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TOM TAT

Nghién ctru nay duoc thuc hién nhim muc dich xay dung quy trinh nhan nhanh va tao cay la han
qua hoan chinh in vitro. Chéi la han qua in vitro duoc nuoi cdy trén moi treong co ban MS c6 bd
sung cac chat diéu tiét sinh trudng dé tham do kha nang nhan nhanh va tao cay hoan chinh. Két
qua nghién cttu cho thdy, méi truong MS c6 bé sung 0,5 mg/1 BA cho két qua nhan chéi tot nhat
voi 6,75 chéi/mau, chiéu cao choi trung binh 1a 4,6 cm, s6 14 trung binh 12 5,8 14/chéi sau 6 tuan
nudi cay. Moi truong %5 MS c6 bé sung 0,1 mg/1 IBA cho ty 1é chéi tao ré dat 100%, so ré dat

nhiéu nhat 5,33 ré/choi, chiéu dai ré 5,15 cm.

Tt khoéa: La hdn qua, nudi cAy mo, nhan nhanh in vitro, tao cay hoan chinh.

1. BAT VAN BE®

La han qua (Siraitia grosvenoril) 1a cay than
thao lau nam dac htu & tinh Quang Tay - Trung
Quéc thuoe ho bau bi (Cucurbitacea), qua ctia né
thuong duoc goi 1la Luo hanguo, c6 gia tri dinh
dudng rat cao, 1a mot trong nhirng loai thao duoc
dau tien duoc st dung cho ca muc dich y hoc va
thuc phdm [1] va 1a loai thudc truyén thong dé
diéu tri viem hong, chong ho, long dom tu nhién.
Gong va cs (2019) da phan lap duoc hon 100 hop
chét tir la han qua gbém triterpenoids, flavonoid,
axit amin va polysaccharide... [2], day la nhimg
hop chat c6 vai tro quan trong trong phong chong
khoi u, chong oxy hoa, ting cuong kha niang mién
dich, bao vé gan, ha duong huyét va cac tac dung
duoc ly khac.

La han qua 1a cay thudc cé gia tri kinh té cao
ca vé thuc phdm va duoc lieu, do d6 nhu cau vé
cay giong trén thi truong 1a rat lon. Viec nhan
giong bang hat va giam hom cho hé sé nhan giong
thap, hiéu qua kinh té khong cao, cay giong dé bi
nhiém bénh 1am suy giam giong cay trong va giam
nang suat dang ké [3], [4]. Nhan giong vo tinh in
vitro 1a phuong phap hiéu qua dé€ tao cay sach
bénh cho phép nhan nhanh cay giong voi hé so
nhan cao, cay giong déng déu, cung cap giong mot
cach chu dong, khac phuc duoc nhitng han ché
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clia cac phuong phap nhan giong trén. O Viet Nam
cho t6i nay chua c6 nghién cttu nao vé nhan giong
cay la han qua bang phuong phap nudi cidy mo.
Chinh vi vay, nghién cttu nhan giong in vitro cay la
han qua la rat can thiét, 1am co s& cho viéc san
xuat so luong 1on cay giong dap tmg nhu cau san
xuat duoc lieu cho thi truong Viét Nam.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vit lieu nghién ctru

Chéi la han qua in vitro 3 tuan tudi tai sinh tir
doan than mang mit ngtt va dang sinh trudng,
phat trién tot.

2.2. Phuong phap nghién ctru

Nhén nhanh chér in vitro: Chéi la han qua in
vitro (1,5 -2 cm) duoc cdy léen moi truong co ban MS
[5], c6 b6 sung 30 g/1 sucrose, 6 g/1 agar, cac chat
kich thich sinh truong 14 BA (6 - benzyl adenine),
Kin (kinetin), IBA (indole butyric acid), NAA (o-
naphtalene acetic acid) voi cac nong do khac nhau
dé tham do kha nang nhan choi cta ching.

Tao cdy hoan chinh: Cac choi in vitro (2 - 2,5
cm) tach tir cac cum chéi dugc cdy léen nén moi
truong va c6 néng do khoang khac nhau hoic cac
chat kich thich sinh truéng 1a o-NAA, IBA véi cac
néng do khac nhau dé tham do kha nang tao ré va
phat trién thanh cay hoan chinh.

B0 trf thi nghiém: Cac thi nghiém duoc bo tri
hoan toan ngau nhién (CRD), lap lai 3 lan (mébi
cong thic co6 10 binh, mdi binh c6 3 mau), thuc
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hién trong diéu kién nhan tao, nhiét do 24 + 2°C,
cuong do anh sang 2.000 lux, thoi gian chiéu sang
14 gio/ngay.

Céc chi tiéu theo doi: Cac s6 lieu thi nghiém
dugc theo doi sau 4 dén 6 tuan nuoi cay gom: He
s6 nhan choi, chiéu cao chdi (cm), so 1a/chéi (13),
ty 1é choi ra ré (%), s6 ré/cay (ré), chiéu dai ré
(cm).

Xt Iy so liu: So lieu thi nghiém duoc xit ly
thong ké bing phan mém IRRISTAT 4.0 va
Microsoft Excel 2010.

2.3. Thei gian va dia diém nghién ciu

Nghién ciru duoc thuc hién tir thang 1 dén
thang 11 nam 2022 tai Phong thi nghiém nudi cay
mo té bao thuc vat, Trung tam Nghién ciru Nguon
gen va Giong duoc liéu Qudc gia, Vién Duoc liéu.

3. KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. Nghién ctru nhan nhanh chéi

Trong giai doan nhan nhanh choéi, ngoai cac
duong chat can thiét thi moi truong nuodi cdy can
phai bé sung thém cac chat diéu tiét sinh truéng
nhu auxin va cytokinin. Cytokinin cé tac dung kich
thich su phan chia té€ bao dan dén kich thich cac
chéi ting nhanh vé s6 luong. BA va kinetin la
nhitng cytokinin téng hop duoc dung phd bién
trong phong thi nghiém do c6é hiéu qua cao, bén
nhiét, c6 anh hudng rat ro rét lén sy hinh thanh va
phan hoa cac co quan cua thuc vat, diac biét 1a sy
phan hoa chdi.

Trong thi nghiém nay, chéi la han qua in vitro
thu duoc tir qua trinh nuoéi cdy khoi dong duoc cdy
vao moi truong nhan nhanh c6 b6 sung BA;
kinetin véi nong do khac nhau (0 - 1 mg/1) dé theo
doi su hinh thanh va nhan nhanh chéi in vitro la
han qua.

Két qua theo doi sau 6 tuan nudi cdy duoc
trinh bay & bang 1.

Béng 1. Anh hudng ciia BA va Kin @én kha ning nhan nhanh chéi in vitro cay la han qua
(sau 6 tudn nudi cdy)

Noéng do (mg/1) Heé s6 nhan Chiéu cao chéi 1A s Chat luong
BA Kin choi (cm) 56 14/choi (4) choi
0,00 0,00 1,00 £ 0,00 5,90 £ 0,10 6,80 £ 0,26 +
0,25 0,00 3,75+ 0,16 5,15+0,17 6,50 £ 0,10 ++
0,50 0,00 6,75+ 0,19 4,60 £ 0,20 5,80 + 0,30 +++
0,75 0,00 5,56 + 0,26 4,85+ 0,29 6,00 + 0,26 +++
1,00 0,00 5,43 + 0,30 4,75+0,28 6,30 £ 0,17 +++

CV% 4,70 4,40 3,70
LSD, s 0,39 0,40 0,42

0,00 0,25 3,25+ 0,07 473+£0,18 5,90 £ 0,17 ++
0,00 0,50 5,13+0,12 4,78+ 0,22 6,10+ 0,10 ++
0,00 0,75 4,67 +0,21 5,38 +£0,17 6,60 £ 0,17 ++
0,00 1,00 4,48 £ 0,16 5,91 + 0,09 6,80 £ 0,20 ++

CV%* 3,60 3,00 2,90
LSD, s* 0,24 029 0,34

Ghi chu: + Choéi nhd, 14 nhé mau xanh nhat; ++ Choi nhd, I4 nhé mau xanh dam; +++ Choi map, 14 to
mau xanh dam; *: Gid tri CV¥ va LSD,,; duoc tinh todn bao gom cé cong thiic doi chung khong bo sung

cytokinin

Viéc b6 sung BA va kinetin vao moi truong
nudi cdy da lam gia tang hé s6 nhan chéi, ty 1é mau
tao choi dat 100% & tat ca cac cong thire c6 bd sung
cytokinin. Trong khi & cong thitc déi ching khong
b6 sung cytokinin, mau cdy khong tao chdi ma chi
phat trién vé chiéu cao va so la.

Moi truong c6 bé sung BA cho thdy, hieu qua
kich thich mau cay tao choéi t6t hon so voi kinetin &

cting ndéng do duoc khao sat : O ndng d6 0,5 mg/1-
BA cho hé s6 nhan chdi cao nhat dat 6,75
chéi/mau, trong khi kinetin chi dat 5,13 chéi/mau.
Khi ting néng do cytokinin lén, hé s6 nhan choi c6
xu huong giam.

Chat luong chdi ciing c6 su khac biét ro rét &
moi truong c6 b sung cac chat ndy: & moi truong
c6 b6 sung kinetin chéi nho, than manh, 14 nhé c6
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mau xanh dam, trong khi BA cho chat luong choi
tot hon choi to, than map, 14 to c6 mau xanh dam.

Nhu vay, BA c6 tac dung kich thich hinh
thanh tao cum chéi manh hon so véi kinetin ca vé
hé s6 nhan 14n chat luong choi.

Ty lé auxin/cytokinin rat quan trong ddi voi su
phat sinh hinh thai (morphogenesis). D6i voi su
phat sinh phoi (embryogenesis), dé tao callus va
ré can co ty 1é auxin/cytokinin cao, trong khi &
truong hop nguoc lai sé dan dén su sinh san choi
va chéi nach. Hiéu qua ctia mét qui trinh nhan

giong in vitro thé hién bang hé s6 nhan giong.
Trong qua trinh nhan giong in vitro sw phoi hop
gitta auxin va cytokinin & mot néng do va ty le
thich hop c6 tac dong tot toi sy hinh thanh choi va
chat luong choi tao thanh.

Vi vay, nhim nang cao hé s6 nhan choéi, da
tién hanh nghién ctru 4nh huéng phoi hop BA &
nong do 0,5 mg/1- cong thuc tot nhat & thi nghiém
trén voi auxin (IBA/o-NAA) & noéng do tixr 0 — 0,5
mg/1. Sau 6 tudn nudi cdy, két qua duoc thé hién &
bang 2.

Bang 2. Anh huong phéi hop ctia BA va IBA/«-NAA dén kha niing nhan nhanh chdi in vitro cay la han
qua (sau 6 tuAn nudi cdy)

Nong do (mg/]) Heé s6 nhan Chiéu cao choéi S6 14/choi Chat luong
BA | IBA | o-NAA choi (cm) (13 chai
0,5 0,0 0,0 6,53 £ 0,16 4,40+ 0,10 5,50 + 0,26 +4++
0,5 0,1 0,0 4,38 +£0,15 3,21+0,11 6,60 + 0,17 ++
0,5 0,3 0,0 3,33 +0,22 3,11+0,12 6,80 £ 0,20
0,5 0,5 0,0 3,15+0,16 3,38 £ 0,06 6,10+ 0,10

CV% 4,00 280 3,10
LSD, ;s 0,33 018 0,36
0,5 0,0 0,1 4,05+0,17 3,13+ 0,17 6,40 £ 0,17 ++
0,5 0,0 0,3 3,48 £ 0,17 3,35+ 0,18 6,10+ 0,10
0,5 0,0 0,5 3,31+£0,16 3,56+0,12 6,30 £ 0,20
CV%* 3,80 4,20 320
LSD, s* 031 028 0,36

Ghi chii: + Choi nhd, 14 nhé mau xanh nhat; ++ Chéi nhd, I4 nhé mau xanh dim; +++ Choi map, 14 to
mau xanh dam; *: Gid tri CV¥ va LSD,; duoc tinh todn bao gom cd cong thiic doi ching khong bo sung

auxin

Bang 2 cho thdy, cac chi tiéu theo doi tit sO
chodi/mau, chiéu cao chdi déu cé6 xu huong gidm
manh so véi doi chung (khong bé sung auxin).
Viéc phoi hop khong nhitng khong 1am ting ma
con lam giam kha nang nhan nhanh chéi la han
qua dan dén hé so6 nhan choi thap. Déng thoi géc
chéi xuat hién mo seo véi kich thuoc 1on khi moi
truong c6 bd sung auxin (IBA/a-NAA). Mo seo
tang truéng qua nhiéu ciing c6 thé 1am anh huéng
dén su hinh thanh va phat trién cta chdi ciing nhu
chat luong chédi. Mo seo trén moi truong IBA cé
mau tring trong, kich thuéc nhd, con trén moi
truong o-NAA mod seo c6 mau tring duc, kich
thudc to hon & ciing mot nong do.

Nhu vay viéc phoi két hop gita BA va IBA
hodc o-NAA 1am gidm hé s6 nhan choi la han qua
so voi viéc st dung BA don 1é.

Tt cac thi nghiém trén cho thdy: moi truong
phtt hop cho nhan nhanh chéi la han qua in vitro
tot nhat la: MS + 0,5 mg/1 BA, cho hé s nhan choéi
dat 6,75 chdi/mau, choi to than map, 14 to c6 mau
xanh dam.

3.2. Nghién citu tao ciy hoan chinh

Giai doan tao cay hoan chinh la giai doan cudi
cung clia qua trinh nhan giéng trong phong thi
nghiém, muc dich ctia giai doan nay 1a chéi c6 kha
nang tai sinh duoc ré bat dinh truéc khi dua ra
vuon wom, tao diéu kién thuan loi cho cay cé thé
tuy hap thu nuoc, dinh duong, taing kha nang song
s6t ctia cay in vitro. Cac chat diéu tiét sinh truong
thuoc nhom auxin nhu o-NAA, IBA va thanh phan
moi truong dinh duong gém mudi da luong, vi
Iwong va vitamin déng vai tro quan trong trong giai
doan nay.
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3.2.1. Anh huong ctia nong dp khodng MS dén
kha ndng tao ré cia choi la han qud

Maoi truong MS la moi truong giau va can bang
vé chat dinh dudng, cung cdp diy da cac thanh
phan khoang da luwong, vi lwong cho cay sinh
trudng va phat trién. Sy cam tng tao ré bat dinh va
dinh dudng khoang c6 méi quan hé mat thiét voi
nhau. Tiy theo d6i twong nudi cdy ma ham luong
cac chat khoang nay ciing khac nhau. Do d6 viéc
diéu chinh moi truong nudi cdy la mot trong
nhimg phuong phap dé lam gia ting hiéu qua qua
trinh nuoi cdy mo té bao thuc vat. Vinterhalter va

Vinterhalter (1992) cho ring chat khoang anh
huéng dén su hinh thanh ré bén cua loai Dracaena
fragrans trong nudi cdy in vitro va khi giam ham
lwong cac chat khoang da luong sé kich thich su
hinh thanh ré bat dinh [6]. TAc dong tich cuc cta
viéc giam ham luong mudi khoang dén su ra ré
cta chéi in vitro da dugc cong bo trong nhiéu
nghién ctu trén cac doi twong cay trong khac nhau
[7].

Két qua danh gia anh huéng ctia néng do
khoang MS dén kha nang tao ré in vitro cia cay la
han qua duoc thé hién & bang 3.

Bang 3. Anh hudng ciia néng do khoang MS dén kha niing tao r& ciia chéi la han qua
(sau 6 tudn nuoi cdy)

Néng do | Tyléechédira | Chiéucao So6 14/ cay So ré Chiéu dai ré
khoang ré (%) (cm) (14) (ré) (cm)
14 MS 100 5,28 + 0,06 4,90 £ 0,26 4,40 +0,17 3,23+0,21
¥ MS 100 7,31+ 0,14 5,70 £ 0,26 5,46 + 0,09 5,34 £ 0,30
MS 100 5,75+0,17 5,40 £ 0,20 4,86 +0,38 4,67 + 0,29
CV% 220 4,60 5,00 6,10
LSD, . 0.27 049 0,49 0,54

Moi treong nudi cdy khac nhau vé thanh phan
khoang da luong c6 anh hudéng truc ti€p dén su
hinh thanh va phat trién ré in vitro ciia cay la han
qué: O ca 3 nong do, chdi la han qua ra ré dat
100%. TAat ca cac chi tieu theo doi & cong thic (v
MS) déu dat cao nhat voi chiéu cao cay dat 7,31
cm; 5,7 1a/cay; 5,46 ré/cay va chiéu dai ré 1a 5,34
cm, ré dai, map khoée va cé nhiéu ré phu. Khi gidm
nong do MS xudéng thap hon (%4 MS) cho ré dai
nhung manh va yéu.

Nhu vay, % MS la néng do khoang tot nhat cho
chéi la han qua in vifrora ré, vira tiét kiém duoc chi
phi, thoi gian va cong stc ma van dam bao ré khoe
manbh, phat trién t6t khi dua ra vuon vom.

3.2.2 Anh huong cua auxin (IBA/a-NAA) dén
kha nang tao ré cua chéi la han qua

Trong nuoi cdy in vitro, auxin dong vai tro
diéu khién su hinh thanh ré & hau hét cac loai thuc
vat - thuc ddy su phan chia gian dai t€ bao va phan
hoa ré. IBA va o-NAA 1a hai loai hormone dugc
dung phé bién trong nuéi cady mé nham kich thich
swrareé.

Trong thi nghiém nay, trén nén moi truong %
MS da tién hanh bd sung vao moi truong nuodi cay
IBA va o-NAA & cac nong do khac nhau (0,1, 0,3,
0,5 mg/]) dé khao sat sy hinh thanh ra ré ctia choi
la han qua.

Két qua thu duoc sau 4 tuan nudi ciy duoc
trinh bay & bang 4.
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Béng 4. Anh hudmg ciia o-NAA/IBA dén kha ning tao ré ciia chéi la han qua

(sau 4 tuan nuéi cdy)

Néng @0 (mg/1) | Tyle choi | Chiéu cao S6 1a/cay So ré Chiéu dai ré
o-NAA | IBA | raré %) (cm) (1) (ré) (cm)
0,0 0,0 100 5,33 £ 0,40 4,30 + 0,26 4,83 +0,24 4,86 + 0,20
0,1 0,0 100 4,89+0,23 3,30+ 0,26 9,13+0,22 1,24 £ 0,12
0,3 0,0 100 4,45 +0,22 3,10+ 0,17 10,35+ 0,28 0,88 + 0,21
0,5 0,0 100 4,13 +0,26 3,10+ 0,10 11,10 £ 0,23 0,68 0,17
CV% 6,10 6,10 2,80 930
LSD, s 0,54 0,40 046 033
0,0 0,1 100 5,86 + 0,25 450+0,17 5,33+0,16 5,15+ 0,29
0,0 0,3 100 495+0,16 4,00+0,10 4,45 +0,28 3,83+0,16
0,0 0,5 100 4,43 + 0,24 3,80 + 0,26 4,13+0,18 3,75+0,18
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CV%* 540

5,10 4,70 4,80

LSDyp5* 052

0,40 0,42 0,40

Ghi chii *: Gid tri CV% va LSD,,; duoc tinh todn bao gom cd cong thitc doi chiing khong bo sung

auxin.

Chéi la han qua c6 kha nang ra ré & ca moi
truong cé hay khong c6 auxin va ty 1é ra ré déu dat
100% trén tat ca cac moéi truong. Tuy nhién, &
nhimg moi truong khac nhau thi su tao ré khac
nhau, moi truong c6 bd sung auxin thi thoi gian ra
ré nhanh hon cu thé:

Trén moi truong cé bé sung a-NAA, s6 ré ting
lén ro rét tir 4,83 ré (doi ching) lén dén 11,1 ré
(0,5 mg/l) nhung chiéu dai ré lai c6 xu huong
giam manh tuong tmg tir 4,86 cm xudng chi con
0,68 cm, diéu nay cho thdy khi tang néng do o-
NAA da kich thich chéi tao nhiéu ré nhung lai tc
ché su tang truong theo chiéu dai ré. Dong thoi, &
goc chodi xudt hien mot luong 16n mod seo xung
quanh ré, lvong mo seo nay ting lén khi nong do
o-NAA tang, tuy khong anh huéng dén so luong
ré, nhung no lai lam anh huéng dén hinh thai ctia
chéi ciing nhu chat luong cay: cay nho va thap, 1a
c6 mau xanh nhat anh huéng dén ty le song cta
cay khi dua ra vuon wom.

Két qua & bang trén cho thdy, IBA c6 anh
huong tich cuc hon dén kha ning tao ré cta chéi la
han qua so v6i a-NAA: Chat luong cay tot hon: cay
cao, khée, 14 mau xanh dam, chiéu dai ré duoc cai
thién ro rét, ré dai hon. Pac biét hién tuong tao mo
seo & goc chdi khong cé hodc cé rat it. So voi moi
truong c6 bé sung o-NAA, chi tiéu vé sé ré & moi
truong IBA it hon, nhung ré tao ra c6 chat luong tot
hon (ré dai, tring c6 nhiéu ré phu) - giong véi ré
clia cay la han ngoai tv nhién, con ré trén moi
gin

...............

Moi truong 5 MS c6 bé sung 0,1 mg/1 IBA 1a
moi trueong ra ré tot nhat (ca vé chat luong cay va
ré), 100% choi tao ré, so ré dat cao nhat 5,33 ré;
chiéu dai ré 1a 5,15 cm, chiéu cao 5,86 cm va s6 14
la4,51a.

Trong qua trinh nghién cttu nhan giéng in
vitro cay la han qua, da quan sat thay rang su hinh
thanh mo seo 1on x4y ra & phan goc ctia choi trén
cd moi truong nhan nhanh va ra ré. Két qua
nghién ctru nay hoan toan giong véi mot sé nghién
ctru cong bo truoc day. Trén moi truong nhan
nhanh, khi st dung nhém chat cytokinin don 1&
(BA hay Kin), goc chéi xuit hién mo seo, tuy
nhién luong mo seo it hon so véi viec phoi két hop
gifra cytokinin va auxin. Luong mé seo tang khi
néng do cac chat diéu tiét sinh trudng ting. Cac
nghién cttu déu khiang dinh hién tuong nay duoc
coi 1a khong thé tranh khoi trong vi nhan giong S.
grosvenorii [8] va hau hét cac mo seo nay déu
khong c6 kha nang tai sinh thanh cay con hay tai
sinh thi cay con déu bi bién di [9].

Nhiéu nghién cttu da duoc thuc hién nhiam giai
quyét van dé hinh thanh mo seo va cai thién chat
luong cay con trong vi nhan giéng S. grosvenorii
nhu: phuong phap vi nhan giong quang tu dudng
(photoautotrophic micropropagation) [10], phuong
phap tao ré ngoai 6ng nghiém [11] hay ky thuat
nudi cay ngap chim tam thoi (TIS - Temporary
Immersion System) [12].

Hinh 1. Nhan nhanh va tao ciy hoan chinh in vitro cay la han qua

A. Cum chéi Ia han qua trén moi truong MS + 0,5 mg/] BA; B. Chéi la hdn qua in vitro ra ré trén moi
truong s MS + 0,5 mg/1 IBA; C. Cay la hdn qud in vitro hodn chinh.

4. KET LUAN
Moi truong MS cé bé sung 0,5 mg/1 BA 1a moi
truong pht hop cho nhan nhanh in vitro chéi la

han qua, ty 1&¢ mau tao chéi dat 100%, hé s6 nhan
chéi dat 6,75 choi, chdi to than map, 14 to c6 mau
xanh dam.
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Mbi truong % MS c6 bé sung 0,1 mg/1 IBA 1a
moi truong ra ré tot nhat (ca vé chat luong cay va
ré), 100% choi tao ré, s6 ré dat cao nhat 5,33 ré;
chiéu dai ré 12 5,15 cm.
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Summary
This study established the protocol for rapid multiplication and planlet regeneration of Siratia
grosvenorii. The explants were cultured on the Murashige and Skoog (1962) basal medium
containing 3% sucrose and 0.6% agar and supplemented with different plant growth regulators
either separate or in combination. The results indicated that MS medium supplemented with 0.5
mg/1 BA was the most suitable for shoot multiplication with 6.75 shoots/explant, the average
shoot height of 4.6 cm, the average leaf number of 5.8 leaves. 100% shoots were rooted on the %
MS medium supplemented with 0.1 mg/1 IBA and the highest root number (5.33 roots/plant)

was observed on this medium.

Keywords: Siratia grosvenorii, tissue culture, rapid multiplication, plantlets regeneration.
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