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LOI CAM ON
Trong suét quéa trinh thuc hién dé tai, nhém ching toi ludn nhan duogc su quan
tam, hudng dan va giup d& tan tinh cua céc thay, cd trong Khoa Sinh hoc cling véi su
gitip & cua anh chi, ban bé trong phong thi nghiém Nudi cdy mé thuc vat va Tai nguyén

thuc vat.

Loi dau tién, ching ti xin cam on Ban giam hiéu Truong Pai hoc Pa Lat, Ban
cha nhiém khoa Sinh hoc di tan tinh gitp d&, tao diéu kién cho ching t6i thuc hién dé
tai nay.

Dic biét, chang tdi xin bay 1ong biét on chan thanh sau sic téi TS. Hoang Thi
Nhu Phuong va Th.S Tran Thi Nhung da truc tiép gitp d&, hudng dan ching ti hoan
thanh d¢é tai nghién cuu.

Chuing t6i xin cam on céac anh, chi, cac ban thugc phong thi nghiém Nudi cay mo
thuc vat da trao doi kinh nghiém, chia sé nhixng niém vui ndi budn trong suét thoi gian

lam viéc tai phong thi nghiém va thyc hién nghién ciru dé tai nay.

Chding tdi xin chan thanh cam on quy Thay, Cd khoa Sinh hoc di tan tinh chi day
va trang bi cho ching toi nhitng kién thic can thiét trong suét thoi gian ngdi trén ghé

giang duong, 1am nén tang dé c6 thé hoan thanh duoc bai dé tai nghién cau nay.

Nhan dip nay, tdi xin cam on gia dinh d3 tin tuong va tao diéu kién thuan loi,

lubn bén canh dong vién tinh than trong sudt thoi gian hoc tap va hoan thanh dé tai nay.

Mot 1an nira, ching t6i xin chan thanh cam on thay/cd — nguoi da truc tiép gidp

dd, quan tam, hudng dan ching t6i hoan thanh tét bai béo cao nay trong thoi gian qua.
Xin chan thanh cam on!

Da Lat, 20 thang 5 nam 2022



LOT CAM POAN
Chung t6i xin cam doan day la de tai nghién ctru khoa hoc cua chung t6i duoc
thuc hién tai Truong Pai hoc Pa Lat, Khoa Sinh hoc, phong nudi cdy mé té bao thuc
vat A19.5. Chiing t6i xin cam doan céc sé liéu va két qua trong dé tai hoan toan 1a trung
thie. Chang tdi xin chiu trach nhiém vé su cam doan nay.

ba Lat, ngay 20 thang 05 nam 2022

Chu nhiém dé tai
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1. Thong tin chung:

- Tén dé tai: Budc dau nghién ciru nhan gidng in vitro cay com chay (Sambucus javanica
Blume)

- Chuyén nganh: Céng nghé sinh hoc

- Sinh vién thyc hién: V& Ngoc Thay Van

- Lép: CSK 43 Khoa: Sinhhoc ~ Nam tha: 3 S6 nam dao tao: 4

- Nguoi huéng dan: TS. Hoang Thi Nhu Phuong

2. Muc tiéu dé tai:

Tao ngudn vat liéu in vitro théng qua nudi cdy md seo cua cdy Sambucus javanica Blume.
3. Tinh m¢i va sang tao:

Hién nay, ¢ Viét Nam chua c6 nghién ctru ndo thyc hién nhan gidng déi véi loai
S. javanica. Nghién ctiru nay c6 thé gop phan khao sat mot sé yéu té 18n kha niang nhan
giong in vitro cay com chay, tir 46 lam nén tang cho cac nghién ciru khac sau hon trong
tuong lali.

4. Két qua nghién ciru:

- Sirdung NaClO 1% (20 phut) dé khir triing mau 14 cay com chay cho két qua tét
nhat dé tao nguon mau ciy vo tring cho cac thi nghiém tiép theo.

- Mai truong MS ¢6 b6 sung 2,4D 1a phit hop cho viéc nudi cay tao mo seo tir mau
l& non cay com chay.

- D&y nong d6 BA sir dung dé khao sét trong thi nghiém trén chua phu hop cho
cam ng bat chdi & mau com chay.

5. Pong gop vé mit kinh té - xa hdi, gido duc va dao tao, an ninh, quéc phong va
kha niing ap dung cia dé tai:

Sambucus javanica Blume (com chay) la mot loai duoc liéu dan toc cua Viét
Nam va da duoc thuong mai hda ¢ cac nuéc Chau Au va Biac My. Hién nay tai Viét
Nam chua duoc @¢ng dung rong rdi. Nghién cau nay gitp gop phan da dang héa nguon
tai nguyén duoc liéu cho Viét Nam.
6. Cong bd khoa hoc ciia sinh vién tir két qua nghién ciu cia dé tai (ghi ro tén tap
chi néu c6) hodc nhan xét, danh gia cta co so dd ap dung cac két qua nghién ciu (néu

cd): chua c6 cong bd



Ngay thang ndm
Sinh vién chiu trach nhiém chinh
thuc hién dé tai
(ky, ho va tén)

V& Ngoc Thay Vén

Nhan xét ciia ngwdi hwong din vé nhirng déng gop khoa hoc cia sinh vién thuc
hién dé tai (phdn nay do nguwoi hwéng dan ghi): Nhém sinh vién da thuc hién tdt cac
y8u cau cua thuyét minh dé tai dé ra.

Com chéay di dugc nghién ciu nhiéu vé& hop chat nhung rat it nghién ctu vé nhan
gidng. Nhom bude dau da thuc hién tao nguén mau thong qua phuong phap nudi ciy
md théng qua seo. Nhom da nudi cay thanh cong so khi nudi mau I4 trén moéi trudng
MS c6 bd sung 2,4-D. Tuy nhién, do thoi gian c6 han, cA&c mau seo van chua tao dugc
chdi, nhung ciing dwa ra mot sd két luan c6 sy twrong quan gitra ndng d6 2,4-D va BA
anh huong dén su tdng sinh cua Seo.

Trong qua trinh thyc hién, nhdém sinh vién da hoc dugc nhiéu kién thuc va ky nang
vé phuong phap nghién ctru nudi cdy mé thong qua doc tai liu, thuc nghiém va viét bao

céo.
. ) . Ngay thang 5 nam 2022
XAC NHAN CUA TRU’GN’G PAI HQC NGUOI HUONG DAN
(tén va dong dau) (ky, ho va tén)
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(ky tén va dong dau) (ky, ho va tén)

V& Ngoc Thuy Van



LOI MO PAU

Cay com chay (Sambucus javanica Blume) la moét loai dugc liéu déan tdc cua Viét
Nam c6 nhiéu tiém ning trong viéc cung cip cac hop chét thir cdp dung trong linh vuc
y hoc. Cac bo phan cua cay dugc st dung lam thude giam dau, loc mau, kich thich rudt
va bang quang, hoac tham chi dé 1am chat doc. N6 cling dugc cho 1a mot chat hd tro
chéng lai chiing té, tri bénh thap khép, co that, sung tay va chan thuong (Acharya va
cs., 2014). Chiét xuat tir cdy com chay c6 cac hoat dong diéu hoa mién dich dé ngin
chin tinh trang viém va giam ty 1é hoai tir (Putra va Rifa'l, 2019). Trong bao cdo gin
day nhat ctia Weng va cs. (2019) cho thiy cc acid amin chiét xudt tir cAy com chay da

dugc bao céo 1a c¢6 kha ning e ché chung virus HCoV HCoV-NL63.

Do d6, Sambucus 1a mot chi cac loai thao moc dugce biét dén rong rai voi hiéu qua
diéu tri nhu mot phuong thude chéng viém, chdng oxy hoa, tri tiéu dudng va 14 tic nhan
thuc day tao mau (Wira Eka Putra va cs., 2020). Chung ta c6 thé két luan rang céac loai
thudc chi Sambucus néi chung va S. javanica noi riéng, cac chiét xuat va san pham cia
n6 c6 thé dugce coi 12 phu gia dugc liéu manh trong twong lai vi nhiéu tng dung da duoc
chting minh bang cic nghién ctru 1am sang, dic biét 1a kha nang tao méu, khang virus
va diéu hoa mién dich, chéng viém, khang khuan. Cay com chay thudng dugc nhan

gidng bang phuong phap gieo hat va giam canh.

Nudi cdy mé 1a thuat ngit dung dé chi qua trinh nudi cy cac bo phén tach roi
khac nhau ctia thuc vat trong diéu kién vo trung in vitro. K¥ thuat nudi cdy mo dung
cho cac muc dich nhan gidng va cai thién di truyén, san xuat sinh khéi cac san pham

hoéa sinh, bénh hoc thyc vat, duy tri va bao ton cac ngudn gen quy,v.v.(Lé, 2008).

Viéc sir dung phuong phap nudi ciy mé gitp giai quyét cac van dé ma khi nhan
gidng bang cac phuong phap truyén thong gip phai nhu cung cp sb lugng ciy con 16n
trong thoi gian ngan véi hé s6 nhan cao, cac cay con dong nhat vé mat di truyén, tao cay
sach bénh, phuc trang gidng ciy trong. Su c6 mit cia cac chit diéu hoa sinh trudong
trong moi trudng dinh dudng c6 tac dong tich cuc dén qua trinh phat sinh hinh théi va

nang cao hiéu qua cta qua trinh vi nhan giong.

Ttr thyc tién trén, chung t6i tién hanh dé tai: “Bwéc dau nghién ciru nhan giong

in vitro cdy Sambucus javanica Blume” dé khao sat kha nang nhan nhanh ctia ddi tuong



nay trong diéu kién in vitro nham tao ra ngudn cdy con dap tmg nhu ciu vé gidng cia

nguoi tiéu dung.



PHAN I - TONG QUAN TAI LIEU
1.1.  Téng quan vé cdy Sambucus javanica Blume

1.1.1. Nguén géc va phan b

Sambucus javanica Blume (ciy com chay) dugc tim thiy lan dau tién vao nim

1826, thudc chi Sambucus, ho Adoxaceae c6 ngudn goc & chau A nhiét dgi va can nhiét

dé6i, dugc tim thay ¢ Bhutan, Mién Dién, Campuchia, Trung Qudc (ngoai trir mién bac),

An Do, Indonesia, Nhat Ban, Lao, Malaysia, Philippines, mién nam Thai Lan va Viét

Nam (Acharya va cs., 2014). O Viét Nam cay moc hoang ¢ mién nui, ven sudi, bo khe

tir Lai Chau, Lao Cai, Cao Bang, Lang Son, Bic Thai téi Lam Dng (Pham Hoang Ho,
2000; Luong Y Hy, 2001; Nguyén Thu Hang, 2004; Bam Dinh Tiép, 2020).

1.1.2. Pc didm sinh Iy, sinh thai

Cay com chay la mdt loai thao
moc lau nam va la cay bui nho moc thanh
cum, cao 1-2 m. Than ¢6 ranh hoic nhan
VGi vo mau be 6 thé bong ra, than gd san
sui (Marina Silalahi va cs., 2021).

Céc & c6 hinh 16ng chim véi mép
14 hinh rang cwa moc dbi xing va c6 cac
I& chét tir 2-6 cap. Kich thudc cua |4 chét
c6 chiéu dai tir 9-10cm va chiéu rong tir
3-4cm. Mt trén cua la c6 mau xanh luc
nhat vai mot gan gitra, trong khi mat
dudi c6 mau xam va thé trai nguoc Voi
mat trén nhian hon nhiéu (Marina Silalahi
va cs., 2021).

Hinh 1. 1 Cay com chay



Hoa nhé mau traing moc thanh cum, dai hoa va
canh hoa c6 dinh nhon. Cum hoa cé cac thé tuyén hinh
chén, mau vang hoic xanh. Hoa ludng tinh, déu, duong
kinh 4-5 mm. Trang hoa xoay tron, c6 cac thuy hinh
triing, mau tring hoic mau kem, nhi xoe ra, bao phan
mau vang, tring hoic kem (Marina Silalahi va cs.,
2021).

Hinh 1. 2 Hoa cay com chay

Qua mong hinh cau dudng kinh 3-4 mm, mau
den, tim d6 hoic hiém khi d6 twoi dén mau da cam,
hinh tron, c6 mui thom nhe. Qua mong c6 thé ép
duoc va hat c6 mau be hoi vang dugc bao quanh bai
mot chat tiét dinh. Hat hinh trimg, thuong det & bung,
c6 nhiéu van (Valkenburg 2003; Sujarwo va cs.,
2020; Pam Pinh Tiép, 2020).

Hinh 1. 3 Qua cay com chay

1.1.3. Giatri dwoc Iy

Cay com chay duoc biét dén 1a loai iy co gia tri trong ndng nghiép, thuc pham,
va dac biét 1a trong y dugc (Charlebois va cs., 2010). Cac bd phan cua cay duoc s
dung lam thudc giam dau, loc mau, kich thich rudt va bang quang. N6 ciing dugc cho 1a
mdt chit hd tro chéng lai chung té, tri bénh thflp khép, co that, sung téy va chan thuong,

cling nhu d6i vai strc khoe hé tuan hoan va xwong néi chung (Acharya va cs., 2014).

Phén 14 ctia cAy com chay duoc ding dé chita sung tay, diét con tring, tri tiéu
chay, 1am min da, v.v. vi n6 ¢ chira cac hop chit hoa hoc nhu flavonoid, glycosid,
anthracton glycosid, saponin, steroid/triterpenoid va tanin. Chat chiét xuat tir 1a ctia cay
cho thiy hoat tinh chdng lai vi khuan Eschericia Coli va Salmonella Thypi (Dasopang,
2017). Ngoai ra, 14 clia cdy com chay con giup diéu tri rdi loan tiéu hoa, nhun trang;
trong khi hoa va 14 dugc sir dung nhu mot chat trj hoi miéng va loi tiéu (Darwis, 2012).

Dong thoi 14, than, hoa va bot 14 con duge sir dung dé diéu tri cac bénh khac nhau

nhu sung tiy, bAm tim, giy xuong, bénh thip khép, dau nhtrc, vang da, beriberi, kiét ly
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va viém duong ho hap (Aryanto, 2020; Rintani, 2020). Céc acid amin tir chiét xuat ciia
qua cua cay com chay (Sambucus javanica subsp. Chinensis (Lindl) Fukuoka) da duoc
bao c4o 1a c6 kha nang trc ché ching virus HCoV HCoV-NL63 (Weng va cs., 2019).

Chiét xuét tir cdy com chay hoat dong diéu hoa mién dich dé ngin chin tinh trang
viém va giam ty 1¢ hoai tir (Putra va Rifa'l, 2019). Chiét xuat tir qua va l4 clia cdy com
chay c6 hoat tinh tao méau trong md hinh nghién ctru chudt thiéu mau bat san do
Cloramphenicol (CMP) gy ra (Putra va Rifa'l, 2019). Ngoai ra, chiét xuat tir 14 va qua
ctia cdy com chay thuc hién cic hoat dong diéu hoa mién dich cta chiing bang cach ting
s6 lwong quan thé té bao T diéu hoa va té bao T gay doc té bao. Nhirng két qua nay cho
thiy cdy com chay c6 tac dung diéu trj ddi v6i bénh thiéu mau bat san bang cach thay

d6i hé théng mién dich nhu mét tac nhan diéu hoa mién dich (Putra va Rifa'l, 2020).

Ngoai S. javanica con c6 céc loai khac thudc chi Sambucus cé gia tri y hoc cao

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

Chiét xuat caa S. nigra con duoc lya chon dé danh gia kha ning e ché hoat tinh
sinh hoc chéng lai ving lién két thu thé protein SARS-CoV2 S1 (RBD) géin véi thy thé
enzym chuyén dbi Angiotensin 2 (ACE2) tai to hop & ngudi dya trén xét nghiém hap thu
mién dich lién két voi enzym canh tranh (ELISA) (Anete Boroduskea, 2021).

Chiét xuat tir qua mong cua S. nigra va S. canadensis c6 tac dung khang virus,
hoat dong chng oxy hda ciing da dugc chitng minh trong béo céo cua Youdim va cs.
(2000). Sambucol®, mat loai siro ¢ chira 38% chiét xuét tiéu chuan hoa tir qua com
chay, duoc phét trién va cac nghién ctru da chi ra rang nd c6 tac dung vé hiéu hoa va
giam kha ning 1ay nhiém cua virus cim A va B (ZakayRones va cs., 2004), cac chang
HIV va phan lap I1am sang (Sahpira -Nahor va cs., 1995), cac chung virus Herpes simplex

logi 1 (HSV-1) va céc phén lap l1am sang.

Tir 1au, mot s6 dan toc da st dung Sambucus nhu mot nguén thuc pham va dugc
pham. Sambucus 1a2 mot nhém cac loai thao moc dugc biét dén rong rai vai hiéu qua
diéu tri nhu mot phuong thude chdng viém, chdng oxy héa, tri tiéu duong va la tc nhan
thiic ddy tao mau (Wira Eka Putra va cs., 2020). Sambucus thudng duoc nhan gidng
bang hai phuong phap nhan gidng truyén thong 1a gieo hat va giam canh. Tuy nhién, dé
cd thé nhan giéng bang phuong phap nay, doi hoi phai c6 diéu kién 6n dinh vé anh sang,
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nhiét @6, pH va ham luong chat dinh dudng. Ngoai ra, chung con thuong gap cac bénh
nhu: mat nhén, rép, sau vé bua, dém 14 va bénh phén tring; tir d6 1am giam chat luong
san pham cua cay. Vi nhitng lgi ich vé mat y hoc va thuc pham thi nhu cau cuaa con
ngudi ngdy cang ting dan dén viéc cac loai cua chi Sambucus dan it di (Pam Dinh Tiép,
2020; Acharya va cs., 2014).

1.1.4. Giatrikinh té

Cac san phém tur cdy com chay co thé tao ra gia tri thuong mai, day la mot loai
cay trong gitp thuc day sy phat trién thuong mai & Florida. Cdy com chdy c6 thé cung
cAp nhiéu san phim cho thj trudng nhu quéa va hoa 13 hai san pham chinh dugc ban,
ngoai ra 1, vo, ré, gd va canh giam tir cAy com chay My ciing dugc budn ban trén thi

treong (Charlebois va cs., 2010; Byers va cs., 2014).

Qua com chay va hoa com chdy dugc ban chu yéu dé 1am nguyén liéu cho san
Xuat cac san pham thyc pham va d6 udng. Céc san pham cudi cing dugc lam tir qua
com chay va cdy com chdy bao gdm d6 udéng khong con, chang han nhu tra, nude trai
cay, siro va ruogu bia khong con, va mot loat cac do uéng cé con bao gom ruou vang,
gin, bia, v.v. Ngoai ra con c6 cac san pham khac nhu thach, mut, banh nuéng va cac
loai banh ngot khac. La mot chit bd sung ché dd an uéng hodc thudc chita cam lanh
va ciim, com chay duoc ban dudi dang nude ép, chiét xuat nguyén chat, hoic nhu mot
thanh phén trong vién nang, keo cao su hodc vién ngdm. Com chay cling c6 thé duoc
st dung nhu mot chit tao mau thuc phém tu nhién va lam thuéc nhuém cho hang dét

may.

Nghién ctru cho biét qua com chdy duoc ban véi gia 5 USD / pound cho nha
may ruou, 11 USD / pound cho céc nha may san xuét thuc pham chirc niang (Cernusca
va cs., 2011). Mot nghién ciru vao nam 2009 vé cic nha san xuit com chay cia Hoa
Ky da bao cdo qua com chdy tuoi hodc dong lanh ban tai cdc chg nong san hodc truc
tuyén véi gia tir 3 USD / pound dén 5 USD / pound (Cernusca va cs., 2011).

Mot danh gia hién tai vé gia tryc tuyén cho théy com chay khd dugc ban véi
gia tir 20 dén 31 USD / pound va hoa com chay khé duoc ban véi gia tir 4,10 USD dén
4,40 USD / ounce. Nghién ciru thi truong uéc tinh doanh s6 ban com chay dé san xuat

thuc phrflm hoac thuc phém chtric nang dat téng tri gia 113 triéu USD M§ vao nam 2019
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(Grebow va Krawiec 2020).

Nghién ctru thi trudong udc tinh doanh s6 ban com chay dé diéu ché cac loai
thuoc vé ho hap va cam cim. Nhu cau v€ qua com chay dang tang 1én nhu mdt thanh
phan ho trg chirc nang mién dich trong d6 uong, bao gom ca thi truong dé6 uong co

chtra tra va pre / probiotic (Grebow va Krawiec 2020).
1.2. Téng quan vé nudi cdy méd
1.2.1. Nuéi cdy mé té bao thuc vit (Lé, 2008)

Cong nghé sinh hoc 13 tng dung téng hop cua sinh hoa hoc, vi sinh hoc va cac
khoa hoc vé cong nghé dé dat dugc su ng dung cong nghiép cac niang luc cua vi sinh

vat, cac té bao, cac td chlrc nudi cay va cac thanh phan cua chung.

Nho ing dung cac thanh tyu cta cong nghé sinh hoc nhu k¥ thuat nudi cdy mo
té bao, k¥ thuat tai t6 hop di truyén,v.v. Nguoi ta c6 thé tao ra nhiing giéng cay trong
vO1 nang suét cao, chéng chiu dugc v6i sdu bénh, han han va diéu kién nghéo phan

bon.

Nudi cay mo 1a thuat ngir dung dé chi qua trinh nudi cay cac bo phan tach roi
khac nhau cta thuc vat trong diéu kién v triung in vitro. Ky thuat nudi cdy mo dung
cho c4 hai muc dich nhan giéng va cai thién di truyén, san xuat sinh khdi cac san pham

héa sinh, bénh hoc thuc vat, duy tri va bao tén cic ngudn gen quy,v.v.

Thuat ngir nhan gidng in vitro (in vitro propagation) hay con goi 1a vi nhan
gibng duoc str dung dic biét cho viée ung dung cac k¥ thuat nudi cdy moé dé nhan
giéng thuc vat, bat dau bé“tng nhiéu bod phan khac nhau cua thyc vat c¢é kich thudc nho,
sinh truéng & diéu kién vo trung trong cic 6ng nghiém hodc trong cac loai binh nudi
cay khac.

Trong thuc té, cac nha vi nhin gidng dung thuat ngit nhan gidng in vitro va nudi
céy md bat dau béng cic manh cit nhé cua thuc vat, sach vi sinh vat, dugc nudi céy
vo trung. Thudt ngit dau tién dung trong qua trinh nhan gidng 13 explant (miu vat)
twong dwong véi cac phuong thirc nhan giéng khac 1a gidm canh, chiét canh, ghép
canh hodc gieo hat.

1.2.2. Phwong phdp nudi ciy mé va co quan tich roi (Chu, 1992)
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Niam 1946, Wetmore di tién hanh nuoi cay dinh chdi cdy nho dai, ciing véi mot
s6 tac gia khéc, 6ng da chimg minh cac bo phan cta cay déu c6 thé nudi ciy khi gip diéu

kién thuan loi.

Nhu cau dinh dudng khi nudi ciy cac bo phan khac nhau cua cay 1a khac nhau
nhung c6 thé thdy mot sé yéu cau chung nhu ngudn carbon dudi dang dudng va cac mudi
clia cac nguyén to da luong (N, P, K, Ca) va vi luong (Mg, Fe, Mn, Co, Zn, v.v.). Ngoai
ra con can mot sb chat dic biét nhu vitamin (B1, B6, B3, v.v.) va cac chit diéu hoa sinh
treéng. Mubn duy tri sinh trudng va phat trién ciia co quan nudi cdy can thuong xuyén

cay chuyén qua méi truong mai.

Nudi cdy dét than 1a mot phuong phép phd bién duoc st dung rong réi trong ky
thuat nudi cdy mo vai tan s6 dot bién thap, mau ciy thudng duogc st dung 1a doan than

ngén 6 chira chdi ngon hodc chdi bén.
1.2.3. Phwong phdp nuéi cdy mé seo

Mo seo 12 mot khéi té bao phat trién vo to chirc, hinh thanh do sy phan biét hoa
clia cc té bao da phan hoa. Mo seo ¢ kha ning tai sinh thanh cdy hoan chinh trong diéu
kién méi truong c6 chat diéu hoa sinh trudng thich hop (phat trién nhanh trén moi truong

co sy hién di¢n cua auxin) (Yeoman va cs., 1973).

Nubi cdy mo seo cho phép cac khdi té bao khong ¢ hinh dang nhat dinh ting 1én
tir sinh truong khong phan héa ctia mau vat trén moi trudng dinh dudng ran vo tring.
Mau vat thuong 1 cac co quan tir nhé hodc cac mau mo. Cac khoi té bao nay khong

tuong ng v&1 moi cau truc moé dac trung cua cay hoan chinh.

Thuat nglr nuoi céy mo seo dugc st dung do su phan chia vo td chirc cta té bao
ma ltc dau dugc nghi 14 nd cam tng véi sy ton thuong thue thé cia thuc vat trong qua
trinh tach ra khoi cdy hoan chinh. Tuy nhién, sau d6 ngudi ta nhan thiy n6é duoc cam
mg boi cac chat diéu hoa sinh trudong thyc vat trong méi truong dinh dudng ran
(Nguyén, 2006).

Ngoai nhitng phuong phap nudi cay trén thi con cé cac phuong phap khac nhur:

nuoi cay phoi, nudi cay mo phén sinh, nudi cay bao phan, nuoi cay té bao don, v.v. (L&,

2008).



1.2.4. C&c yéu té anh hwéng dén nudi cdy in vitro
1.2.4.1. MGi trirong nudi cay

Mot trong nhirng yéu té quan trong nhat trong su ting trudng, phat trién hinh thai
clia md va té bao thuc vét trong nudi cdy mo 1a thanh phan méi trudng nudi cdy. Thanh
phan moi trudng nudi cdy mo va té bao thuc vat thay doi tiy theo loai va bd phan nudi
ciy. Déi véi cung loai miu cdy nhung tiy theo muc dich thi nghiém ma thanh phan méi

truong sé thay doi tiry theo giai doan phan hoa ctia mau cay (L&, 2008).

Moi trudng nudi cdy mo va té bao thuc vat tuy da dang nhung déu c6 cac thanh

phan co ban sau:

- Céac mudi khoang da luwong (nitrogen, potassium, calcium,

phosphorus, magnesium va sulfur).

- Céc mudi khoang vi lugng (sat, kém, mangan, boron, copper,

molybdenum va cobalt).

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

pyridoxine (B6), v.v.).
- Céac amino acid.

- Nguodn carbon: mot s6 cac loai duong (glucose, fructose, saccarose,

maltose, v.v.).

- Cac chéat diéu hoa sinh truong (auxin, cytokinin, gibberellin,

ethylene, acid abscisic).

- Céc chat hitu co bo sung: nudce dira, dich chiét nam men, dich chiét

khoai tay, bot chudi kho, v.v.
- Chat 1am thay d6i trang thai moi truong: agar, agarose, v.v.
Tat ca cac hop chit nay déu tham gia vao mot hodc nhiéu chirc ning trong su
sinh truong, phan héa cua thuc vat nudi ciy in vitro (L&, 2008; Nguyén, 2008).
Viéc Iya chon méi trudng nudi cdy véi thanh phan hoa hoc dic trung phu thudce

vao mot sO yéu to:

Déi twong cay trong hodc mé nudi cay khac nhau cé nhu cau khac
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nhau vé thanh phan mai truong.
- Muc dich nghién ctru hodc phuong thirc nudi cdy khac nhau.
- Trang thai moé1 truong khic nhau.

* Anh hwéng cia chit diéu hoa sinh trwéng thuc vat

Chét diéu hoa sinh truong 1a cac chat hitu co c6 ban chat héa hoc khac nhau,
nhung déu c6 tac dung diéu tiét qua trinh sinh trueéng phat trién cua cay. Cac chat diéu
hoa sinh truéong dong vai tro quan trong trong viéc diéu chinh sinh Iy, qua trinh sinh
treong va phat trién cua cay. Chang co thé c6 ngudn gbc néi sinh do chinh co thé thyuc
vat tiét ra (phytohormone) hoic dugc tong hop nhan tao c6 cau trac twong tu Vi
phytohormone. C4c chit nay duogc sir dung véi liéu lugng rat nho, néu ¢ liéu lugng cao
c6 thé gay doc (mot sb loai dugc sir dung 1am thanh phan chinh cua thuéc diét co)
(Moore, 2012).

Dua vao tac dung sinh 1y, cac chat diéu hoa sinh truong va phat trién thuc vat
dugc chia lam thanh hai nhom co ban: chat kich thich sinh truong va chat Gc ché sinh
truong (Hoang va cs., 2006). Trong linh vuc nudi cay mo té bao thuc vat, chat diéu hoa
sinh truong thuong dugc bo sung trong moi truong nudi cay 1a cac chat thuoc nhom:
auxin, cytokinin, gibberellin, acid abscisic va ethylene (Nguyén, 2008).

* Auxin

Auxin dugc tao ra tir vang mé phéan sinh ngon cua thuc vat, sau d6 dugc van
chuyén xubng cac co quan phia dudi theo huéng goc. Do vy, cang xa dinh ngon thi
ham luong auxin cang giam. Ngoai chdi ngon, auxin con duoc téng hop & cac co quan
khac nhu 14 non, qua non, v.v v&i mot lugng rat nho (Vii, 2008).

Auxin can thiép vao nhiéu hién tuong sinh Iy va hoat dong tdy thuoc vao nong
d6 hay su két hop cua ching véi cac chat didu hoa sinh truang khac, ngoai ra con tac
dung lén qué trinh gidn cua cc té bao gay nén su ting trudng theo duong kinh cua co
quan va toan cay, kich thich sy phan chia té bao tao ra mé seo, hoat hda cac viing té bao
Xuat hién ré dé tao mam ré bat dinh, Gc ché su phét trién cua chdi nach va su hinh thanh
phoi soma trong méi truong nudi cdy mo seo (Vii, 2008; Davies, 2012; Moore, 2012).

Auxin 12 mot chat c6 nhan indole, gdm hai loai 1a auxin tu nhién va auxin nhan
tao. Cac loai auxin thuong duoc dung la: IAA, IBA, NAA (Nguyén, 2008).
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* Cytokinin

Theo Davies (2012), co quan tong hop cytokinin 1a hé théng r&. Cytokinin dugc
van chuyén tir & 1&n cac bo phan trén mit dat theo hudng nguoc chiéu vai auxin. Ngoai
ra, mot luong nho cytokinin ciing duoc tong hop tir mot sb co quan non nhw 14 non, qua

non,v.v.

Cytokinin c6 vai tro quan trong trong viéc tao co quan thuc vat, ching kich thich
manh mé sy hinh thanh chdi non, duy tri sy sdng ctia mé, kich thich sy phan chia té bao
va dinh huéng té bao trong con dudng phan hoa, tao diéu kién thuan loi cho nubi cay in
vitro (Nguyén, 2008). Do dé, cytokinin la mot chat di khang vai auxin va duoc sir dung

dé kich thich sy hinh thanh chdi trong nudi cdy mé, tang hé s6 nhan choi.

- Ngudn carbon (thudng sir dung sucrose).
- C4c tac nhan 1am ran (tao gel) mdi truong (thuong st dung 1a agar) (Nguyén,
2007).

Moi truong dugce Murashige va Skoog (MS) (phu luc 1) nghién ciru thanh céng
vao nam 1962 (Murashige va cs., 1962). Hién nay, moi truong MS la mét trong nhitng
loai moi truong giau dinh dudng, dugc st dung rong rai cho cac loai thuc vat vi né chira
tat ca cac chat dinh dudng can thiét cho sy phét trién cuia cay trong 6ng nghiém (Kumar
va cs., 2011). Theo Phillips va cs., (2019), MS 14 mdi truong thich hop dé tai sinh cay

do ham lugng nito tong sd cao (v6i ty 16 amoni cao hon nitrate).
1.2.4.2. Mdu nudi cdy

Chon loc miu dé dit vao trong moi trudng nubi cdy 1a mot budce vo cliing quan
trong, N6 quyét dinh dén sy thanh cong cta qua trinh vi nhan gidng. Mot s6 yéu tb can
chu y khi lwa chon méu 1a: kiéu hinh (mau séc, hinh dang,v.v.), co quan liy mau (14,
cudng 14, d6t than, v.v.), do tudi sinh 1y (c&c mAu con non nhu dinh sinh trudng, chdi ngi,
V.V.) va do khoe ctia mau (miu dugc 1y tir cdy me khoe, khong bi bénh, v.v.)
(Murashige, 1974).

1.3. K§¥ thuit vo trung
1.3.1. Vo trung dung cu va méi truong
1.3.1.1. Dung cu thuy tinh
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Thong thuong cac dung cu thuy tinh dung trong céc thi nghiém thuong duoc xu
ly bang dung dich sulfocromate mot lan dau trudce khi dwa vao sir dung, vé sau chi can

rira sach bang xa phong, trang sach bang nudc cat va dé that rdo trude khi sir dung.

Trong trudng hop cac dung cu thuy tinh dung trong cac thi nghiém nudi ciy mo
va té bao thuc vat doi hoi v tring, c6 thé khtr tring trong ta sy & nhiét do cao trong
nhiéu phat hodc nhiéu gio. Cac dung cu nay ludn dugc géi trong gidy nhdm hoic hop

kim loai dé tranh bi nhidm tro lai sau khi da khur tring.
1.3.1.2. Moi truong

Moi trudng nudi cdy thudng dugce hap khir tring trong ndi hap (autoclave), khir
tring bang ap suat hoi nuéc bao hoa. Thoi gian hap tir 15-30 phit ¢ p suat hoi nudc
bdo hoa 13 103,4 kPa (1atm) tuong duong vai nhiét d6 121°C. O nhiét d6 121°C, hau hét
c4c sinh vt c6 trong moi truong déu bi tiéu diét, ké ca ¢ dang bao tir. Sau khi vé triing

can phai 1am kho nap 6ng nghiém hoac nut bong dé tranh bi nhiém tro lai.
1.3.2. Kha trung mé theec vt

Nudi cdy mé hau hét cac bo phan khac nhau cua thyc vat gidng nhu hat ging,
phdi, nodn, dé hoa, 14, dau r&, than cu, v.v. Tuy theo sy tiép xGc véi moi twdng bén ngoai,
cac b phan nay chira nhiéu hay it vi khuan va nam & ngoai bé mat. Phuong phap vo
tring mé cay théng dung nhat hién nay 1a cac chat hoa hoc c6 hoat tinh diét nam khuan.
Hiéu luc diét nAm khuan cua cac chat nay phu thudc vao thai gian xir 1y, ndng d6 va kha
ning xam nhap cua ching vao cac k& ngach 16i 16m trén bé mat md cdy, kha ning day
hét cac bot khi bam trén bé mat md cay. Pé tang tinh linh dong va kha ning xam nhap
cua chat diét khuan, thong thuong ngudi ta xir Iy md cay trong vong 30 gidy trong ruou
ethylic 70% sau d6 maéi xir Iy dung dich diét khuan. Péng thoi, ngudi ta thém cac chat

giam stic cang bé mat nhu Tween 80, Fotoflo, Teepol vao dung dich diét nim khuan.
1.4. Toéng quan vé tinh hinh vi nhén gidng cac loai thudc chi Sambucus

Nim 2011, nhém nghién ciru cia Song va cs., di vi nhan giéng S. canadensis L.
cv. Aurea thanh cong thong qua chdi ngi. Két qua cho thdy méi truong t6i wu cho cam
g chdi 1a MS b6 sung 4,0 mg/l BA + 0,2 mg/l IAA + 0,2 mg/l GA; voi ty 18 94,17%;
moi truong ting sinh tdi wu 14 MS b6 sung 0,5 mg/l BA + 0,05 mg/l NAA véi hé sb
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nhan 13 6,1 chdi/mau; moi truong tao ré ting trudng tot nhat va ty 16 ra ré 1a 97% la MS

bd sung 0,1mg/l NAA va 2 mg/l BA.

Nim 2012, nhém nghién ctru ciia Wang va cs., da nudi cdy mo cay S. williamsii
Hance thong qua nudi cdy chdi bén. Két qua cho thdy méi trudng tot nhat dé tang sinh
chdi 1a mdi truong MS b sung 3 mg/l BA + 0,2 mg/l NAA + 0,03 mg/l TDZ + 2 mg/l
GAs; mdi truong dé tao ré tot nhit 1a MS bd sung 0,4 mg/l NAA + 0,2 mg/l IBA.

Nam 2013, nhom nghién ctru ciia Charlebois va Brassard, da khao sat tdc dung
ctia chat khir trang trong nudi cdy mé S. canadensis. Két qua khtr trung tot nhét thu duoc
1a trong dung dich natri hypoclorit 3% trong 20 phtt sau d6 ngadm trong dung dich bac

nitrat 0,5% trong 20 phut, cudi ciing ngam trong dung dich acid xitric va acid ascorbic.

Niam 2013, nhom nghién ctru ciia Wu va cs., da tdi wu hoa moi trudng cho mo
seo, cam Urng nhiéu chdi va nudi cdy ré cay con cta S. chinensis voi moi trudng toi vu
cho cam tng mé seo cua 14 1a moi truong MS bo sung 1,5 mg/l 2, 4-D; méi truong tbi
uru cho cudng 1a 12 MS b6 sung 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l Kinetin, MS bo sung 0, 2 mg/1
2,4D + 1,0 mg/l Kinetin, MS b6 sung 0,2 mg/l NAA + 3,0 mg/l Kinetin + GA; moi
truong toi ru cho cam ng nhiéu chdi 1a moi truong MS bo sung 2 mg/l BA; méi truong

t6t nhat dé tao ré nudi cdy mo 1a 2 MS bo sung 0,3 mg/l NAA.

Nim 2020, nhém nghién ctru ciia Borodusske, nudi cdy mé seo bang choi cua S.
nigra sir dung chét khtr tring 13 bac nitrat 1% trong 20 phit cho ty 1& nhiém thip nhat;
moi truong cho ty 16 md seo cao nhat 13 WPM bo sung 0,2 mg/1 2,4D két hop voi 1 mg/l
Kinetin; va méi trudng thich hop cho nudi cay huyén phu té bao 1a WPM bb sung 2 mg/1
TDZ va 2 mg/l NAA.

Niam 2020, nhom nghién ciru ctia Kopper va cs., dd vi nhan giong thanh cong S.
nigra L. théng qua nudi cay chdi v6i chit khir trung 13 natri hypoclorit nong do 2,8%
trong 10 phut; moi truong thay su ting sinh chdi tot nhat 1a MS bo sung 0,05 mg/l NAA
va 2 mg/l BA; méi trudng tao ra nhiéu chdi va ré dai nhat 1a MS b6 sung 0,1 NAA mg/I
va 0,5 mg/l mT.

Hién nay, & Viét Nam chua c¢6 nghién ctru nao thyc hién nhan giéng ddi vai loai
S. javanica. Nghién ctru nay c6 thé gép phan khao sat mot sd yéu to 1én kha ning nhan
gidng in vitro cdy com chdy, tir 46 1am nén tang cho cac nghién ctru khac sau hon trong
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tuong lai.
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PHAN 2 - VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Dia diém thoi gian va muc dich thwe hién dé tai
Thet gian thgc hién
Tir thang 11 nam 2021 dén thang 5 nam 2022.
Muc dich nghién ciru
Tao ngudn vat liéu in vitro théng qua nudi ciy md seo cay com chay.
Déi twong nghién ciru
Mau cdy com chay (Sambucus javanica Blume) duoc thu tai huyén Lac Duong
tinh Lam Dong.
Dung cu trong nghién ceiru
Noi hap Autoclave (Tommy SS-325).
Tu cay vo tring (ESCO).
Thiét bi hd tro (can phan tich, can ky thuat, may do pH).
Bich nilon (7x14 cm).
Dung cu thuy tinh (pipet, cc dong, éng dong, diia thuy tinh).
Pén con, dao mo, pank, V.v.
Céc dung cu khéc.
2.2.  Noi dung va phuwong phap nghién ctru

2.2.1. Ngi dung
Khao sat anh huong caa chat Khir tring 1én cdy com chay .
Khao séat anh huong cuaa 2,4D 1én kha ning tao md seo ciia mau cay com chay.

Khao sat anh huong caa BA 18n kha nang bat chdi tir mo seo cia cay com chay.
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2.2.2. Phwong phdp thu miu

Mau ciy dugc thu tir nhitng cdy com chay truéng thanh, khée manh, khong nhiém

nam bénh.

Hinh 2. 1 Mau 14 com chay

2.2.3. Moi trwong nudi cdy

Moi truong MS duoc sir dung dé nudi cdy mau & tat ca cac thi nghiém. Tuy theo
muc dich cta timg thi nghiém ma sir dung doc 1ap hay phdi hop véi chat diéu hoa sinh
truéng BA.

Chuan bj moéi truong:

Moi truong MS duogc su dung doc lap hoac phéi hop voi 2,4D hoac BA tuy muc
dich cta thi nghiém. Tién hanh diéu chinh pH cta moi trudng da pha vé 6,0 bang céac
dung dich NaOH IN va HCI IN sau d6 phan phdi vao cac binh dyng méi truong (500
ml; 250 ml) va hap khtr tring & nhiét do 121°C véi ap suat latm trong 20 phit. Sau khi
hép, 46 moi trudng vao bich nilon (d3 dugc hip vo trang) cé kich thude 7x14 cm, moi
thao tac dd moi truong dugc thuc hién trong tu céy vO trung.

2.2.4. Diéu kién nuéi cdy

Tat ca cac giai doan sinh truéng va phat trién cua cay déu dugc chiéu sang 16
gid/ngdy bang dén LED c6 cuong d6 40 pmol.m2.s ! véi nhiét do phong 1a 25° C + 2.

2.2.5. Bé tri thi nghigm

Thi nghiém 1: Khdo sat dnh hwéng cia chat khi tring lén cdy com chdy.

Muc tiéu: Nghién ciru chat khir triing phi hop cho viéc vao mau ciy com chay.
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Mau cdy: L& non.

Quy trinh khsz mdu: Mau 14 non duoc rira véi xa phong trong 5 phdt rdi rira sach
véi nuée, ria lai véi nuée hap vo tring hai 1an, tiép tuc ria voi NaClO 1% (20 phat)
hodc Ca(Cl0)2 7% (20 phat) c6 bd sung Tween 80 (Wang va cs., 2012; Kopper va cs.,
2020; Borodusske, 2020). MAu sau khi riza trong chat khtr tring duoc trang ki bang nuéc

hap vo tring 3 lan. Sau d6 dugc cdy vao moéi trudng MS trong vong 1 tuan theo dai.
Chi tiéu theo ddi: Ty 18 mau nhiém (%), Ty 1é mau chét/song (%).
Thi nghiém 2: Khdo sat dnh hwéng ciia 2,4D 1én khd néng tao mo seo ciia mau
cdy com chay.

Muc tiéu: Nghién ctru nong do chat diéu hoa sinh truong 2,4D, loai mau cay (14

non) cho hiéu qua tao mé seo tdt nhat.
Mdu cdy: Mau con sdng ¢ thi nghiém 1.

Moi triong thi nghiém: Cac mau 14 con sng ¢ thi nghiém 1, ciy vao moi trudng
MS b6 sung 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/l 2.4D va dit trong moi trudng khdng c6 &nh sang
(Wu va cs., 2013).

Chi tiéu theo ddi: Ty 18 miu tao seo (%), dic diém seo. Sb liéu duoc thu sau 14

ngay nudi cay.

Thi nghiém 3: Khdo sat anh hwéng ciia BA 1én khd nang bat chéi tir seo cia

cdy com chay.

Muc tiéu: Nghién ctu ndng do chat diéu hoa sinh truang BA 1én loai mau cay (14

non) cho hiéu qua bat chdi tét nhat.
Mau cdy: Cac mau seo thu tir thi nghiém 2.

MGoi trong nudi cdy: Cac mau seo thu tir thi nghiém 2 duoc ciy vao méi trudng
MS bé sung 0; 0,5: 1; 1,5; 2; 2,5 mg/l BA.

Chi tiéu theo ddi: Sb chdi trung binh/mau, sé mau bat chdi, s6 liéu duoc thu sau

8 tuan nudi cay.
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2.2.6. Phwong phdp xir Iy sé li¢u

S6 lieu duoc xir ly bang phan mém Microsoft office excel 2019 va phan mém
IBM SPSS Statistics 20.
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PHAN 3 - KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Thinghiém 1: Khéo sat anh huéng cia chat khir tring 1én cay com chay.

Giai doan khir tring mau céy 1a giai doan dau tién c6 vai trd quan trong trong
viéc tao ra nguén mau nudi ciy khai dong cho quy trinh vi nhan gidng. Mbi loai cay déu
c6 phan tng khac nhau ddi vai ting loai chat kht triing, ndng do va thoi gian xir Iy khéc
nhau. Chinh vi vdy, viéc danh gia anh huéng cua cac loai chat khir trung dén viéc khu
tring mau cay 1a non cay com chay duoc tién hanh dé tim ra loai chat khtr trung phu
hop. Hiéu qua khtr tring caa NaCIO 1% hoic Ca(ClO)2 7% trong 20 phut ¢é bé sung

Tween 80 ddi v6i mau 14 non cdy com chay (Hinh 3.1).
Sau mot tuan nudi cay trén mdi truong MS duoc thé hién ¢ Bang 1.

Bang 3. 1 Anh huong cua chat khir tring 1én mau 14 non cay com chéy sau 1 tuan nudi
cay trén moi truong MS

Chét khir tring Ty 1é nhiém (%) Ty léchét (%) Ty Ié song (%)

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

Ca(CIO), 7% 16,67 3,01 75,92

Hinh 3. 1 Mau l4 sau 1 tuan khtr tring trén méi trudng MS khdng bd sung chat diéu
hoa sinh truéng

(A) Mau 14 ban dau sau khi duoc xt ly chat khir tring.
(B) Mau l4 con séng sau 1 tuan khir mau.

(C) MAu 14 bi chét sau 1 tuan nudi cay.
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Viéc khir tring mau cay phai ¢am bao loai b duoc cac vi sinh vat gay hai (giam
ty 16 nhidm dén marc thdp nhat) nhung van gitt duoc sic séng cua mau cay (ty 16 song
phai dat cao nhat) thi méi co y nghia trong viéc tao ngudn mau nudi cay khéi dong trong
vi nhan giéng. Két qua thu duoc & Bang 3.1 cho thay khir tring miu 14 non ciy com
chay bang NaClO 1% trong 20 phut 1 tét hon han (voi 92,58% mau séng va chi c6
5,65% mau bi nhidm) so véi nghiém thtc con lai. Két qua thi nghiém con cho thiy xu
ly miu bang Ca(CIO)2 7% trong 20 phdt 1a khong phu hop, chua loai bé dugc vi sinh
vat (ty & nhidm 1a 16,67%) trong khi do lai con gdy doc dén mau cay (ty lé chét l1a
3.01%) (Hinh 3.1c).

Viéc tao mau vo tring trong nudi cdy md phu thudc vao nhiéu yéu té khac nhau
tir diéu kién sinh Iy mau, loai chat khi tring, nong do va thai gian khir tring ciing can
dugc danh gia phd hop cho ting loai mau khac nhau. Cac mau mong, nho, dé tén thuong
nén dugc Khir triing véi cac loai hoa chat it gay ton thuong mau, thoi gian va nong do
khtr triing thap. Trong khi d6 cac mau cang, day c6 thé xem xét gia ting nong d6 va thoi

gian khir tring dé tang hiéu qua khtr tring cho mau cay.

Mau I4 con séng, ¢ cam (g véi moi truong (Hinh 3.1b) duoc tiép tuc lam ngudn

mau dé ciy vao méi truong thi nghiém cam wng tao seo.

Nhu vay, két qua tir thi nghiém 1 cho thay xir Iy mau 14 non cdy com chdy bang
NaClO 1% trong 20 phut 12 tét nhat dé tao ngudn mau ciy vo tring cho céc thi nghiém

tiép theo.

3.2.  Thinghiém 2: Khao sat anh hwéng cia 2,4D 1én kha ning tao moé seo cua

mAu ciy com chay.

Cam @ng tao mo seo 1a giai doan nhan nhanh nguén mau vé tring ban dau, md
seo 1a khdi té bao chua biét hda phat sinh mot cach vo to chic, ¢ thé cam tng phat sinh
phdi vo tinh hoac chdi bat dinh. D& cam tng hinh thanh md seo thi cac chat diéu hoa
sinh truéng thuc vat 14 thanh phan quan trong ciia moi truedng nudi cdy. Trong sb cac
auxin, 2,4D sir dung rat c6 hiéu qua trong viéc tao mé seo ¢ nhiéu loai thuc vat. Theo
Thomas va dong tac gia (1996). chat diéu hoa sinh truéng 2,4D mac di ¢6 hoat tinh rat
yéu trong kich thich tao chéi va ré bat dinh nhung lai 1a audin kich thich tao mé seo va
phdi rat hiéu qua. Vi vay, thi nghiém nay dugc tién hanh nham khao sat anh huong cia
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cac nong do 2,4D khac nhau dén viéc cam @ng tao mo seo tir mau cay l4 non vo tring

cay com chay.

Bang 3. 2 Ty Ié cam &ing tao seo cua la non sau 2 tuan nudi ciy trén moi truong MS c6
bo sung 2,4D

Nong dé X . Ty,lé A TS: 1¢ I’nﬁu Ty 1€
2,4D mau (cc;)';‘ g khong(f/f:)m s méu chét (%)
Déi chung 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

Hinh 3. 2 Mau 14 non cam &ng tao seo khi cdy trén méi trudng MS ¢d bd sung 1,5mgl/l
2,4D

(A) Sau 1 tuan (B) Sau 2 tuan (C) MAu chét sau 2 tuan

MGt tuan nudi ciy trén moi truong MS, mau 14 van xanh, hoi cong chang to da
¢ phan tng do trao ddi chat giita mau cdy va méi truong (Hinh 3.1 b). Cac mau nay
tiép tuc duoc ciy sang méi truong c6 bd sung 2,4D. Sau 1 tuan, miu da c6 phan tng
phét sinh seo & quanh vét ct va trén gan 14 (Hinh 3.2 a). Sau 2 tuan, cum seo hinh thanh
khé rd va gia tang kich thudc, cac té bao seo kha dong déu (Hinh 3.2 b).

Qua bang s liéu va hinh anh cho thiy 2,4D la chat diéu hoa sinh truéng thich
hop cho qua trinh cam ang hinh thanh m6 seo & Mau 14 non cay com chdy (ty lé cam
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g & tat ca cac nghiém thirc déu trén 90%). Di véi nghiém thire dbi chirng khong cé
chat diéu hoa sinh truéng, khdng ghi nhan dwoc mau cam wng tao seo, voi 100% mau
khdng cam @ng va chét sau d6. Khi so sanh két qua thu dwoc giira cac nghiém thuc co
bd sung 2,4D thi thiy rang ty 16 mau cam &ng va mau chét cd sy khac biét khong dang
ké gitra cac nong do (1,5; 2,0 va 2,5 mg/l). O ndng do thap cua 2,4D cho thay c6 mot sd
lwong nhd mau khéng cam wng (chi 0,91%), diéu nay cho thidy mau 14 non cdy com chay
nudi ciy trén moi trudng cd bd sung 2,4D s& cam tng hinh thanh mé seo tét. Hinh anh

seo hinh thanh trong cac moi truong khéng cé su khac biét gitra cac nghiém thic.

Trong cé4c nghién ctru tao mé seo thi 14 duoc sir dung nhu 1 mot ngudn mau phd
bién do 14 cé thé tai sinh lién tuc va déu dan, viéc thu mau 14 khdng 1am chét cay lam
mau. Nhu md thit 14, phan chi yéu cua phién c6 vach so cap mong con tiém ning phan
chia té bao. Nho tiém ning nay, cac té bao nhu mé c¢é vai tro han gin vét thuong va

thudong dugc dung trong nudi cay té bao in vitro (Vii Thi Hién, 2018).

Ngoai ra anh sang ciing 1a mot yéu té gép phan cho viéc hinh thanh md seo. Trong
thi nghiém nay, ching t6i di dé nguén mau vao téi 2 tuan, sau d6 dua ra sang.
Tabaeezadeh va Khosh-Khui (1981) trong nghién ciru nudi ciy bao phan cua Rosa da
bao cao rang su hinh thanh mé seo ting 1én trong bong tdi, so véi diéu kién anh sang,
khi bao phan cua R. darnascena va R. hybrida duoc nudi ciy trén moi trudong tao seo.
Ho ciing chi ra rang anh sang lam giam s6 luong bao phan tao ra mé seo trén cac moi
truong khac nhau. Kaoru Kawai va cs. (1993) di nghién ctru dé tai nudi ciy mo cay Lo
Hoi (Aloe arborescens Miller var. natalensis Berger), két qua cho thiy & diéu kién t6i ty
1& tao md seo cao hon va thu dugc nhiéu md seo hon 14 & diéu kién anh sang. Nam 2018,
nhom nghién ctu cua Jaruwan Summart da thuc hién dé tai cam ¢ng md seo va anh
huong cua diéu kién moi truong nudi cay dén sy phat trién cua gao thom Thai Lan. Két
qua dua ra 14 khi nu6i cdy 6 moi truong 2,4D va nudi cay & nhiét d6 25 + 2°C trong diéu

kién tdi s& tao ra mo seo chét luong cao hon.
Nhu vay, mau 14 non ciy trén méi truong MS cé 2,4D déu c6 thé tao seo Vi ty
& rat cao. Nong do 1,5 mg/l 2,4D cho ty & cam ng tao seo cao nhat déi véi mau 1a non
cua cay com chay.
3.3.  Thinghiém 3: Khio sit anh hwéng ciia BA 1én kha ning bat choi tir seo
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cia cay com chay.

M6 seo dugc xem nhu 1a giai doan trung gian cua qua trinh nhan nhanh mau cay,
chinh vi vay viéc tim ra méi truong thich hop cho qué trinh biét hoa, phét sinh chdi hozc
phdi vo tinh tir md seo 1a budc tiép theo trong nhan gidng in vitro. Cytokinin 1a nhém
chat diéu hoa sinh truong thuong duogc sir dung dé cam wng bat chdi va nhan nhanh chdi,
trong d6 BA 1a chat duoc dung rong ri nhat va co cam @ng tdt trén nhiéu ddi twong cay
trong khéc nhau. Tuy nhién, cac chat thugc nhom auxin tich lity trong khdi md seo (ham
lwong auxin noi sinh trong mé seo) c6 thé s& ¢ anh huéng nhat dinh dén hiéu qua bat

chdi cua cac chit thudc nhom cytokinin trong giai doan nudi cay tiép theo.

Muc dich cua thi nghiém nay 1 danh gia hiéu qua bat chéi cia BA 18n mo seo ¢6
ngudn goc tir moi trudng bo sung cac nong do 2,4D khac nhau. Cac mau seo thu tir cac
nghiém thuc caa thi nghiém 2 duoc cy dong déu vao maéi truong MS b sung 0; 0,5; 1;
1,5; 2; 2,5 mg/l BA.

Cac chit diéu hoa sinh truong thuc vat dong mét vai trd quan trong trong phan
g tao Mo seo trong diéu kién in vitro. Nhiéu nghién ciru da chirng minh tac dung tich
cuc cua 2,4D trong cam ung mo seo (Hesami va cs., 2018). Trong cac nghién ciu vé
cam ng phét sinh phdi vo tinh ¢ nhiéu loai thuc vat thi auxin, dac biét 1a 2.4D thuong
duogc sir dung nhiéu nhat (Umehara va Kamada, 2005). Piéu nay dugc chang minh bgi
nhitng thi nghiém & ca rét (Borkird va cs., 1986), F. sellowiana (Cruz va cs., 1990),
Populus spp. (Michler, 1995), ca cao (Canhoto va cs., 1999), Paspalum scrobilatum
(Avci va Can, 2006). Nong do auxin trong mdi truedng tao phdi dugc st dung khac nhau

va thay doi tly theo ting loai cling nhu tirng loai kiéu gen cua thuc vat.

Tuy nhién, khi thuc hién cay seo tir thi nghiém 2 vao méi trudng cé bo sung BA
sau 8 tuan chi thay sé luong va kich thudc cua cac té bao seo ting 1én chir khdng xuat
hién choi (Hinh 3.3, Hinh 3.4).
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Hinh 3. 3. Muc d6 tang sinh cua mo seo khi chuyén tir méi truong 0.5 mg/l 2,4D qua
moi trrong bo sung 0.5mg/l BA

(A) Murc d6 tang sinh manh.
(B) Mtrc @6 tang sinh binh thuong.
(C) Miic d6 tang sinh yéu.

Hinh 3. 4 Hinh khdi mé seo dugc chup dudi kinh hién vi

Ty lé seo cam ung va chat luong seo duoc thu nhan sau 8 tuan va théng ké ¢ Bang 3.3.
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Bang 3. 3 Anh huong cua BA [én kha nang bat chdi tir md seo ¢6 ngUOn géc tir moOi
truong bd sung cac nong do 2,4D khéc nhau cta cay com chay sau 8 tuan nudi ciy

3 . N x .
Nong d9 2,4D Nongdd Ty l¢ mau Chat lwgng seo (%)

0?1?}2@}5 tzhl (n?'goh) Sf.!(()c;;))ng Yéu Binh thuong Manh
0,5 95 11 17 72
1 100 27 33 40
0,5 1,5 100 27 21 52
2 100 46 14 40
2,5 88 53 30 17
0,5 97 36 46 18
1 98 12 49 39
1 1,5 98 17 39 44
2 92 26 39 35
1,5 90 50 29 21
0,5 100 41 29 29
1 100 40 43 17
1,5 1,5 08 35 40 o5
2 100 38 58 A
2,5 100 59 34 7
0,5 100 66 31 3
1 100 66 25 9
2 15 100 50 41 9
2 100 58 32 10
2,5 100 72 21 8
0,5 100 77 23 0
1 97 67 33 0
2,5 15 100 75 22 3
2 98 77 21 2
2,5 100 65 30 5
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Két qua thu duoc tir thi nghiém trén cho thay:

- D3y nong d6 BA khao sat trén chua thich hop cho viéc bat chdi tir mé seo.

- M@ seo ¢6 nguodn gbc tir méi truong bod sung 0,5 mg/l 2,4D dwoc nudi cay trén
moi trudng chira 0,5 mg/ml BA 1a cho két qua cam @ng ting sinh mé seo tét nhat véi
72% md seo cam wng manh va chi 11% md seo yéu.

- Khi so sé&nh giira cac nghiém thuc cho thay cd sy tuong quan gitta ndng do cua
2,4D trong giai doan tao md seo v&i ndng do BA & giai doan bat chdi. Vi dy, miu ting
sinh tt nhat trén mai truong bd sung 1 mg/l BA 1a md seo ¢6 ngudn gbc tir méi trudng
chaa 1 mg/l 2,4D (va két qua twong tu cling dugc ghi nhan ¢ cac dai ndng do khéc).

- C4c khéi mé seo c6 ngudn gdce tir cling mot ndng do 2,4D cho phan ¢ng ting sinh
mo seo giam dan khi gia ting nong d6 BA. Vi du md seo ¢6 nguon goc tir moi trudng
chtra 0,5 mg/l 2,4D cho két qua ting sinh tét nhat & nong do 0,5 mg/l BA véi ty 18 72%
va giam dan va chi con dat 40% & nong d6 2,0 mg/l BA; 17% ¢ nong do 2,5 mg/l BA.

- Trong cing mot méi trudng bo sung ndng d6 BA nhur nhau thi mé seo ¢6 nguon
gdc tir moi truong co chira 2,4D véi ndng do cang cao thi sy phat trién caa md seo cang
yéu. Nhu ¢ nong do 1,0 mg/l BA ty 1é md seo tang sinh manh giam dan khi nong do
2,4D tang lén, dat ty | cao nhat 1a ¢ ndng do 0,5 mg/l 2,4D 12 40% va giam dan con 9%
& ndng do 2,0 mg/l 2,4D va & ndng d6 2,5 mg/l 2,4D thi khéng con kha ning ting sinh
tét nita.

Nhu vay, ¢ su tuong tac rd rét gitta 2,4D trong giai doan cam (rng tao mo seo va
BA trong giai doan bat chdi.

Khi bd sung cytoinin ngoai sinh vao méi trudong nudi ciy su thay doi gradient ndng
d6 chat diéu hoa sinh truong dién ra déng thoi thiét 1ap mot gradient ndng do chat diéu
hoa sinh truéng méi. Diéu nay gilp pha v trang thai ngu va kich thich su phat trién
chdi (Ngb Thi Xuyén va cs., 2018). Nhu da duoc chimg minh trude dé cytokinin co tac
dung kich thich sy hinh thanh phdi vé tinh tir nudi cdy mé seo khdng c6 kha ning phat
sinh phoi dugc bao cédo trén cac loai cay dau nhu Phaseolus (Malik va Saxena, 1992),
Trifolium (Maheshwaran va Williams, 1986), cay dau phong (Gill va Saxena, 1992). Ty
1& ndng do giita auxin va cytokinin déng mét vai trd quyét dinh trong viéc diéu chinh
cam ng hinh thanh mo seo thyc vat (Ikeuchi va cs., 2013). Khi ty 1€ gitra ham lugng
auxin va cytokinin (noi sinh, ngoai sinh) can bang s& kich thich cam @ng hinh thanh mé
seo (Domagalska va cs, 2011). Viéc sir dung ngudn mau la 14 non gidp cho qué trinh
biét hoa tré nén thuan loi hon khi cac té bao con non dé xay ra qué trinh phan biét hoa
dé tao thanh mo seo, dong thoi cac mau 14 c¢6 chira gan 14 12 bo phan gidp van chuyén

c4c chat dinh dudng ciing nhu cac chat diéu hoa sinh trudng dén cac co quan thong qua
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hé thong mach dan; 14 non con 1a noi ¢6 thé san sinh va tong hop auxin gilp cho qué
trinh tao mo seo thuan loi hon.

Bén canh viéc danh gié dua trén hinh thai bén ngoai va muc d6 cam tng caa mo
seo, khéi mo seo duoc giai phiu va quan sat duéi kinh hién vi cho thiy mé seo gom
nhiéu I6p té bao hinh ciu mong nudc, X6p nhung van khdng c6 kha ning bat chdi (co
thé 1a nong do BA bo sung vao moi truong nudi cay chua thich hop). Lic dau khdi mo
seo la cac té bao co mau xanh nhung khi khong c6 kha ning bat chdi thi cac té bao d6
chi tiép tuc nhan Ién, tao ra cac té bao chua biét hda va chirc ning cua cac té bao bi giam
dan. Khéng con sy xuat hién cua diép luc, cac té bao dan chuyén sang mau tring, qua
mot thoi gian thi chuyén sang mau nau, khéng con kha niang phat trién, cac té bao chét
dan va chét tir ngoai vao trong (cang & ngoai thi mau cang dam). Hién tuong chét dan
mau tir ngoai vao trong co thé 1a dokhdi md seo cang 16n thi kha ning van chuyén cac
chat dinh dudng tir moi truong dén cac té bao cang han ché do trong mé seo khdng co
mach dan. Vi vay, khéi té bao bén ngoai s& thiéu chat dinh dudng va chét dan di.

Tir két qua ma chung t6i thu dwoc tir thi nghiém trén, chung t6i dua ra dugc mot
vai két luan caa thi nghiém nay:

- Nong do BA khao sat chua thich hop cho viéc bat chdi tir md seo.

- Nong d6 0,5 mg/l 2,4D chuyén sang méi truong 0,5mg/l BA cho ty 1é md seo ting
sinh manh cao nhét (72%).

- Nong do cac chat diéu hoa sinh truong cao 1am giam kha ning tiang sinh cia mo seo.

- Ty Ié tang sinh va con sdng sau 8 tuan cua md seo dat trén 90% & tat ca cac nghiém

thirc.
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PHAN 4: KET LUAN VA KIEN NGHI
4.1. Kétluan

Qua két qua thu duogc tir cac thi nghiém trén ching toi dwa ra mot s6 két luan

rang:

- Sirdung NaClO 1% (20 phuat) dé khir tring mau 14 cay com chay cho két qua tét
nhat dé tao ngudn mau ciy vo tring cho cac thi nghiém tiép theo.

- MBoi trudng MS ¢6 b6 sung 2,4D 1a pht hop cho viéc nudi cdy tao mé seo tir mau
la non cay com chay.

- D&y nong d6 BA sir dung dé khao sét trong thi nghiém trén chua phu hop cho
cam ng bat chdi & mau com chay.

4.2. Kién nghi

Vi han ché vé mat thoi gian, nén ching t6i chua thuc hién duoc qué trinh nhan
chdi tir md seo cua cdy com chay mét cach hoan chinh, vi vay ching toi c6 mot s6 kién

nghi sau:

- Khao sat mai truong dinh dudng thich hop 18n kha nang bat choi tir khi mo seo
cay S. javanica Blume.

- Cay chuyén md seo c6 ngudon goc tir méi tredng bd sung 2,4D sang mdi truong
MS dé lam giam nong d6 2,4D trong khéi mo seo trude khi cay chuyén sang méi truong
c6 BA @ bat choi.
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