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Tóm tắt. Giống Khang Dân 18 là một trong những giống lúa được trồng phổ biến ở Việt Nam, 

nơi đang bị đe dọa bởi sự xâm nhập mặn. Nghiên cứu này được tiến hành nhằm thiết lập 

điều kiện nuôi cấy callus và đánh giá khả năng chịu stress mặn in vitro ở giống lúa Khang 

Dân 18. Đầu tiên, các điều kiện khác nhau bao gồm hàm lượng chất điều hòa sinh trưởng 
(chất ĐHST) bổ sung, thời gian nuôi cấy và điều kiện chiếu sáng được khảo sát nhằm tạo 

và nuôi cấy được callus in vitro phù hợp. Môi trường thích hợp tạo để callus là môi trường 

¼-MS bổ sung 10 - 40 µM 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D). Khảo sát các khoảng 

thời gian nuôi cấy callus 1 tuần, 2 tuần và 4 tuần cho thấy khoảng thời gian nuôi cấy ảnh 

hưởng rõ rệt đến hình thái và chất lượng callus. Callus được tạo ra từ hạt sau 1 tuần nuôi 

cấy có tính chất và hình thái thích hợp để nghiên cứu tính chống chịu stress mặn hơn callus 

sau 1 tháng. Điều kiện chiếu sáng 10 h/ngày và điều kiện tối hoàn toàn là điều kiện thích 

hợp để tạo callus. Môi trường bổ sung 10 µM 2,4-D cho chất lượng callus tốt hơn các môi 

trường bổ sung cả 1-Naphthylacetic acid (NAA) và 2,4-D. Tỉ lệ tạo rễ và chồi của callus ở 

ba điều kiện chiếu sáng 10 h/ngày, 24 h/ngày và tối hoàn toàn có sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê. Điều kiện nuôi cấy callus in vitro được sử dụng cho nghiên cứu về khả năng chịu 

mặn của callus. Sự sinh trưởng của callus suy giảm đáng kể khi nồng độ NaCl tăng lên 

3 - 6‰ (P = 0,05), đặc biệt điều kiện 9‰ NaCl gây suy giảm mạnh về khối lượng và thay 

đổi rõ nét về mặt hình thái callus. Điều kiện nuôi cấy tối ưu ở nghiên cứu này có thể được 

áp dụng cho các nghiên cứu in vitro về stress và khả năng chịu mặn của giống lúa Khang 

Dân 18 và các giống lúa tương tự. 

Từ khóa: tạo callus, nhân callus, in vitro, Khang Dân 18, stress mặn. 

1. Mở đầu 

Lúa (Oryza sativa L.) là loại cây lương thực có nguồn gốc nhiệt đới được trồng chủ yếu ở 
Châu Á, đặc biệt là khu vực Đông Nam Á, trong đó có Việt Nam. Ở nước ta, lúa chiếm 70% 

diện tích gieo trồng và 85% tổng sản lượng lương thực [1]. Hiện nay, thực trạng xâm nhập mặn 
tại các vùng trồng lúa nước ta đang là vấn đề nghiêm trọng đối với nền nông nghiệp nói chung 
và ngành sản xuất lúa gạo nói riêng. Cục Thông tin khoa học và Công nghệ quốc gia đã thống 

kê đến đầu năm 2016, xâm nhập mặn làm cho khoảng 170.000 ha lúa và hoa màu thiệt hại và 
nếu xâm nhập mặn tiếp diễn thêm 2 tháng nữa thì sẽ có khoảng 500.000 ha bị ảnh hưởng [2]. Vì 
vậy, việc tạo ra giống lúa có khả năng chống chịu điều kiện môi trường mặn có ý nghĩa đặc biệt 

quan trọng góp phần ổn định và gia tăng năng suất, giúp duy trì nền kinh tế nước ta vốn còn phụ 
thuộc nhiều vào lúa gạo.  
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Ở nước ta, công nghệ nuôi cấy mô tế bào đã trở nên phổ biến và được nghiên cứu trên 
nhiều loài thực vật khác nhau như: cây khoai sọ [3], cây cẩm chướng [4], lan thạch hộc tía [5] 
hay trên cả cây lúa. Nhưng việc nghiên cứu giống lúa dựa trên công nghệ nuôi cấy mô tế bào áp 

dụng cho các giống hiện trồng phổ biến còn ít và chưa có điều kiện nuôi cấy cụ thể. Khang Dân 
18 là giống lúa thuần Trung Quốc được gieo trồng ở hầu khắp các tỉnh phía Bắc nước ta từ năm 
1996 và đến nay vẫn chiếm một diện tích gieo trồng khá lớn với nhiều ưu điểm như ngắn ngày, 

năng suất tương đối cao, khả năng thích ứng rất rộng [6]. Đã có một số nghiên cứu trong nước 
thực hiện trên đối tượng này như: đánh giá khả năng tích lũy chất khô và vận chuyển hydrat 

carbon của các dòng lúa Khang Dân 18 cải biến của Lê Văn Khánh và cs (2015) [7] hay tích 
hợp gen QTL bằng phương pháp chọn giống nhờ chỉ thị phân tử kết hợp lai trở lại của Lê Hùng 
Lĩnh và cs (2016) [8]. Tuy nhiên, chưa có nghiên cứu tìm hiểu về điều kiện nuôi cấy in vitro hay 

tính chống chịu stress mặn trên giống lúa Khang Dân 18. Bên cạnh đó, tình hình xâm nhập mặn 
ở nhiều vùng trồng lúa ven biển hiện nay đã và đang gây ảnh hưởng lớn đến sức sống và sinh 
trưởng của cây lúa nói chung và của giống lúa Khang Dân 18 nói riêng.  

Mục tiêu của nghiên cứu này nhằm đánh giá tác động của chất ĐHST, thời gian nuôi cấy 
và điều kiện chiếu sáng đến quá trình tạo callus và nuôi cấy in vitro giống lúa Khang Dân 18. 

Sản phẩm này được dùng làm vật liệu khởi đầu cho nghiên cứu về tính chống chịu stress mặn. 

2. Nội dung nghiên cứu 

2.1. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1.1. Vật liệu 

Hạt giống lúa Khang Dân 18 được cung cấp bởi Công ty Cổ phần Tập đoàn giống lúa cây 
trồng Việt Nam. Đây là một trong những giống lúa được đánh giá là không có khả năng chịu 
mặn được trồng phổ biến ở Việt Nam [6]. Những hạt giống lúa chín, có sức nảy mầm tốt và 

sạch bệnh được sử dụng làm vật liệu nghiên cứu.  

2.1.2. Phương pháp nghiên cứu 

* Môi trường dinh dưỡng và điều kiện nuôi cấy cơ bản 

Môi trường dinh dưỡng MS [9] sử dụng trong thí nghiệm có thành phần giảm một phần tư 
(¼-MS) được bổ sung thêm 20 g/L sucrose, 8,5 g/L agar và pH khoảng 5,6-5,8. Nồng độ chất 
ĐHST bổ sung vào từng môi trường được trình bày tại Bảng 1.  

Điều kiện nuôi cấy cơ bản: thí nghiệm được nuôi cấy trong điều kiện chiếu sáng 10 h/ngày 
bằng hệ thống đèn LED ánh sáng trắng ở cường độ ánh sáng 1250 LUX.  

Bảng 1. Các loại môi trường dinh dưỡng sử dụng 

Kí hiệu môi trường 
Chất ĐHST bổ sung (μM)  

NAA 2,4-D 

M1 10 10 

M2 20 10 

M3 10 20 

M4 10 0 

M5 0 0 

M6 0 10 

M7 0 20 

M8 0 40 
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* Phương pháp tạo callus 

Hạt lúa được bóc vỏ và rửa với xà phòng rồi rửa sạch bằng nước cất khoảng 3 - 5 lần. Khử 

trùng với ethanol 70% trong 1 phút, 5% NaClO trong 30 phút. Rửa sạch lại bằng nước cất vô 
trùng khoảng 5-7 lần. Thấm hạt gạo trên giấy thấm vô trùng. Tiến hành đánh giá ảnh hưởng của 

chất ĐHST, thời gian nuôi cấy và điều kiện chiếu sáng đến khả năng tạo callus theo mô tả tóm 
tắt như dưới đây.  

Ảnh hưởng của chất ĐHST: Hạt gạo được nuôi trong các môi trường M6, M7 và M8 ở điều 
kiện nuôi cấy cơ bản.  

Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy: Hạt gạo được nuôi trong môi trường M6, thời gian nuôi 
cấy 1 tuần, 2 tuần và 4 tuần ở điều kiện nuôi cấy cơ bản.  

Ảnh hưởng của điều kiện chiếu sáng: Hạt gạo được nuôi trong môi trường M6 ở hai điều 

kiện chiếu sáng là 10 h/ngày bằng hệ thống đèn LED ánh sáng trắng, cường độ ánh sáng 1250 
LUX và điều kiện tối hoàn toàn trong 1 tuần.  

* Phương pháp nghiên cứu ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy đến sự phát triển của callus 

Ảnh hưởng của chất ĐHST: Callus phát triển từ phôi hạt gạo sau 1 tuần nuôi cấy được 
chuyển sang các môi trường bổ sung chất ĐHST với hàm lượng khác nhau ở điều kiện nuôi cấy 

cơ bản (Bảng 1).  

Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy: Callus được tạo ra từ hạt gạo sau 1 tuần và callus được 

tách khỏi hạt gạo sau 30 ngày nuôi cấy. Hai loại callus được nuôi cấy trong môi trường M6 ở 
điều kiện nuôi cấy cơ bản. 

Ảnh hưởng của điều kiện chiếu sáng: Callus phát triển từ phôi hạt gạo sau 1 tuần nuôi cấy 
được chuyển sang môi trường M6 ở điều kiện chiếu sáng 10 h/ngày bằng hệ thống đèn LED ánh 
sáng trắng, cường độ ánh sáng 1250 LUX và điều kiện tối hoàn toàn.  

Sau 30 ngày, chỉ tiêu đánh giá dựa trên tính chất và màu sắc callus.   

* Phương pháp đánh giá khả năng chống chịu stress mặn của callus 

Callus phát triển từ phôi hạt gạo sau 1 tuần nuôi cấy được chuyển sang môi trường M6 bổ 
sung NaCl với nồng độ 3‰, 6‰ và 9‰. Đối chứng là môi trường không bổ sung NaCl. Sau 30 

ngày, chỉ tiêu đánh giá dựa trên khối lượng tươi, tính chất và màu sắc của callus.  

* Phương pháp phân tích số liệu 

Mỗi thí nghiệm được lặp lại ba lần, mỗi công thức nghiệm ở một lần thí nghiệm gồm 20 
callus có khối lượng khoảng 0,4 g. Dữ liệu từ thí nghiệm nhân callus và tạo stress mặn được 
phân tích bằng phương pháp phân tích phương sai, sử dụng phần mềm Microsoft Excel (2016) 

và IBM SPSS Statistics (ver.20). Sự khác biệt giữa các giá trị được phân tích theo Duncan ở 
mức ý nghĩa (P = 0,05). Hình ảnh được xử lí bằng phần mềm ImageJ.  

2.2. Kết quả và thảo luận 

2.2.1.  Khả năng tạo callus 

* Ảnh hưởng của chất ĐHST 

Auxin 2,4-D là một chất ĐHST thường được bổ sung trong các nghiên cứu tạo callus trên 
nhiều đối tượng cây trồng. Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành đánh giá khả năng tạo 

callus từ phôi hạt giống lúa Khang Dân 18 trên môi trường ¼-MS bổ sung 2,4-D với dải nồng 
độ từ 10 đến 40 µM. Ba loại môi trường M6, M7 và M8 bổ sung 2,4-D có tỉ lệ tạo callus khá 

cao khoảng từ 93,6% đến 95%. Callus tạo ra trên 3 loại môi trường này đều có đặc tính tương tự 
nhau, không có sự khác biệt về mặt hình thái hay tính chất (Hình 1). Nhìn chung, callus ở 3 môi 
trường có dạng bông xốp, mềm ẩm, màu vàng tươi. Bề mặt của callus phát sinh chồi, đỉnh chồi 

hóa xanh khi tiếp xúc với ánh sáng (Hình 1). Dựa vào kết quả thí nghiệm, nồng độ 2,4-D từ 10 
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đến 40 µM có thể sử dụng để phục vụ cho những nghiên cứu tiếp theo về khả năng tạo callus in 
vitro trên giống lúa Khang Dân 18.  

 
Hình 1. Callus phát triển trong các môi trường 

 M6, M7,M8: các môi trường dinh dưỡng Thanh tỉ lệ 1 cm 

Kết quả nghiên cứu được thực hiện trước đó trên 6 giống lúa Indica ở Pakistan trong môi 
trường MS bổ sung (1-5 mg/L) 2,4-D cho thấy không có sự khác biệt có ý nghĩa đối với tần số 

tạo callus. Tần số tạo callus ở 6 giống lúa đạt trên 75% [10]. Mặt khác, một số giống lúa của Ấn 
Độ lại cho thấy sự khác biệt rõ ràng tỉ lệ tạo callus ở các nồng độ 2,4-D khác nhau được thử 
nghiệm. Ở nồng độ 2,5 mg/L tỉ lệ tạo callus cao nhất đạt 74,2%, trong khi ở nồng độ 2,0 mg/L 

là 66,1% và 3,0 mg/L là 54,9%. Ngoài ra, nồng độ (4-4,5 mg/L) 2,4-D cao gây tạo màu nâu ở 
hầu hết các callus và ảnh hưởng đến quá trình tăng sinh tiếp theo [11].  

* Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy 

Xác định được thời gian nuôi cấy thích hợp để có callus khỏe mạnh giúp tạo tiền đề đánh 

giá khả năng chống chịu của callus khi nuôi cấy trong điều kiện stress hay vật liệu khởi đầu 
phục vụ chuyển gen. Trong thí nghiệm này, nghiên cứu ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến 
việc tạo callus từ hạt giống lúa Khang Dân 18 ở các khoảng thời gian 1 tuần, 2 tuần và 4 tuần. 

Kết quả cho thấy, tỉ lệ tạo callus ở các khoảng thời gian nuôi cấy rất cao (≥ 95%) (Bảng 2) và có 
sự khác biệt rõ ràng về mặt hình thái và tính chất của callus ở từng khoảng thời gian.  

Bảng 2. Tỉ lệ tạo và đặc điểm callus chịu ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy 

Thời 

gian 

Tỉ lệ tạo 

callus (%) 
Đặc điểm callus 

1 tuần 95,00 Bông xốp; màu vàng tươi; đỉnh chồi hóa xanh, dài vừa phải 

2 tuần 97,50 Hơi cứng; màu vàng nhạt; cả chồi hóa xanh, có khả năng tạo callus 

4 tuần 95,50 
Cứng, một số chuyển đen hoặc màu vàng đậm; một số chồi chết 

hoặc tạo thành callus mới 

Ở tuần nuôi cấy đầu tiên, callus có dạng bông xốp, màu vàng tươi, có khả năng tăng sinh 

mạnh mẽ. Chồi bắt đầu phát triển trên bề mặt callus, một số đỉnh chồi hóa xanh (Hình 2a). Với 
tuần nuôi cấy thứ hai, tính chất và màu sắc callus bắt đầu có sự thay đổi, callus cứng và có màu 

vàng đậm hơn callus một tuần, phần callus tiếp xúc với chồi có màu nâu nhạ t (Hình 2b). Đến 
tuần nuôi cấy thứ tư, callus chuyển màu vàng đậm, một số ít khô lại và chuyển đen. Chồi tiêu 
biến hoặc chuyển đổi trạng thái tạo thành callus mới dính liền với callus cũ phát sinh từ hạt 

(Hình 2c).  
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Hình 2. Ảnh hưởng thời gian nuôi cấy đến khả năng tạo callus.  

a, b, và c lần lượt là thời gian nuôi cấy 1 tuần, 2 tuần và 4 tuần. Thanh tỉ lệ 1 cm 

 Dựa vào kết quả, callus ở thời gian 1 tuần nuôi cấy có tính mềm và xốp, dinh dưỡng tập 

trung chủ yếu nuôi callus giúp tăng khả năng tăng sinh. Lựa chọn callus ở khoảng thời gian 1 
tuần nuôi cấy là thích hợp cho sự phát triển của callus được tạo ra từ hạt giống lúa Khang Dân 18.  

* Ảnh hưởng của điều kiện chiếu sáng  

Nhìn chung, callus ở điều kiện chiếu sáng 10 h/ngày và điều kiện tối hoàn hoàn đều khỏe 

mạnh, có khả năng tăng sinh cao. Tỉ lệ tạo callus ở hai điều kiện chiếu sáng là không có sự khác 
biệt, nhưng lại có sự khác biệt lớn về mặt hình thái callus. Ở điều kiện chiếu sáng 10 h/ngày, tỉ 
lệ tạo callus đạt 95 % (Bảng 3), callus mềm, xốp, có màu vàng tươi (Hình 3). Trên bề mặt callus 

phát sinh chồi dài, to và khỏe, đỉnh chồi có màu xanh lá do được tiếp xúc với ánh sáng. Phần 
callus gần chồi có màu trắng hơi trong suốt và sần sùi.  

 
Hình 3. Ảnh hưởng của điều kiện chiếu sáng đến khả năng tạo callus.  

10 h và Tối: điều kiện chiếu sáng. Thanh tỉ lệ 1 cm 

Bên cạnh đó, ở điều kiện tối hoàn toàn, tỉ lệ tạo callus khá cao (96,4%) (Bảng 3) song hình 
thái callus có sự khác biệt so với điều kiện chiếu sáng 10h/ngày. Callus có kích thước nhỏ hơn, 
có dạng mềm ướt, màu vàng nhạt, phần callus tiếp xúc với chồi mỏng và có màu trắng đục. 

Chồi vươn dài, đầu thuôn nhọn và có màu trắng trong (Hình 3).  

Bảng 3. Tỉ lệ tạo và đặc điểm của callus chịu ảnh hưởng của điều kiện chiếu sáng 

Điều kiện chiếu 

sáng/ngày 

Tỉ lệ tạo 

callus (%) 
Đặc điểm callus 

0 h (tối) 96,40 Mềm, ướt, màu vàng nhạt; chồi dài màu trắng  

10 h 95,00 Bông xốp; màu vàng tươi; chồi dài vừa phải, đỉnh chồi hóa xanh 
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Như vậy ở hai điều kiện nuôi chiếu sáng 10 h/ngày và tối, callus được tạo ra với tỉ lệ cao và 
sinh trưởng tốt. do đó, có thể được sử dụng làm vật liệu khởi đầu để nghiên cứu khả năng chống 
chịu stress mặn của giống lúa Khang Dân 18.  

2.2.2. Ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy đến sự phát triển của callus 

* Ảnh hưởng của chất ĐHST 

Auxin được biết là chất ĐHST đóng vai trò quan trọng trong việc tạo và tăng sinh callus [12]. 

Đối với callus lúa, sự tác động làm biến đổi đặc tính callus của một hay nhiều chất ĐHST còn 
tùy thuộc vào từng giống lúa. Đã có nghiên cứu chỉ ra, callus có dạng mềm, bông và xốp, có 
màu vàng tươi là loại callus có khả tăng sinh mạnh và rất dễ tái sinh [13]. Trong thí nghiệm này, 

hai loại auxin là NAA và 2,4-D được sử dụng để nghiên cứu đánh giá khả năng duy trì và tăng 
sinh của callus giống lúa Khang Dân 18, trong điều kiện nuôi cấy cơ bản. Kết quả được trình 
bày tại Bảng 4.  

Có thể thấy sự khác biệt về mặt hình thái của callus khi được nuôi cấy ở các môi trường bổ 
sung nồng độ NAA và 2,4-D khác nhau. Sau 30 ngày, callus ở các môi trường có màu vàng 

đậm, dần chuyển sang màu nâu, không duy trì được đặc tính ban đầu. Callus ở các môi trường 
M1-M4 và M7-M8 có màu vàng đậm, một số khô cứng và chuyển sang màu nâu, một số lại 
phát sinh rễ hoặc chồi. Môi trường M3 có nồng độ 2,4-D gấp đôi NAA không thấy có sự tạo rễ 

và chồi của callus, callus có màu vàng đậm và dính liền với nhau thành khối khô cứng. Môi 
trường M5 không bổ sung chất ĐHST có tỉ lệ callus tạo rễ và chồi cao nhất đạt 47,5% và 42,5%. 
Các callus ở môi trường M5 gần như không có khả năng tăng sinh và chuyển chất dinh dưỡng 

sang nuôi chồi và tạo rễ. Môi trường M7 và M8 với nồng độ 2,4-D cao hơn so với các môi 
trường còn lại, callus bắt đầu có hiện tượng chuyển màu nâu, nhiều callus khô và cứng lại, thậm 
chí một số ít chuyển màu đen, khả năng tăng sinh rất kém. Bên cạnh đó, môi trường M6, chứa 

10 µM 2,4-D và không bổ sung NAA cho thấy đặc tính callus mềm, bông xốp, màu vàng tươi, 
sự chuyển mà nâu là không đáng kể. Tỉ lệ tạo rễ và chồi ở M6 lần lượt đạt 8% và 14%. Mặt 

khác, trong một nghiên cứu trên một số giống lúa nương Malaysia cho thấy khi cùng kết hợp (3 
mg/L) 2,4-D và (2,5 mg/L; 5,0 mg/L; 7,5 mg L; 10 mg/L) NAA, lại không cho thấy bất kỳ sự 
khác biệt nào về sự tăng sinh callus giữa các giống lúa. Ngoài ra, nồng độ 5 mg/L NAA trở lên 

làm giảm tỉ lệ tạo callus ở một giống lúa. Nghiên cứu cũng chỉ ra tỉ lệ tăng sinh callus thấp hơn 
khi sử dụng nồng độ auxin cao [14].  

Bảng 4. Tỉ lệ tạo rễ/chồi và đặc điểm callus chịu ảnh hưởng của chất ĐHST 

Kí hiệu 

môi 

trường 

Chất ĐHST bổ 

sung (μM) Tỉ lệ callus 

tạo rễ (%) 

Tỉ lệ callus 

tạo chồi (%) 
Đặc điểm callus 

NAA 2,4-D 

M1 10 10 3,75 5,00 Khô, chuyển màu nâu 

M2 20 10 6,25 0,00 Khô, cứng, nâu nhiều 

M3 10 20 0,00 0,00 Vón cục, ít chuyển màu nâu 

M4 10 0 45,00 0,00 Màu vàng đậm 

M5 0 0 47,50 42,50 Tạo nhiều rễ và chồi 

M6 0 10 8,00 14,00 Mềm, xốp, màu vàng tươi 

M7 0 20 0,00 12,50 Hơi khô, cứng 

M8 0 40 0,00 7,50 Chuyển màu nâu nhiều 

Callus ở môi trường M6 được lựa chọn làm vật liệu nghiên cứu để tiến hành theo dõi tính 
chống chịu stress mặn ở thí nghiệm tiếp theo. 
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* Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến sự phát triển của callus 

Thí nghiệm này đánh giá ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến sự phát triển của callus 

nhằm nhân nhanh callus. Mặc dù được nuôi cấy trong cùng môi trường M6 nhưng, đặc tính và 
hình thái của callus tạo ra từ hạt sau 1 tuần và callus sau 30 ngày nuôi cấy lại khác nhau hoàn 
toàn. Callus được tạo từ hạt sau 1 tuần (Hình 4a) có dạng mềm, xốp và màu vàng nhạt. Lớp 

callus mới sinh ra có màu trắng trong, hơi ướt, kết cấu rời rạc và có khả năng tăng sinh lớn. Qua 
kết quả nghiên cứu, thời gian nuôi cấy dài hơn sẽ làm thay đổi đến hình thái callus, các cấu trúc 
hầu như đã bị biến đổi. Sau khi được tách ra khỏi hạt, callus 30 ngày tuổi có cấu trúc rắn, dính 

liền với nhau thành khối và thường có màu vàng đậm (Hình 4b). Một số callus có thể phát sinh 
chồi hoặc rễ hay tự thoái hóa dẫn đến teo lại và chuyển sang màu đen nhưng một số khác vẫn 
còn có khả năng tiếp tục tăng sinh như bình thường.  

 
Hình 4. Hình thái callus qua các thời gian nuôi cấy 

a: callus 1 tuần, b: callus 1 tháng. Thanh tỉ lệ 1 cm 

Từ kết quả trên, khi tiến hành nghiên cứu tính chống chịu stress mặn của callus giống lúa 
Khang Dân 18, callus được tạo ra từ hạt sau 1 tuần nuôi cấy được đánh giá là phù hợp để làm 

vật liệu khởi đầu hơn là callus được tách ra khỏi hạt sau 30 ngày nuôi cấy trong cùng điều kiện 
môi trường.  

* Ảnh hưởng của điều kiện chiếu sáng 

Ánh sáng là một yếu tố vật lí rất quan trọng đối với callus, sự tăng trưởng của tế bào và quá 

trình sản xuất các chất chuyển hóa thứ cấp. Tuy nhiên, mức độ phản ứng với ánh sáng phụ thuộc 
vào loại tế bào và loài thực vật [15]. Từ kết quả nghiên cứu (Hình 5) cho thấy thời gian chiếu 
sáng ảnh hưởng đến đặc điểm hình thái của callus giống lúa Khang Dân 18. 

 
Hình 5. Tỉ lệ callus tạo rễ/chồi ở các điều kiện chiếu sáng 

Các chữ cái khác nhau thể hiện sự sai khác có ý nghĩa thống kê (P = 0,05) 

a b
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Sau 30 ngày, với các điều kiện chiếu sáng khác nhau, tỉ lệ callus tạo rễ của giống lúa 
Khang Dân 18 khá thấp (< 10%) và không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở các điều kiện 
chiếu sáng được thiết lập. Ở điều kiện 10 h/ngày, tỉ lệ tạo rễ đạt 8%, tỉ lệ tạo chồi đạt 14%, 

callus bông xốp, liền khối và có màu vàng tươi. Tỉ lệ tạo rễ của callus ở điều kiện 24 h/ngày đạt 
2%, tỉ lệ tạo chồi đạt 6%, callus khô cứng lại, và chuyển màu nâu, ít có khả năng tăng sinh. Điều 
kiện tối hoàn toàn có tỉ lệ tạo chồi thấp nhất đạt 2,5% và tỉ lệ tạo rễ là 7,5%. Do không được tiếp 

xúc với ánh sáng, callus nuôi trong điều kiện này có chồi kém phát triển, chuyển màu nâu hoặc 
tiêu biến. Ngoài ra, callus khô cứng và có màu vàng đậm.  

Sử dụng điều kiện chiếu sáng 10 h/ngày để tiến hành các thí nghiệm tiếp theo về nghiên 
cứu khả năng tăng sinh callus giống lúa Khang Dân 18.  

2.2.3. Khả năng chống chịu stress mặn của callus 

Dựa vào kết quả thí nghiệm, khối lượng tươi của callus của giống lúa Khang Dân 18 trong 
điều kiện stress mặn có sự sụt giảm đáng kể và hình thái mô sẹo cũng thay đổi khi nồng độ 

NaCl tăng cao. Sự sai khác của khối lượng callus tại các nồng độ NaCl là có ý nghĩa thống kê 
(P = 0,05) (Hình 6).  

 
Hình 6. Khối lượng tươi của callus ở các nồng độ NaCl  

Các chữ cái khác nhau thể hiện sự sai khác có ý nghĩa thống kê (P = 0,05) 

 

Sau 30 ngày, callus giống lúa Khang Dân 18 vẫn có khả năng sinh trưởng ở nồng độ 3‰ 
NaCl. Khối lượng tươi của mô sẹo tăng 2,1 lần so với ban đầu nhưng đã có sự giảm so với đối 
chứng. Callus có kết cấu rắn chắc, màu vàng đậm, một số ít chuyển màu nâu (Hình 7). Với nồng 

độ 6‰ NaCl, khối lượng tươi của callus tiếp tục giảm và giảm 1,31 lần so với đối chứng nhưng 
không giảm nhiều so với nồng độ 3‰ NaCl. Tuy callus vẫn có màu vàng đậm nhưng số lượng 
callus bắt đầu chuyển màu nâu nhiều hơn, hầu hết ở trạng thái khô cứng, một số chồi và rễ phát 

sinh từ callus có dấu hiệu thoái hóa (Hình 7). Kết quả ở nồng độ 9‰ hình thái callus thay đổi so 
với đối chứng. Các quá trình trao đổi ion khoáng và nước hay hấp thu dinh dưỡng từ môi trường 

đều bị cản trở khiến khối lượng tươi giảm 1,48 lần so với đối chứng. Callus có kích thước nhỏ, 
teo lại do mất nước, gần như khô cứng và chuyển màu đen hoàn toàn (Hình 7). Một số callus 
giữ được màu vàng đậm nhưng theo thời gian cũng bắt đầu chuyển đen và ít có khả năng tái sinh.  
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Hình 7. Ảnh hưởng của các nồng độ NaCl đến callus  

Thanh tỉ lệ 1 cm 

Callus giống lúa Khang Dân 18 có khả năng sinh trưởng ở điều kiện độ mặn 3‰ và 6‰. 
Khối lượng tươi của callus vẫn tăng sau 30 ngày nuôi cấy như đối chứng. Ở nồng độ 3‰ NaCl, 
callus có màu vàng đậm, một số phát sinh rễ hoặc chồi, nhưng ở nồng độ 6‰ NaCl callus đã bắt 

đầu teo lại và chuyển nâu nhiều hơn. Tuy nhiên, một số callus ở hai nồng độ vẫn có hình thái 
giống với callus trong kiều kiện không bổ sung NaCl. Nồng độ 9‰ NaCl có thể gây chết hoàn 
toàn callus giống lúa Khang Dân 18. Callus không giữ được đặc tính ban đầu, suy giảm mạnh 

về khối lượng so với đối chứng, teo lại do mất nước và chuyển màu đen.  

Kết quả này thống nhất với kết quả nghiên cứu trên hai giống lúa Ấn Độ ở dải nồng độ 30 

đến 150 mM NaCl cho thấy khi nồng độ NaCl tăng lên thì khối lượng tươi callus giảm xuống. 
Sau 1 tháng, sự suy giảm khối lượng ở nồng độ 30 mM và 60 mM là không đáng kể. Trong khi 
ở nồng độ 90 mM NaCl, khối lượng tươi hai giống giảm lần lượt là 42,7% và 40,3% và giảm 

mạnh hơn, xuống còn 83,68 mg và 87,82 mg khi ở 150 mM NaCl [16]. Mặt khác, nghiên cứu ở 
nồng độ 50 mM và 100 mM NaCl, callus giống lúa Malaysia có màu vàng, mềm và bở, một số 
vẫn thích nghi với NaCl xuất hiện màu xanh lục, callus tăng sinh tốt khi chuyển sang môi 

trường tái sinh. Tuy nhiên, khi tăng NaCl lên 200 mM và 300 mM callus cứng dần và chuyển 
sang màu nâu đen [17]. 

3. Kết luận 

Điều kiện nuôi cấy thích hợp để tạo callus in vitro từ hạt giống lúa Khang Dân 18 là môi 

trường ¼-MS bổ sung từ 10 đến 40 µM 2,4-D, thời gian nuôi cấy 1 tuần với điều kiện chiếu 
sáng 10 h/ngày và điều kiện tối hoàn toàn. Điều kiện nuôi cấy phù hợp cho sự tăng sinh callus là 
môi trường có bổ sung 2,4-D (10 µM), 10 h chiếu sáng/ngày, thời gian nuôi cấy 1 tuần. Ở nồng 

độ 3‰ và 6‰ NaCl, callus giống lúa Khang Dân 18 vẫn có khả năng tăng sinh, nhưng hình thái 
callus bắt đầu thay đổi ở nồng độ 6‰. Ở nồng độ 9‰, khối lượng tươi callus suy giảm đáng kể 
so với callus đối chứng, phần lớn callus chuyển màu đen hoàn toàn và khả năng tăng sinh kém.  

Lời cảm ơn: Nghiên cứu được hỗ trợ kinh phí đề tài cấp Bộ Giáo dục và Đào tạo mã số B2020-
SPH-06.  
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ABSTRACT 

 

Establishment of in vitro callus induction and multiplication  

for studying salt stress in the rice cultivar Khang Dan 18 

Ha Thu Trang1, Vuong Thi Quynh Huong1, Dieu Thi Mai Hoa1, 

 Dao Thi Sen1, Vu Thi Dung1 and Nguyen Van Quyen1 
1 Faculty of Biology, Hanoi National University of Education 

The Khang Dan 18 is one of the rice cultivars widely cultivated in Vietnam, which is 

threatened by saline intrusion. This study is conducted to establish an in vitro culture system for 
evaluate salt tolerance of the rice cultivar Khang Dan 18. First, different culture conditions, 

including plant growth regulator concentration, culture period, light regime, were optimized to 
induce and maintain callus in vitro. Culture media supplemented with 10 - 40 µM 2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) are suitable for inducing callus. Different culture periods 

(1, 2 and 4 weeks) significantly affected the callus morphology and nature. The 10-hour light 
photoperiod is the most effective condition for callus induction and multiplication. Callus 
cultured in the medium supplemented exclusively with 2,4-D showed higher quality compared 

to those in media supplemented with 1-Naphthylacetic acid (NAA) and 2,4-D. Different 
photoperiods also affected callus differentiation in terms of root/shoot induction. The 
established culture system was then employed to evaluate salt tolerance of the callus. The 

growth of callus was significantly decreased when the concentrations of NaCl increased (3, 6 
and 9‰, P = 0.05), especially at the concentration of 9‰ NaCl caused a strong decrease in 

callus weight and an obvious change in callus morphology. This culture system may be applied 
for in vitro salt stress studies on the cultivar Khang Dan 18 and similar rice cultivars. 

Keywords: callus induction, callus multiplication, in vitro, Khang Dan 18, salt stress. 


