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TOM TAT

Hat D6 trong (Eucommia ulmoides Oliv.) cé ddc diém ngd sdu, vé qud phdt
trién day ddc la nguyén nhdn chinh khién ty 1€ ndy mém hat thép. D€ tim hiéu
nguyén nhén cdén tré ndy mém, hat DS trong dwoc béc sach I6p vé qud, dua
vao khtr trung trong trong dung dich HgCl> 0,1% trong 5 phtit réi dua vao méi
trong nudi cdy mé. Sau 9 tudn tdt cd mdu hat sach déu khéng ndy mém.
Huwdng khdc, hat 6 trong sau khi khir tring bdng HgCl2 0,1% trong 5 phut
duwoc cit b % chiéu dai hat dé loai bé mét phén I6 mém va I6p vé mugt bao
ngodi ld mém trurde khi dura véo méi trirong nudi cdy mé. Sau 5-6 tudn, tit cd
cdc méu sach déu ndy mém tao ra cdy con hoan chinh. Piu ndy ching té
khéng chi I6p vé qud ma I6p vé muwot bao phi ré va I6 mém ciing ngdn cén sw
ndy mém cua hat. D€ tao cum chbéi nén cdy chuyén sang méi trwong MS +1,2
mg/l BAP + 00,2 mg/I NAA + 20 g/l sucrose + 10 g/I glucose + 7 g/l agar trong
4 tudn. D€ tao ré tao cdy hoan chinh st dung méi trurong 2/3 MS + 1 mg/I NAA
+ 0,4 mg/l IBA + 30 g/l sucrose + 7 g/l agar. Tir két qud dat duoc cé thém
hwéng mdi d€ xir ly ndy mam vdi hat giéng, nhdn giéng in vitro tir chdi hodc
hat 4 trong.

ABSTRACT

Eucommia ulmoides seeds have the characteristics of deep dormancy, and
dense development of the fruit coat is the main cause of low seed germination
rate. To find out the cause of germination resistance, seeds are peeled off the
coat, sterilized in 0.1% HgClI2 solution for 5 minutes and then placed in a tissue
culture medium. After 9 weeks, all clean seed samples did not germinate.
Another research direction, after sterilization with 0.1% HgCl: for 5 minutes,
Eucommia seeds were cut off % of the seed length to remove part of the
cotyledons and the silky crust on the cotyledons before being placed in the
tissue culture medium. After 5-6 weeks, all clean samples germinated and
created complete seedlings. This proves that not only the fruit coat but also
the silky coat covering the roots and cotyledons also prevents seed
germination. The optimal composition of the nutrient medium for
regeneration of Eucommia ulmoides microshoots has been determined: MS
+1.2 mg/| BAP + 0+0.2 mg/I NAA + 20 g/l sucrose + 10 g/| glucose + 7 g/l agar.
The best media for explant rooting are the following: 2/3 MS + 1 mg/| NAA +
0.4 mg/l IBA + 30 g/l sucrose + 7 g/l agar. From the results achieved, there are
new directions for germination treatment with seeds, in vitro propagation
from Eucommia buds or seeds.

1. DAT VAN DE

Db trong dugc danh giad cao hon vi chat lvong

Do trong 1a cay gbd nh&, rung la theo mua, cé dugc pham cla nd. Tir hang trdm ndm trudc
hoa don tinh khac gbc va phan b8 ty nhién &  cdng nguyén D6 trong dd duoc st dung rong
Trung Quéc [1, 2]. Trudc day, D6 trong la rai trong y hoc dan gian va y hoc cé truyén
nguyén liéu chinh dé sdn xuat gutta-percha —  Trung Quéc [1]. D&n nhitng ndm 1940, cic nha
mot loai cao su tu nhién. Tuy nhién hién nay, khoa hoc Lién X6 d3 phat hién ra tadc dung than
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ky cGa D6 trong trong viéc chéng lai bénh cao
huyét 4p. Ché pham Galenic thu dugc tir vo cay
nay co tac dung ha huyét 4p manh, lgi tiéu, bd,
giam dau, an than va thudc nhém thudc chéng
co that [3]. Hién nay, cac nha nghién ctru d3 tim
ra 132 thanh phan héa dwoc dugc tach chiét tir
14, vo cay, hoa duc, ré va hat D6 trong [4]. G6 clia
D6 trong cling c6 thé sir dung dé lam do ndi that
va chat dét. D6 la nhitng ly do khién dién tich
rirng loai nay bi suy giam manh trong ty nhién.

Vi 12 loai cay than gb c6 gia tri 16n ca vé y
duwoc va kinh té€ nén tir nhitng ndm 1950, D6
trong d3 dugc di thuc gdy tréng thanh cac dén
dién 1&n & nhiéu nudc trén thé gidi nhu Nga,
Canada... Tai Viét Nam nam 2013, Thd twdng
Chinh phd d3 ra quyét dinh “Phé duyét quy
hoach tong thé phat trién dugc liéu dén nam
2020 va dinh huwdng dén nam 2030”. Trong do,
Do trong la mot trong 36 loai cay duoc liéu quy
duoc dinh huwdng phat trién & Viét Nam [5].

Nhan giéng bang hat Db trong theo phuong
phdp truyén théng gdp rat nhiéu khé khan. Pd
trong |a loai don tinh khac géc nén khi trong véi
ti 1& cdy dwc/cédi khéng phu hgp hodc khi
khodng cach tréng cay bé me qué xa nhau thi ti
l& qud b3t thu rat cao (cé qua nhuwng khdng co
hat) [6]; hat c6 tinh ngl sdu, can dem gieo ngay
khi thu hoach vao thang 11, hat tuoi co ty Ié
nay mam cao lén dén 80% [1]. Nhwng néu chua
gieo wom, khi bao quan khd, hat nhanh chdong
mat kha ndng ndy mam [7]. D& duy tri strc séng,
hat cdn phan tang 4m lanh nhung khi nay ty 1&
nay mam hat cling rat thap (5-20%) [2, 8]. Nhin
chung hat D6 trong khé ndy mam do vé qua
phat trién manh va day dic sau khi phat trién
hoan thién can trd su trao d6i nwdc va oxy — la
diéu kién can thiét cho qua trinh ndy mam cuda
hat [7].

Vi vay, “Nghién clru nhan giéng in vitro cay
D6 trong (Eucommia ulmoides Oliv.) tir hat”
nham danh gia kha ndng ndy mam cuda hat khi
loai bd hoan toan 1&p vé qua trudce khi vao mau
nudi cdy md cling nhu hoan thién k§ thuat nhan
gidng tao cay con in vitro hoan chinh la phuong

phdp hiéu qud nhdm xuc tién khad nang nay
mam cUla hat, tao ra s luvgng cay con 1&n, khac
phuc duwoc nhitng khé khan trong nhan gidng
truyén théng bang hat.

2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vat liéu, dia diém nghién ctru

- Vat liéu: qua Do trong duoc thu tir cac cay
troi tai Sa Pa — Lao Cai.

- Dia diém: thi nghiém duogc thyc hién tai
Phong thi nghiém Vién Cong nghé Sinh hoc Lam
nghiép — Truong Dai hoc Lam nghiép.

2.2. Phuwong phap nghién ctru

*Xu ly ndy mam trong nuéi cdy in vitro

- Chuan bi mau: béc sach 16p vé qua bén
ngoai dé thu hat D6 trong.

- Khir triing mAau ngoai box cay: hat D6 trong
duwoc rira hét bui ban bang nuéc sach; tiép tuc
rlra sach bé mat bang nudc xa phong lodng
trong 5 phat; trang sach xa phong dudi voi
nudc chdy. Mau duoc tiép tuc trang lai 3 lan
bang nwdc cat, dung mau trong binh cé nip
xody da duoc khir trung qua ndi hap vo trung.

- Khir tring mau trong box cay: mau duoc
trang trong nuwdc cat vo trung 3 lan trwdc khi
duwoc khir trung bang HgCl2 0,1% véi cac thoi
gian khac nhau (4, 5 va 6 phat); ti€p tuc trang
sach mau bang nwdc cat vo trung 5 1an dé rira
troi toan bd HgCl, con sot lai.

- Duwa mau vao moi truwong nudi cdy khoi
dau: hat D6 trong sau khi dugc khir trung trong
box cay duogc xt ly theo 2 phuong phép:

+ PP1: hat P6 trong duogc cay truc tiép vao
maoi trudng nudi cdy khdi dau;

+ PP2: duing kéo d3 vo trung cat bd % chiéu
dai hat & phan chra 148 mam rdi cdy vao mdi
trudng nudi cay khadi dau.

Trong d6: Moi trudrng nudi cdy khéi dau 1a
moi trudng MS (Murashige and Skoog, 1962)
c6 bd sung 30 g/l sucrose + 7 g/l agar + 0,5 mg/I
BAP. S6 liéu dugc thu thap sau 5 tuan nudi cdy
theo céc chi tiéu: Ty I8 mau sach, ti & mAau sach
nay choi.

Tao cum choi: K&t qua nghién clru nhan
giong in vitro D6 trong xuat x& tir Lai Chau cla
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Zhigunov A. V. va Nguyen Quynh Trang (2020)
cho thay, giai doan tao cum chdi st dung méi
trweong MS + 1 mg/l BAP + (0+0,2) mg/lI NAA +
30 g/l Budng sucrose + 7 g/l Agar sau 4 tuan
nudi cdy cho két qua tdi wu nhat [9]. K& thira
két qua nghién clru nay, giai doan tao cum chéi
cho D6 trong xuat x( tir Lao Cai ti€n hanh véi 3
thi nghiém:

+ TN1: s& dung mdi trudng MS cé bé sung
0,8+1,4 mg/l BAP va 0+0,2 mg/l NAA + 30 g/l
dudng sucrose va 7g/l agar trong 3 tudn dé xac
dinh ndng do chat diéu hoa sinh truwdng (chat
dhst) t6t nhat dén kha nang tao cum choi;

+ TN2: lya chon néng dd BAP va NAA t6i vu
nhat tir TN1 va tién hanh theo ddisau 3,4 va 5
tuan cdy chuyén dé xac dinh thoi gian cay
chuyén téi wu trong giai doan tao cum choi;

+ TN3: lya chon néng dd BAP va NAA t6i wu
nhat tlr TN1, thoi gian cdy chuyén tdi wu nhat
tir TN2 va thay d6i ham lugng 2 loai duwong
sucrose va glucose dé xac dinh méi trudng téi
wu nhat tao cum chdi D6 trong.

S8 liéu duogc thu thap theo céc chi tiéu: s
mau tao cum chdi, s& chdi/cum, chiéu cao choi
trung binh (cm) va chat lwgng choi.

Tao ré tao cay hoan chinh: k&t qua nghién
ctru nhan giéng in vitro D6 trong xuat x(& tir Lai
Chau cta Zhigunov A. V. va Nguyen Quynh
Trang (2020) cho thay, giai doan tao tao ré tao
cady hoan chinh s dung méi trwong 2/3MS +
1,5 mg/l NAA + 30 g/l duong sucrose + 7 g/l
Agar, hodc 2/3MS + 1 mg/l NAA + 0,4 mg/| IBA

+ 30 g/l duong sucrose + 7 g/l Agar, pH = 5,8
[9]. K& thira két qua nghién clru nay, giai doan
tao ré tiép tuc s& dung méi trudng 2/3 MS ¢
b6 sung 0+1,6 mg/I NAA két hop véi 0+0,4 mg/I
IBA va 30 g/l sucrose, 7g agar. S6 liéu dugc thu
thap sau 4 tudn nudi cdy, theo cac chi tiéu: s6
chdi ra ré, chiéu dai ré trung binh (cm), s6 ré
trung binh trén mau va chat luvgng ré.

O tat ca cac thi nghiém moi trudng nudi cay
dwoc chudn dd bang NaOH 1N dat gia tri pH =
5,8%0,1. Thi nghiém dwoc thuc hién trong diéu
kién nhiét do 25°C + 29C, cwong dé chiéu sang
2000 lux, thoi gian chiéu sdng 12 gid/ngay.

Céc thi nghiém dwoc I3p lai 3 1an mbi [an 20
mau.

* X ly sé liéu

So sanh gilra cdc cong thirc thi nghiém vé ti
|& mau sach, ti 1&6 mau sach nay chdi, ti 1é mau
tao cum chdi, ti 1& chdi ra ré bang tiéu chuan 2.

So sanh gilta cac cong thirc thi nghiém vé
chiéu cao chdi, s6 lwgng chdi/cum, chiéu dai ré
va s0 lwong ré/choi bang phan tich phuong sai
mét nhan té.

S6 liéu thu thap dwoc x{r ly phdn mém Excel
va bang phan mém SPSS [10].

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. X ly ndy mam hat D6 trong trong nudi
cay in vitro

Hat D6 trong sau khi dwoc béc sach khoi vo
qua (Hinh 1), khir trung bang HgCl> 0,1% trong
nhitng khodng thoi gian khdc nhau. Sau 5 tuan
theo d6i két qua dugc téng hop tai Bang 1.

Bang 1. Anh huéng thei gian khir trung dén kha ning tao m3u sach in vitro

Thoi gian .
'8l 6 ma

S8 miu sach

$6 mau sach nay choi

A mau cay
CTTN khutr trung (miu)
(phut) N (miu) Tilé (%) N (mau) Tilé (%)
KT1 4 60 40 66,67 0 0
KT2 5 60 58 96,67 0 0
KT3 6 60 60 100 0 0
Sig 0,0001
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T Bang 1 cho thay, thoi gian khir trung cé
anh hudng rd rét t&i ti 1é mau sach (x2= 0,0001
<0,05). Khr truing bang HgCl,0,1% trong 4 phut
(KT1) ti 16 mAu sach dat thap nhat (67%) va c6
sai khac ro rét véi hai cong thirc KT2 va KT3
twong ng khir trung trong 5 va 6 phut. Khir
trung trong 5+6 phut ti [& mAu sach tang rd rét
lén 97-100%.Tuy nhién sau 5 tuan vao mau,
mau sach & tat ca cac cong thirc khir trung déu
khong c6 ddu hiéu ndy mam. Cau hoi datra la
lidu 16p vd muot bao phd ré& mam va 1d mam
liéu cé can trd su hap thu nudce va oxy — la diéu
kién can thiét dé ndy mam cla hat D6 trong
khéng? Theo nghién ctru cla Chen R. va cong
sy (2008), mau hat Do trong duwa vao nudi cay

in vitro sau khi khir trung sach dwoc rach bo I6p
vo mém dé hat ndy mam [11]. P& tra |&i cho cau
hoéi d6, mot phan mau hat sach duogc cit bd
mot phan 18 mam dé tao khodng h& gilp hat
hap thu nudc va oxy tdt hon. Két qud chi sau
4+6 ngay |a mam bat dau nhd ra tir vét cat va
sau 4-5 tuan tiép theo da thu dugc cdy mam
hoan chinh trong binh nuéi. Trong khi phan
mau sach con lai ti€p tuc khong ndy mam sau 9
tudn nudi cay.

Dé kiém dinh lai, ti€p tuc thlr nghiém khir
trung mau hat D6 trong bang HgCl, 0,1% trong
4,5,6 phut roi cat bdo mot phan 14 mam xong
mé&i dwa vao moi trudng nudi cdy khéi dau. Két
qud dugc thé hién tai Bang 2.

Bang 2. Anh huéng thei gian khir trung dén kha ning tao mau sach in vitro

va mau sach ndy choi

Thoi gian $& m3u cdy S8 mau sach S6 mau sach nay choi
CTTN khir trung , - -
(phiit) (mau) N (m3u) Ti 18 (%) N (m3u) Ti 18 (%)
KT4 4 60 41 68,33 41 68,33
KT5 5 60 59 98,33 59 98,33
KT6 6 60 60 100,00 55 91,67
Sig 0,0001 0,0001

K&t qua sau 5 tuadn cho thay, ti 1é mau sach
& ca 3 cong thirc khir trung déu cho két qua ti
&6 mau sach kha twong déng véi thi nghiém
trudc dé. Khi cat bd mot phan 1d mam thi chi sau
3-5 ngay 14 mam bat dau nhd ra ngoai (Hinh 2).

Cong thirc khir trung trong 5 va 6 phat
(twong ng KT5 va KT6) ti 1é mau sach dat rat
cao, tdng dan tlr 5 phat (98%) 1én 6 phut (100%)
va vuot trdi rd ré so vdi cong thirc KT4 khir
trung hat trong 4 phat (68%). Tuy nhién, ty |é
mau sach ndy choi lai dat cao nhat khi khir
trung mau hat trong 5 phut, tat cd mau hat sach
déu nay choi (98%). Trong khi cong thirc khir
trung trong 6 phut ti & m3u sach ndy mam giam
xuéng 91,7% - chirng to trong cdng thirc khir

trung nay HgCl»0,1% d3 anh huwdng xau gay rc
ché& ndy choi hodc chét mau hat.

Nhuv vay, hat P trong sau khi khir trung
bang HgClz 0,1% trong 5 phut tién hanh cat bé
mot phan 1a mam la thich hgp nhat cho qua
trinh ndy mam hat D trong trong moi trudng
nudi cay in vitro. V&i cong thirc nay ty 1é mau
sach cao (98,3%), khéng gay (rc ché nay chéi
hodc chét mau, tat cd mau sach déu nay choi
(98,3%). Sau 4-5 tuan tat cd mau sach déu hinh
thanh cdy mam hoan chinh (Hinh 3). Diéu nay
cling chirng t6 khong chi l6p vo qua ma |6p vo
lua bao quanh hat cling cdn tré su ndy mam cla
hat D6 trong chi khong phai vi hat con chua
phat trién hoan thién — |a trudng hop thuong
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gap doi vdi cac loai hat gidng cla céc loai cay
phan bé ty nhién & cac nwdc dn déi. Vi vay, khi
xt ly ndy mam hat D6 trong bang céc bién phap

Ré mam

Vi tri vét cat

La mam

s
Hinh 1. Hat D6 trong sau khi dwoc
tach khéi vé qua

truyén théng can tac dong khoéng chi téi vé qua
ma t&i ca 1&p vo mém bao quanh ré va 1d mam.

Hinh 2. L4 mam bat dau nhd ra khéi hat sau 5
ngay dwa vao mdi trurdrng nudi cdy khéi dau

Hinh 3. Choi D6 trong sau 2 tuan (A) va 5 tuan (B) dwa vao méi trweong nudi cay khéi dau

3.2. Anh huéng cta cdhst dén kha ning tao
cum choi D6 trong

Theo nghién clru trwdc d6é cta Chen L. va
cong sy (1995) moi trwdng tao cum chdi cho B
trong t8i wu 13 MS cé b6 sung 1 mg/l BAP cho
hé s6 nhan chéi rat cao (7,5 [an) [12]; con Chen
R. va cong su (2008) khang dinh méi trwong MS
c6 b8 sung 6 UM BAP va 6 uM GAs 13 thich hop
nhat cho qué trinh nhan chdi [11]. Nghién ctu
cla Zhigunov A. V. va Nguyen Quynh Trang
(2020) dwa ra mdi trwdng tao cum chdi thich
hop nhat D6 trong xuat x(r Lai Chau 1a b6 sung

1 mg/| BAP + (0+0,2) mg/I NAA v&i hé s6 nhan
chéi 1a 5,1+5,7 lan, chdi map, xanh dam, cirng
cép, c6 d6 dong déu [9].

Trong nghién ctu nay, chdi D6 trong xuat x&
Lao Cai ndy |én tir phdi hat sau 536 tudn nudi
cdy xuat hién |4 that s& dugc chuyén sang méi
truorng tao cum chéi MS + 30 g/l sucrose + 7 g/I
agar dong thoi bo sung thém chat diéu hoa sinh
trudng (BAP, NAA) & cic néng dé khac nhau.
Sau 3 tuan cay chuyén két qua dugc thé hién &
Bang 3.
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Bang 3. Anh huéng cla ndng dé chat diéu hda sinh trwéng (DHST)
dén kha ning tao cum choi D6 trong

Chat DHST (mg/!) 5 chi TN S8 mau tao cum choi Hé f6 Chi‘!:!‘lll cao  Chat
CTTN —- nhan ch6i TB lwong
(choi) .. i —.
BAP NAA N Tile % chai (Ian) (cm) choi
bC 0 0 60 0 0 0 0
NC1 0,8 - 60 38 63,33 1,46 1,27 +
NC2 1,0 - 60 54 90,00 2,98 2,36 ++
NC3 1,2 - 60 59 98,33 3,20 2,60 ++
NC4 1,4 - 60 47 78,33 2,32 1,91
NC5 0,8 0,2 60 35 58,33 1,27 1,30
NCé6 1,0 0,2 60 52 86,67 3,13 2,23 ++
NC7 1,2 0,2 60 57 95,00 3,86 2,70 +++
NC8 1,4 0,2 60 43 71,67 2,77 1,78 ++
Sig 0,0001 0,0001 0,0001
Ghi chu:

+++ Chdt lvong chbi tét (chbi cao, mép va déng déu, mau xanh dém);
++ Chdt lwgng trung binh (chéi cao, manh, cdc chéi trong cum khéng déng déu, mau xanh);
+ Chét lugng chdi kém (chéi thdp, khéng déng déu, mdu xanh nhat).

Thay d6i ndng d6 chat DHST cé dnh huédng
rd rét dén kha nang tao cum chdi, hé sé nhan
chdi, chiéu cao chdi cling nhw chat lwgng chéi
(sig = 10,0001 < 0,05). V&i cong thire BC - khong
s&r dung chat DHST dé dang nhan thay choi D6
trong & tat ca 1an ldp déu khéng cdm (ng tao
cum chdi. Cac cong thirc c6 s&t dung chat DHST
& néng dé khdac nhau, cac chi tiéu theo ddi nhu
ti 16 choi tao cum chdi, hé sd nhan chdi, chiéu
cao chdi déu tdng dan tir cdng thirc str dung 0,8
mg/l BAP |én 1 mg/| BAP va dat téi vu & cdng
thirc b6 sung 1,2 mg/| BAP. Tang ti€p ndng do
BAP Ién 1,4 mg/| ca ba chi tiéu theo doi lai giam
dan. Nhu vay, ¢ thé thady ndng d6 1,2 mg/I BAP
+ (0+0,2 mg/lI NAA) khdéng chi t6i wu trong tao
cum chéi, hé s6 nhan chdi, chiéu cao chdi ma
ca chat lwong chéi. Trong cong thirc nay, choi
to map, clirng cap va cé mau xanh dam.

Trong céac céng thirc thi nghiém cé b6 sung
chat BHST thi nhdm céng thirc b6 sung don [é
BAP c6 nbéng dé thay d6i tir 0,8+1,4 mg/l khdng
b6 sung NAA déu cho ti & tao cum chdi cao hon
vdi cdc cong thirc c6 cung néng d6 BAP nhung
cé b6 sung thém 0,2 mg/l NAA. Tuy nhién, hé
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s6 nhan chéi va chiéu cao chéi thi nguoc lai.
Cung néng d6 BAP nhung & cac cong thirc cé bd
sung 0,2 mg/I NAA hé sé nhan chdi va chiéu cao
chdi déu I&n hon, chat lvgng chéi cling thuwong
tdt hon nhdm khong b sung NAA.

K&t qud nghién ctru cho thdy méi trudng tao
cum chdi t&t nhat d&i véi Do trong xuat x tir
Lao Caila MS + 1,2 mg/I BAP + (0-0,2) mg/I NAA
+ 30 g sucrose + 7 g aga cho ty 1é tao cum chdi
cao (95+98%) nhung hé sé nhan chéi (3,2+3,9
[an) va chiéu cao chdi (2,6+2,7) cm sau 3 tudn
nudi cay con kha khiém tén so vadi nghién clru
trwdc do cua Zhigunov A. V. va Nguyen Quynh
Trang (2020): moéi trwdng phu hop dé Do trong
xuat x&t Lai Chdu nhan nhanh chéi va kich thich
tang trudng chodi la MS + 1 mg/l BAP + (0-0,2)
mg/l NAA + 30 g sucrose + 7 g agar. Trong cac
moi trudng trén, DO trong xuat x Lai Chau cho
ty 1& tao cum chéi 13 100%, hé s& nhan choi
5,0+5,7 lan, chiéu cao chéi 4,1+4,7 cm sau 4
tuan nudi cdy [9]. Hinh anh thé hién kha ndng
tao cum choi D6 trong xuat x(r Lao Cai duwoc thé
hién trong Hinh 4.
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Hinh 4. Cum chdi D6 trong sau 2 tuan (A)
va 3 tuan (B) cdy chuyén sang mdi trrérng tao cum choi

3.3. Anh huéng cha thei gian cdy chuyén dén
kha nang tao cum chdi Pd trong

Sau thi nghiém 2, dé tai st dung 2 cong thirc
t6t nhat 1a NC3 (MS + 1,2 mg/I BAP) va NC7 (MS

+ 1,2 mg/l BAP + 0,2 mg/l NAA) dé tiép tuc
nghién ciru anh hudng cla thoi gian cay chuyén
dén kha nidng tao cum chdi. K&t qua duoc téng
hop tai Bang 4.

Bang 4. Anh huéng cla théi gian cay chuyén
dén kha ning tao cum cho6i D6 trong

Thoi gian Hé sd nhan chéi Chiéu cao ch6i TB . -
CTTN ——r L Chat lwogng choi
theo doi (tuan) (Ian) (cm)
3 3,2 2,6 ++
NC3 4 4,6 3,5 ++
5 4,7 3,5 +
3 3,9 2,7 +++
NC7 4 51 3,6 ++
5 5,3 3,7 +
Sig 0,0001 0,0001
Ghi chu:

+++ Chdt lwong chéi tét (chbi cao, mdp va déng déu, mau xanh dém);
++ Chdt lwgng trung binh (chdi cao, mdnh, cdc chbi trong cum khéng déng déu, mau xanh);
+ Chdt lwong chéi kém (chéi thdp, khéng déng déu, mau xanh nhat).

K&t qua tai Badng 4 cho thay, & cd hai céng
thirc tao cum chdi NC3 va NC7 hé s& nhan choi,
chiéu cao chéi va chat lwgng cum chdi déu chiu
anh hudng cda thoi gian cdy chuyén. Sau 3 tuan
cdy chuyén hé s8 nhan chéi (3,2+3,9 Ian), chiéu
cao chdi (2,6+2,7 cm) con kha khiém ton nhung
than cay cirng cap, mau xanh dam. Tang thoi
gian theo ddi lén 4 tuan, hé sé nhan choi tang
manh (4,6+5,1 1an), chiéu cao chéi tang |én
3,5+3,6 cm nhung chdi manh hon, bat dau cé

dau hiéu vang 1a. S& dung cdc chdi nay cay
chuyén sang chu ky tao cum chéi tiép thay co
dau hiéu choéi dirng sinh trwdng, kha nang nhan
choi kém.

Theo ddi tiép sang tuan thi 5, chdi rung 14
va nglrng sinh truwdng, hé sé nhan choi (4,7+5,8
[an) va chiéu cao chéi (3,5+3,7 cm) gan nhu
khong tang. S dung cac chdi nay cdy chuyén
sang chu ky tao cum chéi ti€p thay chdi rung
hét 13, lui dan va chét.
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Nhu vay, khi tang thoi gian theo doi 1én 4
tuan mac du hé sé nhan choi va chiéu cao choi
déu tang rd rét nhwng chdi cd dau hiéu nglrng
sinh trudng, rung 14 dnh huwdng dén chu ky tao
cum choi tiép theo. Su rung |4 ctia choi dan dén
chdi ngirng sinh trwdng trong vi nhan giéng
khong phai 1a hiém. Qua nhiéu nghién ciru cé
thé khang dinh Ethylene |a y&u t8 quan trong
lién quan dén sy rung la. Trong vi nhan gidng
v3i didu kién nudi cay trong binh kin, d6 4m cao
cung vdi hinh thire séng di dudng cha thyc vat
nudi cdy thi sy tich tu khi ethylene trd thanh
mot trong nhitng yéu t6 chinh diéu khién sy
rung 1a [13].

3.4. Anh huéng cla loai va ham lwong dudng
dén kha nang tao cum chdi D6 trong

Trong nudi cdy in vitro, m6 va té bao thuc
vat séng chl yéu theo phuong thirc di dudng,
nén viéc bé sung duwdng vao méi trudng nudi

cdy la rat can thiét. Dudong khong chi diéu hoa
ap suat thadm thau cda méi trudng ma con 13
ngudn carbohydrate cung cdp cho mé va té bao
[14]. Duong glucose duong don
(monosaccharide) nén cé thé giup mo, té bao
hap thu dé dang hon dé cung cap ning luong
cho hoat ddng sdng cta cay. Trong khi sucrose
ld dwong doi (disaccharide), gdbm 1 phan td&

la

glucose k&t hop véi 1 phan tl fructose. D& mau
thuan loi hap thu, dwdng sucrose can bj thay
phan mot phan thanh glucose va fructose nén
thuwong khé khan hon.

Tiép tuc s&r dung méi trugng nhan nhanh MS
+1,2 mg/I BAP + (0+0,2 mg/l) NAA + 7 g agar cé
b6 sung hai loai dwdng sucrose (20+30 g) va
glucose (0+10 g) dé tiép tuc nghién ctu anh
hudng cia ham luong dwong sucrose va dén
kha nang nhan chdi, chat lvgng chdi Do trong
sau 3 tuan va 4 tuan theo doi.

Bang 5. Anh huéng cla loai va ham lwong dwong dén kha ning tao cum chdi B3 trong

Loai va ham - a . N .
lwong dudng Tilé Sau 3 tuan cay chuyén Sau 4 tuan cay chuyén
Mbi chbi tao . e .
CTTN trud cym  HesoChieu o HESOcniey chat
Sucrose  Glucose rwong chbi nhan cao héan .
@) /) o choi  choiTe WOMB  pp;  caochoi luong
g (%) . chdi . TB(cm)  choi
(1an) (cm) (lan)
N1 NC3 98,33 3,9 2,9 +++ 5,7 4,4 +++
20 10
N2 NC7 100,00 4,5 2,8 +++ 5,9 4,6 +++
N3 NC3 96,67 3,5 2,7 +++ 51 3,1 +++
25 5
N4 NC7 98,33 4,2 2,6 +++ 5,3 3,9 ++
N5 NC3 98,33 3,2 2,6 ++ 4,6 2,9 ++
30 0
N6 NC7 95,00 3,9 2,7 +++ 51 3,2 ++
Sig 0,536 0,0001 0,077 0,0001 0,0001
Ghi chu:

+++ Chét lwong choi tét (chdi cao, mép va déng déu, mau xanh dém);
++ Chdt lwong trung binh (chbi cao, manh, cdc chdi trong cum khéng déng déu, mau xanh);
+ Chét lugng chbi kém (chéi thdp, khéng déng déu, mau xanh nhat).

Nhin chung, khi thay thé mot phan duwong
glucose (5+10 g/l) ti 1é tao cum choi va chiéu
cao chdi, chat lvgng chdi sau 3 tuan khéng cé
sy sai khac rd rét gilra cac cong thire thinghiém
(Sig > 0,05). Ti Ié chdi tao cum chdi déu dat rat
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cao 95-100%, chiéu cao cho6i sau 3 tuan cdy
chuyén 2,6+2,9 cm, hau hét céc cong thirc déu
cho chat lwvgng chéi tot. Giai doan nay hé sb
nhan chdi van cé s sai khac giita cac cong thirc
thi nghiém. Hé s6 nhan chéi déu tang dan khi
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tdng nong dd dudng glucose 1én 5+10 g/l méi
trudng nudi cdy & cad cdng thirc méi trudrng NC3
va NC7. Nhin chung céng thirc N1, N2 (b6 sung
10 g/l dwong glucose) cho hé s6 nhan chdi cao
nhat (3,9+4,5 1an) va thap nhat khi khdng bd
sung dudng glucose (3,2+3,9 Ian).

Sau 4 tuan cay chuyén, hé s6 nhan choi
(4,6+5,9 1an) va chiéu cao choi (2,9+4,6 cm) déu
tang rd rét so vdi sau 3 tuan cdy chuyén. Trong
giai doan nay, sy thay déi cGa ham lugng
dudng glucose thé hién ré rét 1én c3 3 chi tiéu
theo ddi 1a hé s6 nhan choi, chiéu cao choi va
ca chat lugng chdi. Cong thire N1, N2 (bd sung
10 g/| dudng glucose) cho hé s6 nhan chéi
(5,7+5,9 1an) va chiéu cao chéi (4,4+4,6 cm)
vuot troi va chat lvgng choi van rat tot, sai khac
rd rét vdi cac cong thirc con lai (hé s6 nhan choi

4,6+5,1 [an; chiéu cao chdi 2,9+3,9 cm va chdi
cling bat dau gy manh, bat dau cé dau hiéu
vang ).

Nhu vay dé tao cum choi D6 trong xuat x
Lao Cai nén st dung cong thirc moi trwong MS
+ 1,2 mg/l BAP + (0+0,2) mg/I NAA + 7 g/l aga
+20 g/l sucrose + 10 g/l glucose v&i hé sé nhan
choi 5,7+5,9 Ian va chiéu cao choi dat 4,4+4,6
cm sau 4 tuan nudi cdy, chdi to map, xanh
dam, than cirng cap (Hinh 5). Cac chi tiéu danh
gid tao cum choi nay kha tuwong déng véi kha
nang tao cum chdi xuat x& tr Lai Chau. Tuy
nhién, vdi xuat xr tir Lao Cai doi hdi bé sung
nong dd BAP cao hon va thay thé bang 10 g/I
duong glucose + 20 g/l dwong sucrose trong
méi trwdng nudi cay.

Hinh 5. Cum chdi D6 trong sau 4 tuan cay chuyén sang moi trwo'ng tao cum choi

3.5. Anh hwéng ctia cdhst dén kha ning ra ré
clia choi D6 trong

Theo nghién ctu cta Chen L. va cong sy
(1995) méi trueng tao ré doi hoi sir dung moi
trudng 2/3 MS cé bé sung 0,1 mg/l NAA [12].
Nghién cru clia Chen R. va cdng sy (2008), Choi
Do trong dwoc nudi cay trén mai trwong chira
% MS c6 bd sung 0,5 UM NAA cho ty & ra ré cao
nhat, v&i trung binh 8,50 ré/chdi sau 4 tuan. BS
sung thém 1uM NAA ciing tao ré, nhung s6 ré
giam xuéng con 5,67 ré/chdi va md seo xuat
hién & chép ré, trong khi méi trwong bd sung
0,1 pM NAA chdi khong ra ré [11]. K€ thira cac
nghién ciru do, trong nghién clru clia Zhigunov
A.V.va Nguyen Quynh Trang (2020) d3 str dung
moi trudng 2/3 MS ¢6 b sung cd NAA va IBA &
cdc néng do 0,5+2,0 mg/l. K&t qua cho thay vdi

cac cdng thire st dung IBA néng dd > 0,5 mg/I
ch6i D6 trong xuat hién rat nhiéu moé seo, choi
kém phat trién va hoan toan khéng ra ré. Cong
thire t6i wu nhat 13 2/3 MS ¢6 bé sung 1,5 mg/|
NAA véi s8 ré trung binh trén choi a 2,9 ré,
chiéu dai ré trung binh 13 1,8 cm sau 4 tuan cay
chuyén [9].

Vi vay, trong nghién ctru tao ré Do trong xuat
X Lao Cai, chdi D6 trong dat chiéu cao tir 1,5
cm trd 1én, chéi to map, than cing cap va cé
mau xanh dam duogc cdy chuyén vao méi
trudng 2/3 MS cé b6 sung thém céc loai chat
diéu hoa sinh trudng NAA & ndng dd thay déi
tir 1,0 + 1,6 mg/l, IBA & ndng do6 thay d6i tu
0,2+0,4 mg/l. Sau 4 tuan cay chuyén sang moi
trwong tao ré, két qua thu duogc s6 lieu nhu
Bang 6.
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Bang 6. Anh hudng ctia chat DHST dén kha ning ra ré cta chéi DS trong

TN Chét DHST (mg/I) Tilgchdira  S6 ré TB/ chi  Chiéu dai r& Chat lwong
NAA IBA ré (%) (ré) TB (cm) ré
R1(DC) 0 0 0 0 0

R2 1,0 - 21,67 0,83 0,82 ++

R3 1,2 - 40,00 0,99 0,89 ++

R4 1,4 - 70,00 1,91 1,83 .

RS 1,6 - 66,67 1,55 1,28 .

R6 1,0 0,2 88,33 2,28 1,69 .

R7 1,0 0,4 93,33 2,48 1,96 o+t

R8 1,2 0,2 76,67 2,22 1,19 ++

R9 1,2 0,4 68,33 2,09 1,20 ++
Sig 0,0001 0,0001 0,0001

Ghi chu:

+++ Chdt lvong chbi tét (chbi cao, map va déng déu, mau xanh dém);
++ Chdt lugng trung binh (chéi cao, manh, cdc chéi trong cum khéng déng déu, mau xanh);
+ Chét lwong chéi kém (choi thép, khéng déng déu, mau xanh nhat).

V&inhdm céng thirc s&r dung moi truong 2/3
MS c6 b6 sung riéng 1& IBA & cic nong dd
0,2+0,4 mg/| khong thich hgp cho sinh trwdng
cling nhu ra ré loai D6 trong. Tai cac thi nghiém
nay, choi D6 trong déu khong ra ré, md seo
phat trién 1an at sinh trudng cla choi.

Méi treong 2/3 MS ¢ bé sung NAA & cac
nong d6 khac nhau cho chdi P trong sinh
trudng tét, thadn map map, xanh dam, ti 1é chéi
ra ré thay déi tir 21,7+70,0%. Trong do, cong
thirc moi trwong 2/3 MS + 1,4 mg/l NAA cho
kha nang tao ré t8i wu nhat, ti 1& choi ra ré dat
cao nhat 70%, s6 ré trung binh 1,9 ré/choi véi
chiéu dai ré 13 1,8 cm, chat lugng ré tot (ré
trdng duc, map va phan nhanh th cap). Khi
tang nong dd NAA Ién 1,6 mg/| ti 1é chdi ra ré
giam xudng 66,7%, so ré (1,6 r&/chodi) va chiéu
dai ré (1,3cm) cling c6 xu hudng giam.

Nhém cong thirc 2/3 MS cé két hgp ca NAA
va IBA & cac ndng dé khac nhau cho tilé chéira
ré, s6 lwong ré TB/choi va chiéu dai ré trung
binh déu vuot trdi hon so vdi chi bé sung don

|& NAA. Trong d6, cong thirc R7 (2/3 MS+1 mg/I
NAA + 0,4 mg/I IBA) cho ti |é chdi ra ré cao nhat
93,3%, s6 ré TB/ chdi la 2,5 ré/choi, chiéu dai ré
TB 1a 1,96 cm, chat lwgng ré t6t. Nhém cong
thirc nay khong chi cho kha ndng tao ré tot hon
ma thoi gian chdi ra ré kha sém, chi can sau 14
ngay cay chuyén. Trong khi si dung riéng NAA
phai mat t&i 20 ngay ré mai hinh thanh.

Nhuv vay, moi trudng tao ré tao cay hoan
chinh D6 trong xuat xr Lo Cai khd twong dong
v3i xuat x(r Lai Chau (Zhigunov A. V. va Nguyen
Quynh Trang, 2020) ca vé mdi trwong tao ré la
2/3 MS + 1 mg/l NAA + 0,4 mg/I IBA + 30 g/l
sucrose + 7 g/l agar, cd vé khad nang tao ré
théng qua céac chi tiéu ty 1& choi ra ré, s6
ré&/choi, chiéu dai ré. Nhin chung vdi cdng thirc
nay ty |& chdi ra ré kha cao 93% vuot trdi hon
nghién cttu truwdc d6, chat lwong ré tét (Hinh 6).
Trong nghién ctru nay chi cé s& lwgng ré con
thap hon so véi nghién ctru cia Chen R. va cong
sy (2008) 13 8,5 ré sau 4 tuan nudi cay [11].
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Hinh 6. Cay D0 trong sau 2 tuan (A) va 4 tuan (B) cay chuyén sang moi trwong ra ré

4. KET LUAN

- Vi hat D6 trong, khong chi vé qua ma 16p
vé hat bao phl r& mam va |a mam ciing ngan
can su ndy mam cla hat. Tir ddy md ra huéng
mai khi x& ly ndy mam hat D6 trong bang cac
bién phap truyén théng can tac dong khong chi
t&i vo quad ma tdi ca 1dp vo mém bao quanh ré
va la mam.

- Khi xt Iy ndy mam hat giong D6 trong trong
nudi cay in vitro nén khir trung bang HgCl» 0,1%
trong 5 phut, sau khir tring hat duoc cat bo %
chiéu dai hat & phan ch&ra I8 mam réi cay
vao moi truong nudi cdy khai dau sé cho ty 1é
mau sach va mau téi sinh cao nhat (trung binh
ty 1& mau sach va ty 1é mau sach ndy choi la
98,3%).

- Méi truding dinh dudng dé nhan nhanh
chdi D6 trong: NC5: MS + 1,2 mg/| BAP + 0+0,2
mg/l NAA + 20 g/l sucrose + 10 g/| glucose + 7
g/l agar v&i hé s6 nhan chéila 5,7+5,9 lan, chiéu
cao choi trung binh 4,4+4,6 cm, chdi to map,
cirng cap va ¢6 mau xanh dam. Thoi gian cla
mot chu ky cay chuyén 13 4 tuan.

- M6i trudng tao ré tao cay hoan chinh: 2/3
MS + 1 mg/I NAA + 0,4 mg/I IBA + 30 g/l sucrose
+ 7 g/l agar véi ti 1& chdi ra ré cao nhat 93,3%,

s6 ré TB/ chdi la 2,5 ré, chiéu dai chdi TB 13 1,96
cm, chat lwong ré t6t sau 4 tuan cay chuyén.
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