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TiM HIEU SU PHAT SINH HINH THAI RE TRONG NUOI CAY IN-VITRO

CAY NHAU (MORINDA CITRIFOLIA L.)

Nguyén Thi Ngoc Hwong va V6 Thi Bach Mai
Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, PHQG-HCM

TOM TAT: Nhau Morinda citrifolia L. la cay dwoc liéu quy, dwoc ding dé chita nhiéu loai bénh
nhuw mat ngu, dau lung, huyét ap cao... Cac nghién ciru gan day trén thé gidi cho thdy Nhadu_c6 khd ndang
hinh thanh re bat dinh trong nudi cdy in-vitro. V6i muc dich tim hiéu sw phat sinh hinh thai ré & cdy Nhau,
chilng téi da tién hanh cdc thi nghiém khdo sdt dnh hieéng ciia mét s6 logi auxin trén kha ndng hinh thanh
76 & tru ha diép va la Nhau. Két qua cho th(fy NAA 0,1 mg/l kich thich sy hinh thanh mé seo va ré so khoi
trén tru ha diép va ld & tuan 1, sau d6 kéo dai cdc 1é nay & tuan 2. Két qua do hé hdp va hoat tinh ciia cdc
chdt diéu hoa tang trudng thie vit ciing dwge thio ludn dé lam 16 nhitng thay doi sinh Iy trong sw hinh

thanh ré.

Tir khéa: Morinda citrifolia L., phdt sinh hinh théi ré, chdt diéu hoa tang trucng thuc vt ndi sinh.

1. MO PAU

Nhau 1a cdy than gd (hinh 16), phan bb &
Trung Quoc An Do, Viét Nam... Trong cac by
phan r&, thén, 14, quéa thi ré Nhau c6 nhiéu dugc
tinh nhat. Nhidu xi nghi¢p dugc trong nude va
trén thé gidi da san xudt thudc vién va thude
nuéc chiét xudt tir r& Nhau dé tri bénh mit nga,
dau lung, huyét ap cao...Tuy nhién, hién nay
phuong phap nhan gidng cay chu yeu 12 trbng tr
hat vi viy dé thu dugc sinh khoi r& phai mét
nhiéu thoi gian. Vi véy, trong bai nay ching toi
tién hanh phan tich sy thay dbi hinh thai va sinh
ly trong qua trinh phat sinh 18 truc tiép tir 14 va
tru ha di€p cua cay nhdm  phuc vu cho vige chiét
xut cac hop chit thir cip tir 1& cdy thudc nay
trong tuong lai.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP:

2.1. Vit liéu:

Tru ha diép tir cady Nhau (Morinda citrifolia
L.) in-vitro 2 thang tudi ndy mam tir hat trén moi
truong MS.

La cay Nhau in-vitro 2 thang tudi co ngudn
goc tir khic cdt than mang chdi nach duge nudi
chy trén méi trudng MS c6 bd sung BA Img/l.

2.2. Phuong phap:
Thi nghiém sy tao ré bing manh cit 14

Céac manh cit 14 doc gan chinh (kich thudce
0,3 x 0,3 cm) dugc dat trén moéi truong MS co
bd sung céc loai auxin khdc nhau nhu 1AA, IBA,
NAA, 2,4-D ¢ nong d6 0,1 mg/l. Khao sat su
hinh thanh r& sau 4 tudn.

Nudi cdy 14 va tru ha diép

La Nhau in-vitro & vi tri s6 2 (tinh tu ngon
xuong) c6 dién tich trung binh 230 mm? duge
¢t cac vét cit cach nhau 2 mm (10 vét/1 14) doc
theo gén chinh va dit trén moi trudng MS ¢ bd
sung NAA tir 0 mg/l dén 1,5 mg/1.

Tru ha diép dugc cét thanh doan c6 kich
thuée lem va dat thing dung trén méi trudng
MS c6 bd sung NAA 0,1 mg/l.

Khao sat sy hinh thanh mé seo va ré sau 4
tuan nudi ciy.

Quan sat hinh th4i gidi phiu:

Tru ha di¢p va 14 sau 1 tudn nudi ciy trén
mbi trudng MS c6 bd sung NAA 0,1 mg/l duge
cht ngang, nhudém hai mau, quan st dudi kinh
hién vi va chup anh.

Po cudng do ho hip:

Cuong d6 ho hip cia try ha diép va 1a nuéi
chy trén moi truong MS cb bd sung NAA 0,1
mg/l duge xéc dinh tai céc thoi diém 0 — 4 tudn
bing may do su trao dbi khi (Hansatech) & 28°C,
trong tdi. K&t qua thé hién bing luong oxygen
thoat ra/g trong lugng twoi/ gio.
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Chiét xuit va xac dinh hoat tinh cdc chét
didu hoa ting truéng thue vat:

Céc chét didu hoa ting truong thuc vat ndi
sinh trong mau 14 va try ha diép tai cac thoi diém
nudi cdy khac nhau (trén méi truong MS c6 bd
sung NAA 0,1 mg/l) dugc chiét xudt va phan
tich bing phuong phap trén sic ki ban méng
Silicagel F,s4 (Meidner, 1984; Bui Trang Viét,
1992; Yokota va cong su, 1980), trong h¢ dung
moi 1a Chloroform: Metanol: Acid acetic (theo
ty 1€ 80:15:5), ¢ nhiét d¢ 30°C.

Hoat tinh cua IAA, Zeatin, GA; va ABA
dugc xac dinh béng cic sinh tric nghiém
(Nguyén Thi Ngoc Lang, 1970, trong Bui Trang
Viét, 1989). Hoat tinh auxin va acid abcisic
dugc do bang sinh tric nghiém véi diép tidu lua
Oryza sativa L. Su gia ting vé& chidu dai digp
tidu dwoc do sau 24 gid, trong tdi. Hoat tinh
auxin ty 18 thuan véi sy sai biét chidu dai khuc
cit diép tidu so véi chudn (dung dich IAA 1,0
mg/1). Hoat tinh acid abcisic ty 1€ nghich voi su
sai biét chidu dai khuc cat diép tiéu so v6i chuén
(dung dich ABA 1,0 mg/l).

Hoat tinh cytokinin dugc do bing sinh tric
nghiém vai tir di€p dua chudt Cucumis sativus
L..Hoat tinh cytokinin ty 1¢ thuén véi su sai biét
trong lwong tuoi cua céc tir diép so v6i chuén

(dung dich Zeatin 1,0 mg/l) sau 24 gi& chibu
sang.

Hoat tinh gibberellin dugc do bing sinh tric
nghiém v&i cdy mam xa lach Lactuca sativa
L..Hoat tinh gibberellin ty 1¢ thuan véi su sai
biét chidu dai tru ha diép so voi chuén (dung
dich GA; 10 mg/l) sau 4 ngay chiéu sang.

Xir Iy s6 liéu:

Céc s6 liéu ghi nhan dugc xir Iy théng ké
bing phin mém Statistical Program Scientific
System (SPSS) phién ban 11.5 danh cho
windows. Su sai biét c6 ¥ nghia & mirc p = 0,05.

3.KET QUA:

3.1. Anh hwéng cia cac loai auxin trén sy
phat sinh md seo va ré& cay Nhau

Trong thi nghiém manh cét la Nhau sau 4
tudn trén moi truong MS c6 bd sung cac loai
auxin khac nhau nhu IAA, IBA, NAA, 2,4-D ¢
cung ndng d6. K&t qua cho thdy ¢ méi truong co
bd sung NAA ty 1& tao 1, sé luong va trong
lvong 18 cao nhit. 2,4-D kich thich sy hinh
thanh ré nhung ngin can sy kéo dai r&. Nguoc
lai v6i 2,4-D, cac loai auxin khac nhu IAA, IBA
va NAA déu kich thich sw kéo dai r& (bang 1).

Bang 1. Anh hudng ciia cac loai auxin trén su tao r& & manh cét 1a Nhau in-vitro sau 4 tuin nudi cdy.

" , Tyléraré Trong lwong ré Chiéu dai reé A%
Nghiém thirc (%) (mg) (mm) Sore
Dbi chig (MS) 0,0+ 0,0° 0,0 £ 0,0° 0,0 £0,0° 0,0 £ 0,0°

MS +1AA 0,1 mg/l 714+ 143° 1,3+0,1® 11,0+ 1,0° 1,5+02°
MS +IBA 0,1 mg/l 80,9+ 4,8° 2,5+04° 159 +3,0° 1,6 +0,2°
MS + NAA 0,1 mg/l 100,0 £ 0,0° 10,0 +1,3° 9,1+1,1° 34+0,6°
MS +2,4-D 0,1 mg/l 61,7+ 7,3° 0,3+0,1° 1,0 +0,1° 1,7+0,3°

Cic 56 trung binh trong cot v6i cdc mau ty khdc
nhau a,b,c thi khac biét co y nghia ¢ mirc 95%.

NAA ¢ ndng d6 tir 0,1 mg/l dén 1,5 mg/l

du kich thich su tao r& tai cac vét cit trén 14 sau

4 tudn. Trén moi truong MS khong bb sung
NAA, la ciing tao duqcﬂ cac cum’ré nhung it hon
14 trén moi truong co bo sung chat nay (bang 2).
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Bang 2: S6 cum & tir 14 in-vitro nudi cAy trén cic méi truong MS c¢6 bd sung NAA & cac ndng d6 khac
nhau sau 4 tuan.

Nong do NAA S6 cum ré/1 14 (dién tich trung binh
(mg/l) 230 mm) (sau 4 tuén)
0 03+0,1°
0,1 53+0,6°¢
0,5 47+0,6"
1 3,9+05°
1,5 43+04%

Cdc $6 trung binh trong cdt v6i cdc mdu tu
khac nhau a,b,c thi khac biét co y nghia ¢ murc
95%.

O tudn thir 4, trén méi trudng MS c6 bd
sung NAA 0,1 mg/l, ¢ tru ha di€p mo seo tao
duge nhidu hon & 14 trong khi kha nang kich
thich sy kéo dai r& lai thip hon (bang 3).

Béng 3: Tac dong cua NAA 0,1 mg/l trén su
phat sinh & tir 14 va tru ha diép cua cay in-vitro
sau 4 tudn nubi cy.

< , oA . X
Vit lieu thue Puong }(lnh Chiéu dai re
R cum mo seo (mm)
vat
: (mm)
Tru ha diép 48+0,2 3,1+£0,2
La 1,6 £0,1 6,9+0,5
T-Test + +

+, Cdc 6 trung binh trong cét khdc biét c6 y
nghia ¢ mirc 95%.

—, Cdc s6 trung binh trong cét khdc biét ¢é ¥
nghia ¢ mirc 95%.

3.2. S thay ddi hinh thai giai phiu:

O 14 va try ha diép, sy tao ré so khoi bit dau
tir tudn 1 (hinh 12, 14) va sy kéo dai ré bét ddu &
tudn 2 (hinh 13, 15). O try ha diép, r& bét dinh ¢6
ngudn gbc ndi sinh tir trong chu ludn (hinh 12).
O 14, ré bét dinh c6 ngudn gbe tir nhu méd canh
libe (c6 vi tri twong ddng véi nhu mé chu ludn &
try ha diép, hinh 14). Mot nhém té bao & cac md
ndy ndm gin libe trai qua sy phan chia song
song voi bé mit va tao thanh ré so khoi. RE so
khoi tiép tuc phat trién, moc xuyén qua vo va
biéu bi. R& dat cAu trac hoan chinh true khi
xudit hién ra bén ngoai (hinh 13, 15).

3.3. Su thay dbi cudng dd hé hip:

Dudi tac dong ciia NAA, cudng d6 ho hip &
la ting som & tudn 1, cao nhit ¢ tudn 2, 3 va
gidm & tudn 4, trong khi & tru ha diép c6 cudng
d6 ho hip ting cham hon, bit diu ting ¢ tudn 2
va sau d6 giam xudng (bang 4).

Bang 4: Cudng d6 hd hip (umol O,/g trong lugng twoi/gid) cua 14 va tru ha diép qua cac tudn khi nuéi cdy
trén moi truong MS c6 bo sung NAA 0,1 mg/l

A 1A A Thoi gian (tuan)
Vat liéu thuc vat 0 ] > 3 7
La 57+0,6° 13,008 [ 18,7+0,8° 20,8 1,37 13,7£0,8°
Try ha diép 84+03° 74+02" | 13,7+0,6° 49+0,6 6,0+ 1,5
T-Test + + + + +

Cdc s6 trung binh trong hang vdi cdc mau tw
khac nhau a,b,c thi khac biét c6 y nghia ¢ mirc
95%.

+, Cdc s6 trung binh trong cdt khdc biét c6 y
nghia ¢ mirc 95%.

—, Cdc s6 trung binh trong cét khéc biét c6 y
nghia ¢ mirc 95%.
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3.4. Su thay ddi hoat tinh cac chat didu hoa
ting trudng thue vat:

Dudi tac dong ciia NAA 0,1 mg/l, hoat tinh
zeatin ndi sinh trong try ha diép va 14 bét diu
ting ¢ tudn 1. Tuy nhién sau d6, hoat tinh zeatin
& tru ha digp giam dan va thép nhét & tudn 4,
trong khi 14 van tip tuc duy tri hoat tinh chit
nay dén tudn 4. Hoat tinh IAA ¢ try ha diép ting

manh & tun 1 va giam thap nhat & tudn 4. Trong
khi d6 ¢ 14, hoat tinh IAA lai giam manh ngay
tudn 1, bit d4u ting & tudn 2 va tiép tuc ting cho
dén tudn 4. Hoat tinh ABA taing manh & 14 tu
tudn 2 va giam d?_ln & tudn 4. Hoat tinh ABA &
tru ha diép thay déi it sudt 4 tudn nudi cay. Hoat
tinh GA; & tru ha diép va 14 déu ting manh &
tudn 4 (bang 5 va 6).

Bang 5: Hoat tinh cac chit didu hoa tang truéng thyc vat trong tru ha diép qua cac tudn khi nudi cdy trén

mdi trudng MS ¢6 bd sung NAA 0,1 mg/l

Thoi gian (tuin) 0 1 2 4
Zeatin (mg/l) 0,46 + 0,02° 2,26+ 0,23° 1,58 £0,21% 0,22 + 0,04°
IAA (mg/]) 3,03+ 0,37° 436 +0,28° 3,14+ 0,39° 1,71 £0,15°
ABA (mg/l) 1,77 +0,00° 3,40 + 0,43° 3,59 + 0,65° 3,70 + 1,03°
GA; (mg/l) 17,33 + 0,44° 3,67+ 1,03° 423 +0,96" 11,33 +0,23°

Cic s6 trung binh trong hang véi cdc mdu tw khdc nhau a,b,c thi khdc biét cé ¥ nghia & mikc 95%.

Bang 6: Hoat tinh cac chit didu hoa ting truong thue vat trong 14 qua cac tuan khi nuéi cdy trén méi
truong MS c6 bo sung NAA 0,1 mg/l

Thoi gian (tuin) 0 1 2 4
Zeatin (mg/l) 1,42 +0,24° 1,66 + 0,09% 2,12+0,13° 2,07+0,10°
TIAA (mg/l) 5,12+0,11° 2,57 +0,20° 3,04 £0,29° 3,91+0,19°
ABA (mg/l) 534 +0,77% 3,30 £0,33" 7,15 + 0,65° 5,87 + 0,65°
GA; (mg/l) 527 +0,92° 3,70 £ 0,10° 9,70 + 0,49° 15,87 £ 0,33°

Cdc $6 trung binh trong hang véi cdc mau tir khdc nhau a,b,c thi khdc biét ¢6 y nghia & mirc 95%.

4. THAO LUAN

Trong nghién ctru cua ching t6i, 2,4-D ¢
ndng do thép (0,1 mg/1) cting kich thich su tao re
nhung han ché & muc thip nhit chidu dai r&
(bang 1). Két qua nay phi hop v6i nhan dinh cia
tac gia Mai Tran Ngoc Tiéng va cong su (1980)
v& vai trd ciia 2,4-D trong sy hinh thanh r& bét
dinh: 2,4-D 1a chit huy hoai phin tmg
oxyphosphoryl héa tao ATP nén ¢6 hai dén sy
tong hop protein. Vi vy, khi hién dién nhiéu
trong &, chit nay gianh thyc phim tron ven cho
su phan bao nén can su kéo dai cua 1é so khéi.
NAA thuong dugc st dung mang lai hi¢u qua
cao trong nudi cy in-vitro va in-vivo dé kich
thich ra r& & canh giam (V5 Thi Bach Mai,
2004), ] két qua thi nghiém cho thiy NAA cho ty
1¢ ra 1&, trong lugng va s6 1& cao hon céc loai

auxin khac & cing ndng d6 (bang 1). Khi 4p

dung NAA trén 2 loai vat li¢u tru ha diép va la
cua cdy Nhau, sy hinh thanh 1& so khoi bt diu &
tudn 1 va su kéo dai ré ¢ tudn 2.

Theo tac gia Mai Trdn Ngoc Tiéng va cong
su (1980), su tao ré bat dinh thudng trai qua 2
giai doan: giai doan tao 1& so khoi tir vai té bao
cia chu luan, va giai doan kéo dai cac ré nay.
Trong nghién ctru cua chiing t6i, su hinh thanh
& bét dinh & 14 va tru ha di¢p Nhau cling trai qua
2 giai doan nhu vay.

Qué trinh hé hdp cung cdp ning luong va
chc tién chat cho céc qua trinh sinh téng hop cua
té bao (Taiz va Zeiger, 2002). Vi vay, cuong do
h6 hip & 14 ting manh bét dau tir tudn 1 tuong
ung v6i giai doan tao so khoi. O tru ha diép thoi
diém nay chdm hon 1 tun. Ho hap & 14 tiép tuc
tang va duy tri dén tudn 3 va bét du giam nhe &
tudn 4, trong khi d6 & tru ha diép, ho hép giam
manh & tudn 3 (bang 4). Pidu nay cho thiy giai
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doan hinh thanh 1é so khéi & 1a duy tri 1au hon &
tru ha di€p. Vi vay, la c6 kha nang hinh thanh
nhiéu r& hon (hinh 6 va 8).

béi voi tru ha diép, hoat tinh IAA va zeatin
gia ting & tuan 1 kich thich sy phan phan hoa va
phan chia cta cac té bao & vung chu ludn, cuong
do ho hép tang ngay sau do tiép tuc thue day su
tao ré so khéi va kéo dai cac & ndy (bang 5).
Khac v6i tru ha diép, 14 ¢6 sdn nhidu auxin ndi
sinh (bang 6) nén kich thich nhanh sy hinh thanh
1& so khéi ¢ tudn thir 1 va ung voi su gia ting
cudng d6 ho hip. Hoat tinh zeatin gia ting &
tuin 1va tiép tuc duy tri gitp kéo dai giai doan
tao ré so khoi ¢ 1a (bang 6). Chiéu dai ré & try ha
diép ngén hon & 14 do thoi dlem giam hoat tinh
IAA & 14 s6m hon (ngay & tudn ddu tién, bang 6)
& tru ha diép (¢ tudn 4, hinh 5). Pidu nay phu
hop v6i nhan xét vé vai tro cta auxin trong s
phat trién ré bat dinh v6i 2 giai doan: giai doan 1
can auxin & nong d6 cao dé tao so khdi & va
giai doan 2 cén auxin thip dé kéo dai r& béi tac
gia Mai Tran Ngoc Tiéng, 1980.

Auxin kiém soat sy ting truéng cia ré bing
c4ch hoat hoa kha nang dap tmg cua té bao véi
gibberellin. Ngoai ra, auxin rit can thiét cho su
didu hoa kiém soat cia gibberellin trong sur ting

truong ré (Fu va Harberd, 2003). Vi vay, ¢ la
Nhau, hoat tinh IAA va GA; gia tang cung luc
da kich su kéo dai 1& som, va ré fir 14 co kich
thudc dai hon ré tir try ha diép & tudn 4 (bang 3).
O tru ha diép, su giam IAA 6 tudn 4 da phan nao
han ché su kéo dai r& do GA; ndi sinh gdy ra.

5. KET LUAN

Su hinh thanh r& bt dinh & 14 va tru ha di¢p
Nhau trai qua 2 giai doan: giai doan tao ré so
khéi tir vai té bao cua chu luan, va giai doan kéo
dai cac ré so khai nay.

O cing mdt ndng dd, cung diéu kién (thoi
gian, nhiét d9, anh sang), cac loai auxin nhu
1AA, IBA, NAA, 2,4-D déu kich thich su tao ré
¢ manh cét 14 Nhau. Tuy nhién trén moi truong
nudi cdy co bd sung NAA thi ty 1¢ tao ré, so
lugng va trong ltr(mg 1& cao nhét.

Cac mau nubi cay tir 14 c6 ty 16 ra ré, trong
lwong va s6 ré cao nhit trén méi truong MS bd
sung NAA 0,1 mg/l.

Cac mau nuodi chy tir tru ha diép trong méi
truong MS bd sung NAA 0,1 mg/l tao & kém
hon & 14, nhung kha ning tao seo tot hon.

STUDY ON ROOT MORPHOGENESIS IN-VITRO OF
MORINDA CITRIFOLIA L.

Nguyen Thi Ngoc Huong and Vo Thi Bach Mai
University of Science, VNU-HCM

ABSTRACT: Morinda citrifolia L. is a valuable medicinal plant, used to treat many diseases, such
as sleeplessness, backache, high pressure... Recent studies show that Morinda citrifolia L. can regenerate
adventitious roots in-vitro. To study the root morphogenesis in Morinda citrifolia L., we examined the
effects of some auxin on regeneration of adventitious root in hypocotyl and leaf. The results showed that
the concentration of 0,1mg/l NAA stimulated the formation of callus and primordia root in hypocotyl and
leaf, in the first week, and the elongation of primordia root in the second week. Roles of respiration rate
and endogenous hormones were discussed to understand the physiological changes in the formation of
adventitious root .

Keywords: Morinda citrifolia L., root morphogenesis, endogenous hormones.
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