống 

in vitro cây Sambucus javanica Blume” để khảo sát khả năng nhân nhanh của đối tượng 
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này trong điều kiện in vitro nhằm tạo ra nguồn cây con đáp ứng nhu cầu về giống của 

người tiêu dùng. 
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PHẦN I - TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Tổng quan về cây Sambucus javanica Blume 

1.1.1. Nguồn gốc và phân bố 

Sambucus javanica Blume (cây cơm cháy) được tìm thấy lần đầu tiên vào năm 

1826, thuộc chi Sambucus, họ Adoxaceae có nguồn gốc ở châu Á nhiệt đới và cận nhiệt 

đới, được tìm thấy ở Bhutan, Miến Điện, Campuchia, Trung Quốc (ngoại trừ miền bắc), 

Ấn Độ, Indonesia, Nhật Bản, Lào, Malaysia, Philippines, miền nam Thái Lan và Việt 

Nam (Acharya và cs., 2014). Ở Việt Nam cây mọc hoang ở miền núi, ven suối, bờ khe 

từ Lai Châu, Lào Cai, Cao Bằng, Lạng Sơn, Bắc Thái tới Lâm Đồng (Phạm Hoàng Hộ, 

2000; Lương Y Hy, 2001; Nguyễn Thu Hằng, 2004; Đàm Đình Tiếp, 2020). 

1.1.2. Đặc điểm sinh lý, sinh thái 

Cây cơm cháy là một loại thảo 

mộc lâu năm và là cây bụi nhỏ mọc thành 

cụm, cao 1-2 m. Thân có rãnh hoặc nhẵn 

với vỏ màu be có thể bong ra, thân gỗ sần 

sùi (Marina Silalahi và cs., 2021). 

 Các lá có hình lông chim với mép 

lá hình răng cưa mọc đối xứng và có các 

lá chét từ 2–6 cặp. Kích thước của lá chét 

có chiều dài từ 9-10cm và chiều rộng từ 

3-4cm. Mặt trên của lá có màu xanh lục 

nhạt với một gân giữa, trong khi mặt 

dưới có màu xám và thô trái ngược với 

mặt trên nhẵn hơn nhiều (Marina Silalahi 

và cs., 2021). 

Hình 1. 1 Cây cơm cháy 
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Hoa nhỏ màu trắng mọc thành cụm, đài hoa và 

cánh hoa có đỉnh nhọn. Cụm hoa có các thể tuyến hình 

chén, màu vàng hoặc xanh. Hoa lưỡng tính, đều, đường 

kính 4–5 mm. Tràng hoa xoay tròn, có các thùy hình 

trứng, màu trắng hoặc màu kem, nhị xòe ra, bao phấn 

màu vàng, trắng hoặc kem (Marina Silalahi và cs., 

2021). 

Hình 1. 2 Hoa cây cơm cháy 

Quả mọng hình cầu đường kính 3–4 mm, màu 

đen, tím đỏ hoặc hiếm khi đỏ tươi đến màu da cam, 

hình tròn, có mùi thơm nhẹ. Quả mọng có thể ép 

được và hạt có màu be hơi vàng được bao quanh bởi 

một chất tiết dính. Hạt hình trứng, thường dẹt ở bụng, 

có nhiều vân (Valkenburg 2003; Sujarwo và cs., 

2020; Đàm Đình Tiếp, 2020). 

          Hình 1. 3 Quả cây cơm cháy 

1.1.3.  Giá trị dược lý 

Cây cơm cháy được biết đến là loại cây có giá trị trong nông nghiệp, thực phẩm, 

và đặc biệt là trong y dược (Charlebois và cs., 2010).  Các bộ phận của cây được sử 

dụng làm thuốc giảm đau, lọc máu, kích thích ruột và bàng quang. Nó cũng được cho là 

một chất hỗ trợ chống lại chứng tê, trị bệnh thấp khớp, co thắt, sưng tấy và chấn thương, 

cũng như đối với sức khỏe hệ tuần hoàn và xương nói chung (Acharya và cs., 2014).  

Phần lá của cây cơm cháy được dùng để chữa sưng tấy, diệt côn trùng, trị tiêu 

chảy, làm mịn da, v.v. vì nó có chứa các hợp chất hóa học như flavonoid, glycosid, 

anthracton glycosid, saponin, steroid/triterpenoid và tanin. Chất chiết xuất từ lá của cây 

cho thấy hoạt tính chống lại vi khuẩn Eschericia Coli và Salmonella Thypi (Dasopang, 

2017). Ngoài ra, lá của cây cơm cháy còn giúp điều trị rối loạn tiêu hoá, nhuận tràng; 

trong khi hoa và lá được sử dụng như một chất trị hôi miệng và lợi tiểu (Darwis, 2012).  

Đồng thời lá, thân, hoa và bột lá còn được sử dụng để điều trị các bệnh khác nhau 

như sưng tấy, bầm tím, gãy xương, bệnh thấp khớp, đau nhức, vàng da, beriberi, kiết lỵ 
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và viêm đường hô hấp (Aryanto, 2020; Rintani, 2020). Các acid amin từ chiết xuất của 

quả của cây cơm cháy (Sambucus javanica subsp. Chinensis (Lindl) Fukuoka) đã được 

báo cáo là có khả năng ức chế chủng virus HCoV HCoV-NL63 (Weng và cs., 2019).  

Chiết xuất từ cây cơm cháy hoạt động điều hòa miễn dịch để ngăn chặn tình trạng 

viêm và giảm tỷ lệ hoại tử (Putra và Rifa'I, 2019). Chiết xuất từ quả và lá của cây cơm 

cháy có hoạt tính tạo máu trong mô hình nghiên cứu chuột thiếu máu bất sản do 

Cloramphenicol (CMP) gây ra (Putra và Rifa'I, 2019). Ngoài ra, chiết xuất từ lá và quả 

của cây cơm cháy thực hiện các hoạt động điều hòa miễn dịch của chúng bằng cách tăng 

số lượng quần thể tế bào T điều hòa và tế bào T gây độc tế bào. Những kết quả này cho 

thấy cây cơm cháy có tác dụng điều trị đối với bệnh thiếu máu bất sản bằng cách thay 

đổi hệ thống miễn dịch như một tác nhân điều hòa miễn dịch (Putra và Rifa'I, 2020). 

Ngoài S. javanica còn có các loài khác thuộc chi Sambucus có giá trị y học cao 

như: Sambucus nigra, Sambucus canadensis, Sambucus chinensis, v.v.  

Chiết xuất của S. nigra còn được lựa chọn để đánh giá khả năng ức chế hoạt tính 

sinh học chống lại vùng liên kết thụ thể protein SARS-CoV2 S1 (RBD) gắn với thụ thể 

enzym chuyển đổi Angiotensin 2 (ACE2) tái tổ hợp ở người dựa trên xét nghiệm hấp thụ 

miễn dịch liên kết với enzym cạnh tranh (ELISA) (Anete Boroduskea, 2021). 

Chiết xuất từ quả mọng của S. nigra và S. canadensis có tác dụng kháng virus, 

hoạt động chống oxy hóa cũng đã được chứng minh trong báo cáo của Youdim và cs. 

(2000).  Sambucol®, một loại siro có chứa 38% chiết xuất tiêu chuẩn hóa từ quả cơm 

cháy, được phát triển và các nghiên cứu đã chỉ ra rằng nó có tác dụng vô hiệu hóa và 

giảm khả năng lây nhiễm của virus cúm A và B (ZakayRones và cs., 2004), các chủng 

HIV và phân lập lâm sàng (Sahpira -Nahor và cs., 1995), các chủng virus Herpes simplex 

loại 1 (HSV-1) và các phân lập lâm sàng. 

Từ lâu, một số dân tộc đã sử dụng Sambucus như một nguồn thực phẩm và dược 

phẩm. Sambucus là một nhóm các loại thảo mộc được biết đến rộng rãi với hiệu quả 

điều trị như một phương thuốc chống viêm, chống oxy hóa, trị tiểu đường và là tác nhân 

thúc đẩy tạo máu (Wira Eka Putra và cs., 2020). Sambucus thường được nhân giống 

bằng hai phương pháp nhân giống truyền thống là gieo hạt và giâm cành. Tuy nhiên, để 

có thể nhân giống bằng phương pháp này, đòi hỏi phải có điều kiện ổn định về ánh sáng, 
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nhiệt độ, pH và hàm lượng chất dinh dưỡng. Ngoài ra, chúng còn thường gặp các bệnh 

như: mạt nhện, rệp, sâu vẽ bùa, đốm lá và bệnh phấn trắng; từ đó làm giảm chất lượng 

sản phẩm của cây. Với những lợi ích về mặt y học và thực phẩm thì nhu cầu của con 

người ngày càng tăng dẫn đến việc các loài của chi Sambucus dần ít đi (Đàm Đình Tiếp, 

2020; Acharya và cs., 2014). 

1.1.4. Giá trị kinh tế 

Các sản phẩm từ cây cơm cháy có thể tạo ra giá trị thương mại, đây là một loại 

cây trồng giúp thúc đẩy sự phát triển thương mại ở Florida. Cây cơm cháy có thể cung 

cấp nhiều sản phẩm cho thị trường như quả và hoa là hai sản phẩm chính được bán, 

ngoài ra lá, vỏ, rễ, gỗ và cành giâm từ cây cơm cháy Mỹ cũng được buôn bán trên thị 

trường (Charlebois và cs., 2010; Byers và cs., 2014).  

Quả cơm cháy và hoa cơm cháy được bán chủ yếu để làm nguyên liệu cho sản 

xuất các sản phẩm thực phẩm và đồ uống. Các sản phẩm cuối cùng được làm từ quả 

cơm cháy và cây cơm cháy bao gồm đồ uống không cồn, chẳng hạn như trà, nước trái 

cây, siro và rượu bia không cồn, và một loạt các đồ uống có cồn bao gồm rượu vang, 

gin, bia, v.v. Ngoài ra còn có các sản phẩm khác như thạch, mứt, bánh nướng và các 

loại bánh ngọt khác. Là một chất bổ sung chế độ ăn uống hoặc thuốc chữa cảm lạnh 

và cúm, cơm cháy được bán dưới dạng nước ép, chiết xuất nguyên chất, hoặc như một 

thành phần trong viên nang, kẹo cao su hoặc viên ngậm. Cơm cháy cũng có thể được 

sử dụng như một chất tạo màu thực phẩm tự nhiên và làm thuốc nhuộm cho hàng dệt 

may.  

Nghiên cứu cho biết quả cơm cháy được bán với giá 5 USD / pound cho nhà 

máy rượu, 11 USD / pound cho các nhà máy sản xuất thực phẩm chức năng (Cernusca 

và cs., 2011). Một nghiên cứu vào năm 2009 về các nhà sản xuất cơm cháy của Hoa 

Kỳ đã báo cáo quả cơm cháy tươi hoặc đông lạnh bán tại các chợ nông sản hoặc trực 

tuyến với giá từ 3 USD / pound đến 5 USD / pound (Cernusca và cs., 2011).  

Một đánh giá hiện tại về giá trực tuyến cho thấy cơm cháy khô được bán với 

giá từ 20 đến 31 USD / pound và hoa cơm cháy khô được bán với giá từ 4,10 USD đến 

4,40 USD / ounce. Nghiên cứu thị trường ước tính doanh số bán cơm cháy để sản xuất 

thực phẩm hoặc thực phẩm chức năng đạt tổng trị giá 113 triệu USD Mỹ vào năm 2019 
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(Grebow và Krawiec 2020).  

Nghiên cứu thị trường ước tính doanh số bán cơm cháy để điều chế các loại 

thuốc về hô hấp và cảm cúm. Nhu cầu về quả cơm cháy đang tăng lên như một thành 

phần hỗ trợ chức năng miễn dịch trong đồ uống, bao gồm cả thị trường đồ uống có 

chứa trà và pre / probiotic (Grebow và Krawiec 2020). 

1.2. Tổng quan về nuôi cấy mô 

1.2.1. Nuôi cấy mô tế bào thực vật (Lê, 2008) 

Công nghệ sinh học là ứng dụng tổng hợp của sinh hóa học, vi sinh học và các 

khoa học về công nghệ để đạt được sự ứng dụng công nghiệp các năng lực của vi sinh 

vật, các tế bào, các tổ chức nuôi cấy và các thành phần của chúng. 

Nhờ ứng dụng các thành tựu của công nghệ sinh học như kỹ thuật nuôi cấy mô 

tế bào, kỹ thuật tái tổ hợp di truyền,v.v. Người ta có thể tạo ra những giống cây trồng 

với năng suất cao, chống chịu được với sâu bệnh, hạn hán và điều kiện nghèo phân 

bón. 

Nuôi cấy mô là thuật ngữ dùng để chỉ quá trình nuôi cấy các bộ phận tách rời 

khác nhau của thực vật trong điều kiện vô trùng in vitro. Kỹ thuật nuôi cấy mô dùng 

cho cả hai mục đích nhân giống và cải thiện di truyền, sản xuất sinh khối các sản phẩm 

hóa sinh, bệnh học thực vật, duy trì và bảo tồn các nguồn gen quý,v.v. 

Thuật ngữ nhân giống in vitro (in vitro propagation) hay còn gọi là vi nhân 

giống được sử dụng đặc biệt cho việc ứng dụng các kỹ thuật nuôi cấy mô để nhân 

giống thực vật, bắt đầu bằng nhiều bộ phận khác nhau của thực vật có kích thước nhỏ, 

sinh trưởng ở điều kiện vô trùng trong các ống nghiệm hoặc trong các loại bình nuôi 

cấy khác. 

Trong thực tế, các nhà vi nhân giống dùng thuật ngữ nhân giống in vitro và nuôi 

cấy mô bắt đầu bằng các mảnh cắt nhỏ của thực vật, sạch vi sinh vật, được nuôi cấy 

vô trùng. Thuật ngữ đầu tiên dùng trong quá trình nhân giống là explant (mẫu vật) 

tương đương với các phương thức nhân giống khác là giâm cành, chiết cành, ghép 

cành hoặc gieo hạt. 

1.2.2. Phương pháp nuôi cấy mô và cơ quan tách rời (Chu, 1992) 
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Năm 1946, Wetmore đã tiến hành nuôi cấy đỉnh chồi cây nho dại, cùng với một 

số tác giả khác, ông đã chứng minh các bộ phận của cây đều có thể nuôi cấy khi gặp điều 

kiện thuận lợi. 

Nhu cầu dinh dưỡng khi nuôi cấy các bộ phận khác nhau của cây là khác nhau 

nhưng có thể thấy một số yêu cầu chung như nguồn carbon dưới dạng đường và các muối 

của các nguyên tố đa lượng (N, P, K, Ca) và vi lượng (Mg, Fe, Mn, Co, Zn, v.v.). Ngoài 

ra còn cần một số chất đặc biệt như vitamin (B1, B6, B3, v.v.) và các chất điều hoà sinh 

trưởng. Muốn duy trì sinh trưởng và phát triển của cơ quan nuôi cấy cần thường xuyên 

cấy chuyền qua môi trường mới. 

Nuôi cấy đốt thân là một phương pháp phổ biến được sử dụng rộng rãi trong kỹ 

thuật nuôi cấy mô với tần số đột biến thấp, mẫu cấy thường được sử dụng là đoạn thân 

ngắn có chứa chồi ngọn hoặc chồi bên. 

1.2.3. Phương pháp nuôi cấy mô sẹo 

Mô sẹo là một khối tế bào phát triển vô tổ chức, hình thành do sự phản biệt hóa 

của các tế bào đã phân hóa. Mô sẹo có khả năng tái sinh thành cây hoàn chỉnh trong điều 

kiện môi trường có chất điều hòa sinh trưởng thích hợp (phát triển nhanh trên môi trường 

có sự hiện diện của auxin)  (Yeoman và cs., 1973). 

Nuôi cấy mô sẹo cho phép các khối tế bào không có hình dạng nhất định tăng lên 

từ sinh trưởng không phân hóa của mẫu vật trên môi trường dinh dưỡng rắn vô trùng. 

Mẫu vật thường là các cơ quan tử nhỏ hoặc các mẫu mô. Các khối tế bào này không 

tương ứng với mọi cấu trúc mô đặc trưng của cây hoàn chỉnh.  

Thuật ngữ nuôi cấy mô sẹo được sử dụng do sự phân chia vô tổ chức của tế bào 

mà lúc đầu được nghĩ là nó cảm ứng với sự tổn thương thực thể của thực vật trong quá 

trình tách ra khỏi cây hoàn chỉnh. Tuy nhiên, sau đó người ta nhận thấy nó được cảm 

ứng bởi các chất điều hòa sinh trưởng thực vật trong môi trường dinh dưỡng rắn 

(Nguyễn, 2006). 

Ngoài những phương pháp nuôi cấy trên thì còn có các phương pháp khác như: 

nuôi cấy phôi, nuôi cấy mô phân sinh, nuôi cấy bao phấn, nuôi cấy tế bào đơn, v.v. (Lê, 

2008). 
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1.2.4. Các yếu tố ảnh hưởng đến nuôi cấy in vitro 

1.2.4.1. Môi trường nuôi cấy 

Một trong những yếu tố quan trọng nhất trong sự tăng trưởng, phát triển hình thái 

của mô và tế bào thực vật trong nuôi cấy mô là thành phần môi trường nuôi cấy. Thành 

phần môi trường nuôi cấy mô và tế bào thực vật thay đổi tùy theo loài và bộ phận nuôi 

cấy. Đối với cùng loại mẫu cấy nhưng tùy theo mục đích thí nghiệm mà thành phần môi 

trường sẽ thay đổi tùy theo giai đoạn phân hóa của mẫu cấy (Lê, 2008). 

Môi trường nuôi cấy mô và tế bào thực vật tuy đa dạng nhưng đều có các thành 

phần cơ bản sau: 

- Các muối khoáng đa lượng (nitrogen, potassium, calcium, 

phosphorus, magnesium và sulfur). 

- Các muối khoáng vi lượng (sắt, kẽm, mangan, boron, copper, 

molybdenum và cobalt). 

- Các vitamin (myo-inositol, thiamine (B1), nicotinic acid (PP), 

pyridoxine (B6), v.v.). 

- Các amino acid. 

- Nguồn carbon: một số các loại đường (glucose, fructose, saccarose, 

maltose, v.v.). 

- Các chất điều hòa sinh trưởng (auxin, cytokinin, gibberellin, 

ethylene, acid abscisic). 

- Các chất hữu cơ bổ sung: nước dừa, dịch chiết nấm men, dịch chiết 

khoai tây, bột chuối khô, v.v. 

- Chất làm thay đổi trạng thái môi trường: agar, agarose, v.v. 

Tất cả các hợp chất này đều tham gia vào một hoặc nhiều chức năng trong sự 

sinh trưởng, phân hóa của thực vật nuôi cấy in vitro (Lê, 2008; Nguyễn, 2008). 

Việc lựa chọn môi trường nuôi cấy với thành phần hóa học đặc trưng phụ thuộc 

vào một số yếu tố: 

- Đối tượng cây trồng hoặc mô nuôi cấy khác nhau có nhu cầu khác 
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nhau về thành phần môi trường. 

- Mục đích nghiên cứu hoặc phương thức nuôi cấy khác nhau. 

- Trạng thái môi trường khác nhau. 

* Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng thực vật 

Chất điều hòa sinh trưởng là các chất hữu cơ có bản chất hóa học khác nhau, 

nhưng đều có tác dụng điều tiết quá trình sinh trưởng phát triển của cây. Các chất điều 

hòa sinh trưởng đóng vai trò quan trọng trong việc điều chỉnh sinh lý, quá trình sinh 

trưởng và phát triển của cây. Chúng có thể có nguồn gốc nội sinh do chính cơ thể thực 

vật tiết ra (phytohormone) hoặc được tổng hợp nhân tạo có cấu trúc tương tự với 

phytohormone. Các chất này được sử dụng với liều lượng rất nhỏ, nếu ở liều lượng cao 

có thể gây độc (một số loại được sử dụng làm thành phần chính của thuốc diệt cỏ) 

(Moore, 2012). 

Dựa vào tác dụng sinh lý, các chất điều hòa sinh trưởng và phát triển thực vật 

được chia làm thành hai nhóm cơ bản: chất kích thích sinh trưởng và chất ức chế sinh 

trưởng (Hoàng và cs., 2006). Trong lĩnh vực nuôi cấy mô tế bào thực vật, chất điều hòa 

sinh trưởng thường được bổ sung trong môi trường nuôi cấy là các chất thuộc nhóm: 

auxin, cytokinin, gibberellin, acid abscisic và ethylene (Nguyễn, 2008). 

* Auxin 

Auxin được tạo ra từ vùng mô phân sinh ngọn của thực vật, sau đó được vận 

chuyển xuống các cơ quan phía dưới theo hướng gốc. Do vậy, càng xa đỉnh ngọn thì 

hàm lượng auxin càng giảm. Ngoài chồi ngọn, auxin còn được tổng hợp ở các cơ quan 

khác như lá non, quả non, v.v với một lượng rất nhỏ (Vũ, 2008). 

Auxin can thiệp vào nhiều hiện tượng sinh lý và hoạt động tùy thuộc vào nồng 

độ hay sự kết hợp của chúng với các chất điều hòa sinh trưởng khác, ngoài ra còn tác 

dụng lên quá trình giãn của các tế bào gây nên sự tăng trưởng theo đường kính của cơ 

quan và toàn cây, kích thích sự phân chia tế bào tạo ra mô sẹo, hoạt hóa các vùng tế bào 

xuất hiện rễ để tạo mầm rễ bất định, ức chế sự phát triển của chồi nách và sự hình thành 

phôi soma trong môi trường nuôi cấy mô sẹo (Vũ, 2008; Davies, 2012; Moore, 2012). 

Auxin là một chất có nhân indole, gồm hai loại là auxin tự nhiên và auxin nhân 

tạo. Các loại auxin thường được dùng là: IAA, IBA, NAA (Nguyễn, 2008). 
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* Cytokinin 

Theo Davies (2012), cơ quan tổng hợp cytokinin là hệ thống rễ. Cytokinin được 

vận chuyển từ rễ lên các bộ phận trên mặt đất theo hướng ngược chiều với auxin. Ngoài 

ra, một lượng nhỏ cytokinin cũng được tổng hợp từ một số cơ quan non như lá non, quả 

non,v.v. 

Cytokinin có vai trò quan trọng trong việc tạo cơ quan thực vật, chúng kích thích 

mạnh mẽ sự hình thành chồi non, duy trì sự sống của mô, kích thích sự phân chia tế bào 

và định hướng tế bào trong con đường phân hóa, tạo điều kiện thuận lợi cho nuôi cấy in 

vitro (Nguyễn, 2008). Do đó, cytokinin là một chất đối kháng với auxin và được sử dụng 

để kích thích sự hình thành chồi trong nuôi cấy mô, tăng hệ số nhân chồi. 

- Nguồn carbon (thường sử dụng sucrose). 

- Các tác nhân làm rắn (tạo gel) môi trường (thường sử dụng là agar) (Nguyễn, 

2007). 

Môi trường được Murashige và Skoog (MS) (phụ lục 1) nghiên cứu thành công 

vào năm 1962 (Murashige và cs., 1962). Hiện nay, môi trường MS là một trong những 

loại môi trưởng giàu dinh dưỡng, được sử dụng rộng rãi cho các loài thực vật vì nó chứa 

tất cả các chất dinh dưỡng cần thiết cho sự phát triển của cây trong ống nghiệm (Kumar 

và cs., 2011). Theo Phillips và cs., (2019), MS là môi trường thích hợp để tái sinh cây 

do hàm lượng nitơ tổng số cao (với tỷ lệ amoni cao hơn nitrate). 

1.2.4.2. Mẫu nuôi cấy 

Chọn lọc mẫu để đặt vào trong môi trường nuôi cấy là một bước vô cùng quan 

trọng, nó quyết định đến sự thành công của quá trình vi nhân giống. Một số yếu tố cần 

chú ý khi lựa chọn mẫu là: kiểu hình (màu sắc, hình dạng,v.v.), cơ quan lấy mẫu (lá, 

cuống lá, đốt thân, v.v.), độ tuổi sinh lý (các mẫu còn non như đỉnh sinh trưởng, chồi ngủ, 

v.v.) và độ khỏe của mẫu (mẫu được lấy từ cây mẹ khỏe, không bị bệnh, v.v.) 

(Murashige, 1974). 

1.3. Kỹ thuật vô trùng 

1.3.1. Vô trùng dụng cụ và môi trường 

1.3.1.1. Dụng cụ thuỷ tinh 



13 
 

Thông thường các dụng cụ thuỷ tinh dùng trong các thí nghiệm thường được xử 

lý bằng dung dịch sulfocromate một lần đầu trước khi đưa vào sử dụng, về sau chỉ cần 

rửa sạch bằng xà phòng, tráng sạch bằng nước cất và để thật ráo trước khi sử dụng. 

Trong trường hợp các dụng cụ thuỷ tinh dùng trong các thí nghiệm nuôi cấy mô 

và tế bào thực vật đòi hỏi vô trùng, có thể khử trùng trong tủ sấy ở nhiệt độ cao trong 

nhiều phút hoặc nhiều giờ. Các dụng cụ này luôn được gói trong giấy nhôm hoặc hộp 

kim loại để tránh bị nhiễm trở lại sau khi đã khử trùng. 

1.3.1.2. Môi trường 

Môi trường nuôi cấy thường được hấp khử trùng trong nồi hấp (autoclave), khử 

trùng bằng áp suất hơi nước bão hòa. Thời gian hấp từ 15-30 phút ở áp suất hơi nước 

bão hòa là 103,4 kPa (1atm) tương đương với nhiệt độ 121℃. Ở nhiệt độ 121℃, hầu hết 

các sinh vật có trong môi trường đều bị tiêu diệt, kể cả ở dạng bào tử. Sau khi vô trùng 

cần phải làm khô nắp ống nghiệm hoặc nút bông để tránh bị nhiễm trở lại. 

1.3.2. Khử trùng mô thực vật 

Nuôi cấy mô hầu hết các bộ phận khác nhau của thực vật giống như hạt giống, 

phôi, noãn, đế hoa, lá, đầu rễ, thân củ, v.v. Tuỳ theo sự tiếp xúc với môi tường bên ngoài, 

các bộ phận này chứa nhiều hay ít vi khuẩn và nấm ở ngoài bề mặt. Phương pháp vô 

trùng mô cấy thông dụng nhất hiện nay là các chất hoá học có hoạt tính diệt nấm khuẩn. 

Hiệu lực diệt nấm khuẩn của các chất này phụ thuộc vào thời gian xử lý, nồng độ và khả 

năng xâm nhập của chúng vào các kẽ ngách lồi lõm trên bề mặt mô cấy, khả năng đẩy 

hết các bọt khí bám trên bề mặt mô cấy. Để tăng tính linh động và khả năng xâm nhập 

của chất diệt khuẩn, thông thường người ta xử lý mô cấy trong vòng 30 giây trong rượu 

ethylic 70% sau đó mới xử lý dung dịch diệt khuẩn. Đồng thời, người ta thêm các chất 

giảm sức căng bề mặt như Tween 80, Fotoflo, Teepol vào dung dịch diệt nấm khuẩn. 

1.4. Tổng quan về tình hình vi nhân giống các loài thuộc chi Sambucus 

Năm 2011, nhóm nghiên cứu của Song và cs., đã vi nhân giống S. canadensis L. 

cv. Aurea thành công thông qua chồi ngủ. Kết quả cho thấy môi trường tối ưu cho cảm 

ứng chồi là MS bổ sung 4,0 mg/l BA + 0,2 mg/l IAA + 0,2 mg/l GA3 với tỷ lệ 94,17%; 

môi trường tăng sinh tối ưu là MS bổ sung 0,5 mg/l BA + 0,05 mg/l NAA với hệ số 
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nhân là 6,1 chồi/mẫu; môi trường tạo rễ tăng trưởng tốt nhất và tỷ lệ ra rễ là 97% là MS 

bổ sung 0,1mg/l NAA và 2 mg/l BA.  

Năm 2012, nhóm nghiên cứu của Wang và cs., đã nuôi cấy mô cây S. williamsii 

Hance thông qua nuôi cấy chồi bên. Kết quả cho thấy môi trường tốt nhất để tăng sinh 

chồi là môi trường MS bổ sung 3 mg/l BA + 0,2 mg/l NAA + 0,03 mg/l TDZ + 2 mg/l 

GA3; môi trường để tạo rễ tốt nhất là MS bổ sung 0,4 mg/l NAA + 0,2 mg/l IBA.  

Năm 2013, nhóm nghiên cứu của Charlebois và Brassard, đã khảo sát tác dụng 

của chất khử trùng trong nuôi cấy mô S. canadensis. Kết quả khử trùng tốt nhất thu được 

là trong dung dịch natri hypoclorit 3% trong 20 phút sau đó ngâm trong dung dịch bạc 

nitrat 0,5% trong 20 phút, cuối cùng ngâm trong dung dịch acid xitric và acid ascorbic.  

Năm 2013, nhóm nghiên cứu của Wu và cs., đã tối ưu hóa môi trường cho mô 

sẹo, cảm ứng nhiều chồi và nuôi cấy rễ cây con của S. chinensis với môi trường tối ưu 

cho cảm ứng mô sẹo của lá là môi trường MS bổ sung 1,5 mg/l 2, 4-D; môi trường tối 

ưu cho cuống lá là MS bổ sung 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l Kinetin, MS bổ sung 0, 2 mg/l 

2,4D + 1,0 mg/l Kinetin, MS bổ sung 0,2 mg/l NAA + 3,0 mg/l Kinetin + GA; môi 

trường tối ưu cho cảm ứng nhiều chồi là môi trường MS bổ sung 2 mg/l BA; môi trường 

tốt nhất để tạo rễ nuôi cấy mô là ½ MS bổ sung 0,3 mg/l NAA.  

Năm 2020, nhóm nghiên cứu của Borodusske, nuôi cấy mô sẹo bằng chồi của S. 

nigra sử dụng chất khử trùng là bạc nitrat 1% trong 20 phút cho tỷ lệ nhiễm thấp nhất; 

môi trường cho tỷ lệ mô sẹo cao nhất là WPM bổ sung 0,2 mg/l 2,4D kết hợp với 1 mg/l 

Kinetin; và môi trường thích hợp cho nuôi cấy huyền phù tế bào là WPM bổ sung 2 mg/l 

TDZ và 2 mg/l NAA. 

Năm 2020, nhóm nghiên cứu của Kopper và cs., đã vi nhân giống thành công S. 

nigra L. thông qua nuôi cấy chồi với chất khử trùng là natri hypoclorit nồng độ 2,8% 

trong 10 phút; môi trường thấy sự tăng sinh chồi tốt nhất là MS bổ sung 0,05 mg/l NAA 

và 2 mg/l BA; môi trường tạo ra nhiều chồi và rễ dài nhất là MS bổ sung 0,1 NAA mg/l 

và 0,5 mg/l mT. 

Hiện nay, ở Việt Nam chưa có nghiên cứu nào thực hiện nhân giống đối với loài 

S. javanica. Nghiên cứu này có thể góp phần khảo sát một số yếu tố lên khả năng nhân 

giống in vitro cây cơm cháy, từ đó làm nền tảng cho các nghiên cứu khác sâu hơn trong 
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tương lai. 
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PHẦN 2 - VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1. Địa điểm thời gian và mục đích thực hiện đề tài 

Thời gian thực hiện 

Từ tháng 11 năm 2021 đến tháng 5 năm 2022. 

Mục đích nghiên cứu 

Tạo nguồn vật liệu in vitro thông qua nuôi cấy mô sẹo cây cơm cháy. 

Đối tượng nghiên cứu 

Mẫu cây cơm cháy (Sambucus javanica Blume) được thu tại huyện Lạc Dương 

tỉnh Lâm Đồng. 

Dụng cụ trong nghiên cứu 

 Nồi hấp Autoclave (Tommy SS-325). 

 Tủ cấy vô trùng (ESCO). 

 Thiết bị hỗ trợ (cân phân tích, cân kỹ thuật, máy đo pH). 

 Bịch nilon (7x14 cm). 

 Dụng cụ thủy tinh (pipet, cốc đong, ống đong, đũa thủy tinh). 

 Đèn cồn, dao mổ, pank, v.v. 

 Các dụng cụ khác. 

2.2. Nội dung và phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Nội dung 

 Khảo sát ảnh hưởng của chất khử trùng lên cây cơm cháy . 

 Khảo sát ảnh hưởng của 2,4D lên khả năng tạo mô sẹo của mẫu cây cơm cháy.  

 Khảo sát ảnh hưởng của BA lên khả năng bật chồi từ mô sẹo của cây cơm cháy. 
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2.2.2. Phương pháp thu mẫu 

Mẫu cây được thu từ những cây cơm cháy trưởng thành, khỏe mạnh, không nhiễm 

nấm bệnh.  

      Hình 2. 1 Mẫu lá cơm cháy 

2.2.3. Môi trường nuôi cấy 

Môi trường MS được sử dụng để nuôi cấy mẫu ở tất cả các thí nghiệm. Tùy theo 

mục đích của từng thí nghiệm mà sử dụng độc lập hay phối hợp với chất điều hòa sinh 

trưởng BA. 

Chuẩn bị môi trường: 

Môi trường MS được sử dụng độc lập hoặc phối hợp với 2,4D hoặc BA tùy mục 

đích của thí nghiệm. Tiến hành điều chỉnh pH của môi trường đã pha về 6,0 bằng các 

dung dịch NaOH 1N và HCl 1N sau đó phân phối vào các bình đựng môi trường (500 

ml; 250 ml) và hấp khử trùng ở nhiệt độ 121ºC với áp suất 1atm trong 20 phút. Sau khi 

hấp, đổ môi trường vào bịch nilon (đã được hấp vô trùng) có kích thước 7×14 cm, mọi 

thao tác đổ môi trường được thực hiện trong tủ cấy vô trùng. 

2.2.4. Điều kiện nuôi cấy 

Tất cả các giai đoạn sinh trưởng và phát triển của cây đều được chiếu sáng 16 

giờ/ngày bằng đèn LED có cường độ 40 µmol.m-2.s -1 với nhiệt độ phòng là 25o C ± 2. 

2.2.5. Bố trí thí nghiệm 

        Thí nghiệm 1: Khảo sát ảnh hưởng của chất khử trùng lên cây cơm cháy. 

Mục tiêu: Nghiên cứu chất khử trùng phù hợp cho việc vào mẫu cây cơm cháy. 
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Mẫu cấy: Lá non. 

Quy trình khử mẫu: Mẫu lá non được rửa với xà phòng trong 5 phút rồi rửa sạch 

với nước, rửa lại với nước hấp vô trùng hai lần, tiếp tục rửa với NaClO 1% (20 phút) 

hoặc Ca(ClO)2 7% (20 phút) có bổ sung Tween 80 (Wang và cs., 2012; Kopper và cs., 

2020; Borodusske, 2020). Mẫu sau khi rửa trong chất khử trùng được tráng kĩ bằng nước 

hấp vô trùng 3 lần. Sau đó được cấy vào môi trường MS trong vòng 1 tuần theo dõi. 

Chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ mẫu nhiễm (%), Tỷ lệ mẫu chết/sống (%). 

Thí nghiệm 2: Khảo sát ảnh hưởng của 2,4D lên khả năng tạo mô sẹo của mẫu 

cây cơm cháy. 

Mục tiêu: Nghiên cứu nồng độ chất điều hòa sinh trưởng 2,4D, loại mẫu cấy (lá 

non) cho hiệu quả tạo mô sẹo tốt nhất. 

Mẫu cấy: Mẫu còn sống ở thí nghiệm 1. 

Môi trường thí nghiệm: Các mẫu lá còn sống ở thí nghiệm 1, cấy vào môi trường 

MS bổ sung 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/l 2,4D và đặt trong môi trường không có ánh sáng 

(Wu và cs., 2013). 

Chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ mẫu tạo sẹo (%), đặc điểm sẹo. Số liệu được thu sau 14 

ngày nuôi cấy. 

Thí nghiệm 3: Khảo sát ảnh hưởng của BA lên khả năng bật chồi từ sẹo của 

cây cơm cháy. 

Mục tiêu: Nghiên cứu nồng độ chất điều hòa sinh trưởng BA lên loại mẫu cấy (lá 

non) cho hiệu quả bật chồi tốt nhất. 

Mẫu cấy: Các mẫu sẹo thu từ thí nghiệm 2. 

Môi trường nuôi cấy: Các mẫu sẹo thu từ thí nghiệm 2 được cấy vào môi trường 

MS bổ sung 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 mg/l BA. 

Chỉ tiêu theo dõi: Số chồi trung bình/mẫu, số mẫu bật chồi, số liệu được thu sau 

8 tuần nuôi cấy. 
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2.2.6. Phương pháp xử lý số liệu 

Số liệu được xử lý bằng phần mềm Microsoft office excel 2019 và phần mềm 

IBM SPSS Statistics 20. 
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PHẦN 3 - KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Thí nghiệm 1: Khảo sát ảnh hưởng của chất khử trùng lên cây cơm cháy. 

Giai đoạn khử trùng mẫu cấy là giai đoạn đầu tiên có vai trò quan trọng trong 

việc tạo ra nguồn mẫu nuôi cấy khởi động cho quy trình vi nhân giống. Mỗi loài cây đều 

có phản ứng khác nhau đối với từng loại chất khử trùng, nồng độ và thời gian xử lý khác 

nhau. Chính vì vậy, việc đánh giá ảnh hưởng của các loại chất khử trùng đến việc khử 

trùng mẫu cấy lá non cây cơm cháy được tiến hành để tìm ra loại chất khử trùng phù 

hợp. Hiệu quả khử trùng của NaClO 1% hoặc Ca(ClO)2 7% trong 20 phút có bổ sung 

Tween 80 đối với mẫu lá non cây cơm cháy (Hình 3.1). 

Sau một tuần nuôi cấy trên môi trường MS được thể hiện ở Bảng 1. 

Bảng 3. 1 Ảnh hưởng của chất khử trùng lên mẫu lá non cây cơm cháy sau 1 tuần nuôi 

cấy trên môi trường MS 

 

 

Hình 3. 1 Mẫu lá sau 1 tuần khử trùng trên môi trường MS không bổ sung chất điều 

hòa sinh trưởng 

(A) Mẫu lá ban đầu sau khi được xử lý chất khử trùng. 

(B) Mẫu lá còn sống sau 1 tuần khử mẫu. 

(C) Mẫu lá bị chết sau 1 tuần nuôi cấy. 

Chất khử trùng Tỷ lệ nhiễm (%) Tỷ lệ chết (%) Tỷ lệ sống (%) 

NaClO 1% 5,65 1,77 92,58 

Ca(ClO)2 7% 16,67 3,01 75,92 
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Việc khử trùng mẫu cấy phải đảm bảo loại bỏ được các vi sinh vật gây hại (giảm 

tỷ lệ nhiễm đến mức thấp nhất) nhưng vẫn giữ được sức sống của mẫu cấy (tỷ lệ sống 

phải đạt cao nhất) thì mới có ý nghĩa trong việc tạo nguồn mẫu nuôi cấy khởi động trong 

vi nhân giống. Kết quả thu được ở Bảng 3.1 cho thấy khử trùng mẫu lá non cây cơm 

cháy bằng NaClO 1% trong 20 phút là tốt hơn hẳn (với 92,58% mẫu sống và chỉ có 

5,65% mẫu bị nhiễm) so với nghiệm thức còn lại. Kết quả thí nghiệm còn cho thấy xử 

lý mẫu bằng Ca(ClO)2 7% trong 20 phút là không phù hợp, chưa loại bỏ được vi sinh 

vật (tỷ lệ nhiễm là 16,67%) trong khi đó lại còn gây độc đến mẫu cấy (tỷ lệ chết là 

3.01%) (Hình 3.1c). 

Việc tạo mẫu vô trùng trong nuôi cấy mô phụ thuộc vào nhiều yếu tố khác nhau 

từ điều kiện sinh lý mẫu, loại chất khử trùng, nồng độ và thời gian khử trùng cũng cần 

được đánh giá phù hợp cho từng loại mẫu khác nhau. Các mẫu mỏng, nhỏ, dễ tổn thương 

nên được khử trùng với các loại hóa chất ít gây tổn thương mẫu, thời gian và nồng độ 

khử trùng thấp. Trong khi đó các mẫu cứng, dày có thể xem xét gia tăng nồng độ và thời 

gian khử trùng để tăng hiệu quả khử trùng cho mẫu cấy.  

Mẫu lá còn sống, có cảm ứng với môi trường (Hình 3.1b) được tiếp tục làm nguồn 

mẫu để cấy vào môi trường thí nghiệm cảm ứng tạo sẹo.  

Như vậy, kết quả từ thí nghiệm 1 cho thấy xử lý mẫu lá non cây cơm cháy bằng 

NaClO 1% trong 20 phút là tốt nhất để tạo nguồn mẫu cấy vô trùng cho các thí nghiệm 

tiếp theo. 

3.2. Thí nghiệm 2: Khảo sát ảnh hưởng của 2,4D lên khả năng tạo mô sẹo của 

mẫu cây cơm cháy. 

Cảm ứng tạo mô sẹo là giai đoạn nhân nhanh nguồn mẫu vô trùng ban đầu, mô 

sẹo là khối tế bào chưa biệt hóa phát sinh một cách vô tổ chức, có thể cảm ứng phát sinh 

phôi vô tính hoặc chồi bất định. Đề cảm ứng hình thành mô sẹo thì các chất điều hòa 

sinh trưởng thực vật là thành phần quan trọng của môi trường nuôi cấy. Trong số các 

auxin, 2,4D sử dụng rất có hiệu quả trong việc tạo mô sẹo ở nhiều loài thực vật. Theo 

Thomas và đồng tác giả (1996). chất điều hòa sinh trưởng 2,4D mặc dù có hoạt tính rất 

yếu trong kích thích tạo chối và rễ bát định nhưng lại là audin kích thích tạo mô sẹo và 

phôi rất hiệu quả. Vì vậy, thí nghiệm này được tiến hành nhằm kháo sát ảnh hưởng của 
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các nồng độ 2,4D khác nhau đến việc cảm ứng tạo mô sẹo từ mẫu cấy lá non vô trùng 

cây cơm cháy. 

Bảng 3. 2 Tỷ lệ cảm ứng tạo sẹo của lá non sau 2 tuần nuôi cấy trên môi trường MS có 

bổ sung 2,4D 

Nồng độ 

2,4D 

Tỷ lệ 

mẫu cảm ứng 

(%) 

Tỷ lệ mẫu 

không cảm ứng 

(%) 

Tỷ lệ 

mẫu chết (%) 

Đối chứng 0 0 100 

0.5 94,06 0,91 5,02 

1 91,72 0,00 8,28 

1.5 96,07 0,00 3,93 

2 95,90 0,00 4,10 

2.5 95,27 0,00 4,73 

 

 

Hình 3. 2 Mẫu lá non cảm ứng tạo sẹo khi cấy trên môi trường MS có bổ sung 1,5mg/l 

2,4D 

(A) Sau 1 tuần  (B) Sau 2 tuần  (C) Mẫu chết sau 2 tuần 

Một tuần nuôi cấy trên môi trường MS, mẫu lá vẫn xanh, hơi cong chứng tỏ đã 

có phản ứng do trao đổi chất giữa mẫu cấy và môi trường (Hình 3.1 b). Các mẫu này 

tiếp tục được cấy sang môi trường có bổ sung 2,4D.  Sau 1 tuần, mẫu đã có phản ứng 

phát sinh sẹo ở quanh vết cắt và trên gân lá (Hình 3.2 a). Sau 2 tuần, cụm sẹo hình thành 

khá rõ và gia tăng kích thước, các tế bào sẹo khá đồng đều (Hình 3.2 b).  

Qua bảng số liệu và hình ảnh cho thấy 2,4D là chất điều hòa sinh trưởng thích 

hợp cho quá trình cảm ứng hình thành mô sẹo ở mẫu lá non cây cơm cháy (tỷ lệ cảm 
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ứng ở tất cả các nghiệm thức đều trên 90%). Đối với nghiệm thức đối chứng không có 

chất điều hòa sinh trưởng, không ghi nhận được mẫu cảm ứng tạo sẹo, với 100% mẫu 

không cảm ứng và chết sau đó. Khi so sánh kết quả thu được giữa các nghiệm thức có 

bổ sung 2,4D thì thấy rằng tỷ lệ mẫu cảm ứng và mẫu chết có sự khác biệt không đáng 

kể giữa các nồng độ (1,5; 2,0 và 2,5 mg/l). Ở nồng độ thấp của 2,4D cho thấy có một số 

lượng nhỏ mẫu không cảm ứng (chỉ 0,91%), điều này cho thấy mẫu lá non cây cơm cháy 

nuôi cấy trên môi trường có bổ sung 2,4D sẽ cảm ứng hình thành mô sẹo tốt. Hình ảnh 

sẹo hình thành trong các môi trường không có sự khác biệt giữa các nghiệm thức.  

Trong các nghiên cứu tạo mô sẹo thì lá được sử dụng như là một nguồn mẫu phổ 

biến do lá có thể tái sinh liên tục và đều đặn, việc thu mẫu lá không làm chết cây làm 

mẫu. Nhu mô thịt lá, phần chủ yếu của phiến có vách sơ cấp mỏng còn tiềm năng phân 

chia tế bào. Nhờ tiềm năng này, các tế bào nhu mô có vai trò hàn gắn vết thương và 

thường được dùng trong nuôi cấy tế bào in vitro (Vũ Thị Hiền, 2018).  

Ngoài ra ánh sáng cũng là một yếu tố góp phần cho viêc hình thành mô sẹo. Trong 

thí nghiệm này, chúng tôi đã để nguồn mẫu vào tối 2 tuần, sau đó đưa ra sáng. 

Tabaeezadeh và Khosh-Khui (1981) trong nghiên cứu nuôi cấy bao phấn của Rosa đã 

báo cáo rằng sự hình thành mô sẹo tăng lên trong bóng tối, so với điều kiện ánh sáng, 

khi bao phấn của R. darnascena và R. hybrida được nuôi cấy trên môi trường tạo sẹo. 

Họ cũng chỉ ra rằng ánh sáng làm giảm số lượng bao phấn tạo ra mô sẹo trên các môi 

trường khác nhau. Kaoru Kawai và cs. (1993) đã nghiên cứu đề tài nuôi cấy mô cây Lô 

Hội (Aloe arborescens Miller var. natalensis Berger), kết quả cho thấy ở điều kiện tối tỷ 

lệ tạo mô sẹo cao hơn và thu được nhiều mô sẹo hơn là ở điều kiện ánh sáng. Năm 2018, 

nhóm nghiên cứu của Jaruwan Summart đã thực hiện đề tài cảm ứng mô sẹo và ảnh 

hưởng của điều kiện môi trường nuôi cấy đến sự phát triển của gạo thơm Thái Lan. Kết 

quả đưa ra là khi nuôi cấy ở môi trường 2,4D và nuôi cấy ở nhiệt độ 25 ± 2°C trong điều 

kiện tối sẽ tạo ra mô sẹo chất lượng cao hơn. 

Như vậy, mẫu lá non cấy trên môi trường MS có 2,4D đều có thể tạo sẹo với tỷ 

lệ rất cao. Nồng độ 1,5 mg/l 2,4D cho tỷ lệ cảm ứng tạo sẹo cao nhất đối với mẫu lá non 

của cây cơm cháy. 

3.3. Thí nghiệm 3: Khảo sát ảnh hưởng của BA lên khả năng bật chồi từ sẹo 
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của cây cơm cháy. 

Mô sẹo được xem như là giai đoạn trung gian của quá trình nhân nhanh mẫu cấy, 

chính vì vậy việc tìm ra môi trường thích hợp cho quá trình biệt hóa, phát sinh chồi hoặc 

phôi vô tính từ mô sẹo là bước tiếp theo trong nhân giống in vitro. Cytokinin là nhóm 

chất điều hòa sinh trưởng thường được sử dụng để cảm ứng bật chồi và nhân nhanh chồi, 

trong đó BA là chất được dùng rộng rãi nhất và có cảm ứng tốt trên nhiều đối tượng cây 

trồng khác nhau. Tuy nhiên, các chất thuộc nhóm auxin tích lũy trong khối mô sẹo (hàm 

lượng auxin nội sinh trong mô sẹo) có thể sẽ có ảnh hưởng nhất định đến hiệu quả bật 

chồi của các chất thuộc nhóm cytokinin trong giai đoạn nuôi cấy tiếp theo. 

Mục đích của thí nghiệm này là đánh giá hiệu quả bật chồi của BA lên mô sẹo có 

nguồn gốc từ môi trường bổ sung các nồng độ 2,4D khác nhau. Các mẫu sẹo thu từ các 

nghiệm thức của thí nghiệm 2 được cấy đồng đều vào môi trường MS bổ sung 0; 0,5; 1; 

1,5; 2; 2,5 mg/l BA. 

Các chất điều hòa sinh trưởng thực vật đóng một vai trò quan trọng trong phản 

ứng tạo mô sẹo trong điều kiện in vitro. Nhiều nghiên cứu đã chứng minh tác dụng tích 

cực của 2,4D trong cảm ứng mô sẹo (Hesami và cs., 2018). Trong các nghiên cứu về 

cảm ứng phát sinh phôi vô tính ở nhiều loài thực vật thì auxin, đặc biệt là 2,4D thường 

được sử dụng nhiều nhất (Umehara và Kamada, 2005). Điều này được chứng minh bởi 

những thí nghiệm ở cà rốt (Borkird và cs., 1986), F. sellowiana (Cruz và cs., 1990), 

Populus spp. (Michler, 1995), ca cao (Canhoto và cs., 1999), Paspalum scrobilatum 

(Avci và Can, 2006). Nồng độ auxin trong môi trường tạo phôi được sử dụng khác nhau 

và thay đổi tùy theo từng loài cũng như từng loại kiểu gen của thực vật. 

Tuy nhiên, khi thực hiện cấy sẹo từ thí nghiệm 2 vào môi trường có bổ sung BA 

sau 8 tuần chỉ thấy số lượng và kích thước của các tế bào sẹo tăng lên chứ không xuất 

hiện chồi (Hình 3.3, Hình 3.4). 
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Hình 3. 3. Mức độ tăng sinh của mô sẹo khi chuyển từ môi trường 0.5 mg/l 2,4D qua 

môi trường bổ sung 0.5mg/l BA 

(A) Mức độ tăng sinh mạnh.  

(B) Mức độ tăng sinh bình thường.  

(C) Mức độ tăng sinh yếu. 

 

 

Hình 3. 4 Hình khối mô sẹo được chụp dưới kính hiển vi 

Tỷ lệ sẹo cảm ứng và chất lượng sẹo được thu nhận sau 8 tuần và thống kê ở Bảng 3.3. 
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Bảng 3. 3 Ảnh hưởng của BA lên khả năng bật chồi từ mô sẹo có nguồn gốc từ môi 

trường bổ sung các nồng độ 2,4D khác nhau của cây cơm cháy sau 8 tuần nuôi cấy 

  

Nồng độ 2,4D 

(mg/l) từ thí 

nghiệm 2 

Nồng độ 

BA 

(mg/l) 

Tỷ lệ mẫu 

sẹo sống 

(%) 

Chất lượng sẹo (%) 

Yếu Bình thường Mạnh 

0,5 

0,5 95 11 17 72 

1 100 27 33 40 

1,5 100 27 21 52 

2 100 46 14 40 

2,5 88 53 30 17 

1 

0,5 97 36 46 18 

1 98 12 49 39 

1,5 98 17 39 44 

2 92 26 39 35 

1,5 90 50 29 21 

1,5 

0,5 100 41 29 29 

1 100 40 43 17 

1,5 98 35 40 25 

2 100 38 58 4 

2,5 100 59 34 7 

2 

0,5 100 66 31 3 

1 100 66 25 9 

1,5 100 50 41 9 

2 100 58 32 10 

2,5 100 72 21 8 

2,5 

0,5 100 77 23 0 

1 97 67 33 0 

1,5 100 75 22 3 

2 98 77 21 2 

2,5 100 65 30 5 
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Kết quả thu được từ thí nghiệm trên cho thấy: 

- Dãy nồng độ BA khảo sát trên chưa thích hợp cho việc bật chồi từ mô sẹo. 

- Mô sẹo có nguồn gốc từ môi trường bổ sung 0,5 mg/l 2,4D được nuôi cấy trên 

môi trường chứa 0,5 mg/ml BA là cho kết quả cảm ứng tăng sinh mô sẹo tốt nhất với 

72% mô sẹo cảm ứng mạnh và chỉ 11% mô sẹo yếu.  

- Khi so sánh giữa các nghiệm thức cho thấy có sự tương quan giữa nồng độ của 

2,4D trong giai đoạn tạo mô sẹo với nồng độ BA ở giai đoạn bật chồi. Ví dụ, mẫu tăng 

sinh tốt nhất trên môi trường bổ sung 1 mg/l BA là mô sẹo có nguồn gốc từ môi trường 

chứa 1 mg/l 2,4D (và kết quả tương tự cũng được ghi nhận ở các dải nồng độ khác).  

- Các khối mô sẹo có nguồn gốc từ cùng một nồng độ 2,4D cho phản ứng tăng sinh 

mô sẹo giảm dần khi gia tăng nồng độ BA. Ví dụ mô sẹo có nguồn gốc từ môi trường 

chứa 0,5 mg/l 2,4D cho kết quả tăng sinh tốt nhất ở nồng độ 0,5 mg/l BA với tỷ lệ 72% 

và giảm dần và chỉ còn đạt 40% ở nồng độ 2,0 mg/l BA; 17% ở nồng độ 2,5 mg/l BA. 

- Trong cùng một môi trường bổ sung nồng độ BA như nhau thì mô sẹo có nguồn 

gốc từ môi trường có chứa 2,4D với nồng độ càng cao thì sự phát triển của mô sẹo càng 

yếu. Như ở nồng độ 1,0 mg/l BA tỷ lệ mô sẹo tăng sinh mạnh giảm dần khi nồng độ 

2,4D tăng lên, đạt tỷ lệ cao nhất là ở nồng độ 0,5 mg/l 2,4D là 40% và giảm dần còn 9% 

ở nồng độ 2,0 mg/l 2,4D và ở nồng độ 2,5 mg/l 2,4D thì không còn khả năng tăng sinh 

tốt nữa. 

Như vậy, có sự tương tác rõ rệt giữa 2,4D trong giai đoạn cảm ứng tạo mô sẹo và 

BA trong giai đoạn bật chồi.  

Khi bổ sung cytoinin ngoại sinh vào môi trường nuôi cấy sự thay đổi gradient nồng 

độ chất điều hòa sinh trưởng diễn ra đồng thời thiết lập một gradient nồng độ chất điều 

hòa sinh trưởng mới. Điều này giúp phá vỡ trạng thái ngủ và kích thích sự phát triển 

chồi (Ngô Thị Xuyên và cs., 2018). Như đã được chứng minh trước đó cytokinin có tác 

dụng kích thích sự hình thành phôi vô tính từ nuôi cấy mô sẹo không có khả năng phát 

sinh phôi được báo cáo trên các loài cây đậu như Phaseolus (Malik và Saxena, 1992), 

Trifolium (Maheshwaran và Williams, 1986), cây đậu phộng (Gill và Saxena, 1992). Tỷ 

lệ nồng độ giữa auxin và cytokinin đóng một vai trò quyết định trong việc điều chỉnh 

cảm ứng hình thành mô sẹo thực vật (Ikeuchi và cs., 2013). Khi tỷ lệ giữa hàm lượng 

auxin và cytokinin (nội sinh, ngoại sinh) cân bằng sẽ kích thích cảm ứng hình thành mô 

sẹo (Domagalska và cs, 2011). Việc sử dụng nguồn mẫu là lá non giúp cho quá trình 

biệt hóa trở nên thuận lợi hơn khi các tế bào còn non dễ xảy ra quá trình phản biệt hóa 

để tạo thành mô sẹo, đồng thời các mẫu lá có chứa gân lá là bộ phận giúp vận chuyển 

các chất dinh dưỡng cũng như các chất điều hòa sinh trưởng đến các cơ quan thông qua 
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hệ thống mạch dẫn; lá non còn là nơi có thể sản sinh và tổng hợp auxin giúp cho quá 

trình tạo mô sẹo thuận lợi hơn.  

Bên cạnh việc đánh giá dựa trên hình thái bên ngoài và mức độ cảm ứng của mô 

sẹo, khối mô sẹo được giải phẫu và quan sát dưới kính hiển vi cho thấy mô sẹo gồm 

nhiều lớp tế bào hình cầu mọng nước, xốp nhưng vẫn không có khả năng bật chồi (có 

thể là nồng độ BA bổ sung vào môi trường nuôi cấy chưa thích hợp). Lúc đầu khối mô 

sẹo là các tế bào có màu xanh nhưng khi không có khả năng bật chồi thì các tế bào đó 

chỉ tiếp tục nhân lên, tạo ra các tế bào chưa biệt hóa và chức năng của các tế bào bị giảm 

dần. Không còn sự xuất hiện của diệp lục, các tế bào dần chuyển sang màu trắng, qua 

một thời gian thì chuyển sang màu nâu, không còn khả năng phát triển, các tế bào chết 

dần và chết từ ngoài vào trong (càng ở ngoài thì màu càng đậm). Hiện tượng chết dần 

mẫu từ ngoài vào trong có thể là dokhối mô sẹo càng lớn thì khả năng vận chuyển các 

chất dinh dưỡng từ môi trường đến các tế bào càng hạn chế do trong mô sẹo không có 

mạch dẫn. Vì vậy, khối tế bào bên ngoài sẽ thiếu chất dinh dưỡng và chết dần đi. 

Từ kết quả mà chúng tôi thu được từ thí nghiệm trên, chúng tôi đưa ra được một 

vài kết luận của thí nghiệm này: 

- Nồng độ BA khảo sát chưa thích hợp cho việc bật chồi từ mô sẹo.  

- Nồng độ 0,5 mg/l 2,4D chuyển sang môi trường 0,5mg/l BA cho tỷ lệ mô sẹo tăng 

sinh mạnh cao nhất (72%). 

- Nồng độ các chất điều hòa sinh trưởng cao làm giảm khả năng tăng sinh của mô sẹo. 

- Tỷ lệ tăng sinh và còn sống sau 8 tuần của mô sẹo đạt trên 90% ở tất cả các nghiệm 

thức. 
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PHẦN 4: KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

4.1. Kết luận 

Qua kết quả thu được từ các thí nghiệm trên chúng tôi đưa ra một số kết luận 

rằng: 

- Sử dụng NaClO 1% (20 phút) để khử trùng mẫu lá cây cơm cháy cho kết quả tốt 

nhất để tạo nguồn mẫu cấy vô trùng cho các thí nghiệm tiếp theo. 

- Môi trường MS có bổ sung 2,4D là phù hợp cho việc nuôi cấy tạo mô sẹo từ mẫu 

lá non cây cơm cháy. 

- Dãy nồng độ BA sử dụng để khảo sát trong thí nghiệm trên chưa phù hợp cho 

cảm ứng bật chồi ở mẫu cơm cháy. 

4.2. Kiến nghị 

Vì hạn chế về mặt thời gian, nên chúng tôi chưa thực hiện được quá trình nhân 

chồi từ mô sẹo của cây cơm cháy một cách hoàn chỉnh, vì vậy chúng tôi có một số kiến 

nghị sau: 

- Khảo sát môi trường dinh dưỡng thích hợp lên khả năng bật chồi từ khối mô sẹo 

cây S. javanica Blume. 

- Cấy chuyển mô sẹo có nguồn gốc từ môi trường bổ sung 2,4D sang môi trường 

MS để làm giảm nồng độ 2,4D trong khối mô sẹo trước khi cấy chuyển sang môi trường 

có BA để bật chồi. 
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