Tap chi Khoa hoc va Phat trién 2009: Tap 7, s6 2: 130-136  TRUONG BAI HOC NONG NGHIEP HA NOI

ANH HUONG CUA XU LY ETHYLMETHANE SULPHONATE /¥ VITRO
p61 vd1 CAY CAM CHUGNG

Effect of Ethylmethane Sulphonate on In vitro Mutagenic Treatment of Carnation
(Dianthus caryophyllus L.)
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"Vién Sinh hoc Néng nghiép, Truong Dai hoc Nong nghiép Ha Noi
? Truong Cao dang Céng dong Hai Phong

TOM TAT

Nghién ciru nay nhdm bwéc dau lam ré tac dong gay dot bién cha xir ly ethylmethane
sulphonate (EMS) in vitro cho cay cdm chwéng. Trong thi nghiém, cac doan than mang méat ngi ctia
cay in vitro dwgrc ngam trong dung dich EMS vé&i néng do khac nhau (tir 0 - 1,0%) véi thei gian 1 -3
gi® sau d6 dwoc dat trén may lac véi téc do 100 vong/phut. Mau dworc nudi cay trén moéi trwdng tao
chdi MS + 1ppm Kinetine va sau dé dwoc chuyén sang nuéi ciy trén méi trwdng tao ré MS + 0,5
ppm a- NAA. Két qua cho thay, néng dé EMS cang cao, th&i gian xtr ly mau cang dai thi ty 1é mau
sbng va phat sinh chdi cang giam. Xt ly EMS da lam ting ty 1é bién di cho cay cdm chwéng nudi
céy in vitro tir 5,1 dén 22,7 I1an so v&i ddi chirng. Nong do va thei gian xir ly thich hop 1a 0,4% EMS
trong thoi gian 2 gi®. Sau xtr ly, thu dwoc nam dang chéi bién di (A, B, C, D, E). Mirc do ting
trwdng chiéu cao, sé la va kha nang ra ré cta cac dang chéi giam dan theo thrtyw: A>B>D>E>
C. Trén co s& sé liéu thwe nghiém da xay dwng dwoc mo hinh toan hoc biéu dién méi quan hé gitra
kha niang séng ctia mau cdy, ty Ié bién di ctia chdi véi ndng dd EMS va thei gian xtr ly mau. Cac két
qua trén tao co’ s cho viéc rng dung cdng nghé xir ly dot bién in vitro trong tao giéng hoa cdm
chwéng méi & Viét Nam.

T khoa: Cam chwéng, chdi bién di, mau ciy séng sét, xtv ly EMS in vitro.

SUMMARY

This research aims at identifying mutagenic effect of ethylmethane sulphonate (EMS) on in
vitro treatment of carnation. The stem segments bearing node of in vitro plantlets were soaked in
EMS solution at different concentrations (from 0 to 1.0%) for 1 to 3 hours. After soaking, the
explants were cultured on MS medium + 1 ppm kinetin for shooting and then transferred to MS
medium + 0.5 ppm a-NAA for rooting. The results showed that the survival and regeneration rate of
explants decrease with increasing EMS concentration and soaking time. EMS in vitro treatment
resulted in increasing variants of in vitro shoots by 5.1 - 22.7 times in comparison with the control.
The optimal EMS concentration and treatment duration is 0.4% and two hours, respectively. Five
types of shoot variants appeared (A, B, C, D, E) and the growth rate, number of leaves and rooting
ability decreased in following order: A > B > D > E > C. Based on the experimental data obtained, a
formula expressing the dependence of the survival of the explants and the variant rate of the shoot
on the EMS concentration and treatment duration was established, which can serve as basis for
subsequent study on commutation treatment in carnation.

Key words: Carnation, EMS in vitro treatment, explants survival, shoot variant.
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Anh huéng ctia x ly ethylmethane sulphonate in vitro dbi véi cay cdm chuéng

1. DAT VAN DE

Hoa c4m chuéng (Dianthus caryophyllus
L.) 1a mot trong bon loai hoa cit c6 gia tri
thuong mai hang dau trén thi trudng hoa thé
gigi va Viét Nam (Office of the Gene
Technology Regulator, 2005). O nudc ta hién
nay, viéc phat trién cAy hoa c6 gia tri nay
khéng chi 14 viéc nhan nhanh cac giéng nhap
néi hay tim ra nhtng bién phap ky thuat
nhdm nang cao ning suét chit lugng hoa,
ma con phai tao ra dudc nhiing gidng hoa
cAm chuéng méi dap tng dudc nhu cau thi
truong, phu hop véi diéu kién sinh thai va cé
ban quyén ctia Viét Nam.

Trong nhiing nidm gan day, cung véi su
phat trién cta cong nghé t& bao thuc vat,
cong nghé xt 1y dot bién in vitro da trd thanh
cong cu hitu hiéu trong chon tao gidng cay
trong. Ky thuat nay da giy tao va lam téing
tan s6 xudt hién dot bién v6i cac tinh trang
c6 gia tri kinh t& & cac loai thuc vat néi
chung va cay hoa noéi riéng. Bén canh viéc st
dung tia gamma 1a tdc nhan giy dot bién,
trén thé giéi da c6 nhiéu cong b vé EMS dé
gay tao dot bién trén cac cdy tréng nhu: ngd,
khoai lang, ca chua, hoa cic (Pao Thanh
Bing va cong su, 1997; Arani, Majidi, 2004;
Tulmann Neto et al., 2004; Luan, Yu-Shi et
al., 2007, Shin Watanabe et al.,, 2007).
Nhung viéc st dung EMS lam tac nhan gay
dot bién in vitro trén cdy cdm chudng con
chua dugc dé cap.

Nghién citu nay nham buéc dau lam ro
tac dong gy dot bién cua xu ly EMS in vitro
cho ciy cAm chuéng tao cé s§ cho viée Gng
dung céng nghé xu ly dot bién in vitro trong
tao gidng hoa cAm chuéng méi 6 Viét Nam.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Vat liéu nghién ctu

DPoan thin mang mét nga cua chdi in
vitro cdy hoa cdm chuéng thom (Dianthus
caryophyllus L.) gibng Quén chia.

2.2. Phuong phap nghién ctu
2.2.1. Phuong phdp nuéi cdy mé té'bao thuc vat

St dung phuong phap nubi cay in vitro
trén moi truong co ban MS (Murahige &
Skoog, 1962 véi 6,2 g/l agar, 30 g/l saccarose
va 100 mg/l innositol). Méi trudng nudi cay
duge diéu chinh d pH bang 6,0 trude khi
tiét trung va dudc khi trung 6 121°C; 1,0
atm, trong thoi gian 20 phut. Mau dugc nudi
4 nhiét do 22 - 25°C, cudng do chiéu sang
2000 lux, thdi gian chiéu sang 16 h/ngay.
Cac cong thtc thi nghiém duge bs tri hoan
toan ngiu nhién, mbi céng thic thi nghiém
tién hanh 3 1an nhéc lai, mot 14n nhéc lai bé’
tri 30 binh, m&i binh cay 3 mau.

Cac thi nghiém dua cly in vitro ra ngoai
vuon uom: Céc ciy dat tiéu chuén (cay cao >
3,5 cm, c6 4 - 5 ré trd 1én, ré dai khoang 2,5-
3,0 cm) duge trong thiy canh véi dung dich
dinh duéng Anthura theo phuong phap thuy
canh tinh cta Trung tAm nghién ctGu phat
trién Rau chau A. Mai cong thic nhic lai 3
1an, mdi 14n nhéc lai trong 40 cdy (hang cach
hang va ciy cach cay 5 cm).

2.2. Phuong phap xt ly dot bién in vitro

Cac doan thdn mang mit ngl cta cay
cam chuéng in vitro (khodng 1,0 cm) dudc
ngam trong dung dich EMS c6 nong d6 khac
nhau (0 - 1,0%) va dudc l4c véi t6c d6 100
vong/phut, duge xii 1y ¢ 3 mtc thoi gian: 1h,
2h, va 3h gio tuy ting thi nghiém. Cac mau
sau khi x@ 1y dudc rtia bang nudc cit vo
tring 5 14n va nubi cdy trén méi trudng
nhan nhanh chéi MS + 1,5 ppm Kinetin).
Sau 4 tuin nudi cdy, cac chéi in vitro dudge
chuyén sang moi truong ra r& (MS + 0,5 ppm
-NAA). Mbi cong thiic xti Iy 100 mau in vitro
cho mét 1an nhéc lai, tién hanh 3 1an nhic
lai/céng thic.

2.3. Phuong phap xu 1y s6 liéu
S6 litu duge xt 1y theo phuong phap

thong ké sinh hoc bing phin mém Excel va
Irristat 4.0S.
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St dung thuat toan ndi suy Lagrange dé
x4y dung mé hinh toan hoc (Nguyén Dinh
Tri va cs., 2002).

3. KET QUA NGHIEN CcUU

3.1. Nghién cttu Anh hudéng ctia EMS t6i
sy phat sinh va sinh truéng cta cay
cAm chudng in vitro
EMS 1a chat gay dot bién hoa hoc tac dong

truc tiép vao hé gen cta t& bao qua phuong

thic thdm th&u qua bé mit mo. Véi 3 mic
thoi gian khéc nhau, thi nghiém da cho thay
EMS c6 anh hudng rat ro dén kha ning séng
va kha nang phat sinh chéi cla cic mau xti
ly (Bang 1).

Khi ting nbéng d6 va thoi gian xu ly
EMS, ty 1&é miu song, ty 16 mau phat sinh
chdi giam dan. 6 ca 3 mic thdi gian xt ly
khac nhau thi ty 1& phat sinh chéi déu dat
cao nhat tai néng do 0,4%.

Bang 1. Anh huéng cia EMS dén kha nang song va su phat sinh chdi in vitro (sau 4 tuan nuoi ciy)

Xt ly 1 gier X ly 2 gier Xt ly 3 giov
Nong do EMS Ty 16 mau Ty 16 mau Ty & mau Ty & mau Ty 1& mau Ty & mau
(%) sbng phat sinh chdi sbng phat sinh chéi sbng phat sinh chéi
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

0,0 100,00 100,00 08,83 98,58 97,78 97,67
0,2 91,11 91,66 88,89 88,26 83,33 82,68
0,4 86,67 93,93 82,22 91,11 78,89 84,15
0,6 81,97 88,90 70,00 86,50 62,44 82,19
0,8 48,89 80,40 4555 77,38 39,97 74,66
1,0 32,22 73,83 26,67 71,86 18,99 69,74

CV% 4,00 1,20 1,90 1,50 1,30 0,80

LSDo s 4,26 1,93 1,30 2,30 1,51 1,15

M6 hinh toan hoc biéu dién méi quan hé gita néng d6 EMS
va ty 1 mau chét véi thoi gian xi 1y

TT Thoi gian x&r ly M6 hinh toan hoc R
1 1h Y =-62,16X + 1157,07X* - 4145,10X° + 5626,30X" - 2508,33X° 0,94
2 2h Y =1,17 + 52,91X - 57,06X*+ 563,85X°- 1107,81X* + 581,77X° 0,97
3 3h Y = 2,22 + 195,48X - 997,26X? + 2299,84X°- 2109,11X* + 689,48X° 0,98

Ghi chii: R-Hé s6 tiwong quan; Y- Ty 16 mau chét; X- Nong dg EMS

Tt két qua thu dude, bang thuat toan
néi suy Lagrange, moét mé hinh toan hoc
duge xay dung biéu dién méi quan hé va hé
s0 tuong quan gitia néng do, thoi gian xu ly
EMS véi ty 16 mau chét. Hé s8 tuong quan R
> 0,9 cho thdy, ty 1&é mau chét va noéng do
EMS xti 1y c6 méi tuong quan thuan va rat
chat ché. Dua vao m6 hinh toan hoc nay, cé
thé du bao dude ty 16 mAu chét véi tiing nong
d6o EMS xt ly, tit d6 xac dinh dudc khoang
néng dé xt 1y dem lai hiéu qua di truyén cao
ma it gay chét cho mau xt 1.

3.2. Anh huéng cia EMS dén su phat
sinh bién di hinh thai chéi in vitro
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EMS khéng chi anh hudng dén kha ning
song va tai sinh chéi cia mau cdy ma con cb
kha ning giy bién di hinh thai cac chéi in
vitro. Cac chbi moc tit cac mau dudge xti Iy EMS
c6 cac hinh dang khac nhau va khong gidng
nhu cac chdi moc tit mau khong xt Iy EMS (d6i
chiing). Chiing tdi goi day 1a cac chdi bi bién
di hinh thai. Ty 1é xu4t hién cac chdi bién di
hinh thai & cac cong thiic thi nghiém 1i khac
nhau (Bang 2). S8 liéu thuc nghiém cho thay
c6 su phu thudc tuyén tinh cta ty 1& cac choi
bién di hinh thai vao néng d0, thdi gian xi 1y
EMS: nong d6 cang cao va thoi gian xu ly
cang dai thi ty 1é chdi bién di cang 16n.



Anh huéng cta xt ly ethylmethane sulphonate in vitro déi véi cay cam chuéng

Bang 2. Ty 1& (%) chéi bién di hinh thai khi x& Iy EMS (sau 4 tuan nubi ciy)

Néng dé EMS (%)

Thoi gian x& Iy EMS (gid)

1 2 3
0,0 2,24 4,19 5,87
0,2 13,20 18,51 29,93
0,4 15,60 28,25 33,33
0,6 34,75 38,53 46,01
0,8 45,72 49,53 56,33
1,0 52,50 57,88 64,49

CV% 3,40 6,70 4,30

LSDo 0s 1,75 3,91 3,04

Mb hinh toan hoc biéu dién méi quan hé giita nong do EMS
va t 16 bién dj ctia chdi véi thai gian xi Iy

1T Thoi gian x ly M6 hinh toan hoc R

1 1h Y = 2,24 + 266,34X - 1823,63X? + 4983,33X%- 5431,25X* + 2061,46X° 0,985
2 2h Y =4,19 + 99,15X - 192,33X2 + 311,72X%-201,04X* + 36,20X° 0,997
3 3h Y = 5,87 + 327,25X - 1665,40X* + 3870,73X°- 3865,10X* + 1391,15X° 0,980

Ghi chii:R- Hé s6 tiwong quan ; Y- Ty 1¢ chéi bién di ; X- Nong d¢ EMS xir Iy

Tu s6 liéu thuc nghiém, mé hinh toan
hoc vé hé s6 tuong quan biéu dién méi quan
hé giiia ty 1& bién di cta chdi v6i néng d6
EMS va thoi gian xt ly EMS d3 duge xay
dung. Hé s6 tuong quan R >0,9 cho thay gitia
ty 1& bién di ctia chéi va néng do EMS va thoi
gian xt Iy EMS c6 méi tuong quan thuan rat
chit ché. Trén co s6 md hinh toan hoc nay cé
thé du doan duge khoang néng d6 va thoi
gian xt Iy EMS hgp 1y dé tao chdi bién di.

DPé lam r6 hon niia mic d6 tac dong cua
EMS, cac dang chdi moc tit cac mau duge xi
ly EMS dugc phan lap thanh cac dang sau:

Dang C
Hinh 1. Cac dang chéi thu dugc sau xt Iy EMS

- Dang A: Chéi phat trién binh thuong.

- Dang B: Chéi c6 bién d6i vé hinh thai
la nhu 14 hinh quat, d6t than mang 1 14, 14
dinh vao nhau tao hinh loa, d6t than mang 3
14, cac 1a bao chat than tao chéi c6 dang voi.

- Dang C: Choéi thép, cac dot than rat
ngin céc la xép xit lai véi nhau, cac la day,
cling mau xanh dam.

- Dang D: Chéi da théan, than dude tao
bdi nhiéu than ghép lai v6i nhau

- Dang E: Chéi c6 kha ning sinh san
manh, cac chdi nay c6 kha ning dé chdi rat
manh, tao thanh cum chéi.

Dang D Dang E

133



Nguyén Thj Ly Anh, Lé Hai Ha, Vii Hoang Hiép

Bang 3. Anh huéng ctia EMS dén ty 1& (%) cac dang choéi in vitro
vé6i thoi gian xt 1y 1 h (sau 4 tuan nudi cay)

Nong(od/c_J) EMS Dang A Dang B Dang C Dang D Dang E
(o]
0,0 97,76 2,24 0,00 0,00 0,00
0,2 86,75 8,10 2,16 3,00 0,00
0,4 74,40 17,32 2,54 4,19 1,55
0,6 64,91 22,32 4,78 4,28 3,70
0,8 54,62 33,25 6,12 3,82 2,19
1,0 47,50 34,72 15,45 2,33 0,00
CV% 1,40 5,70 8,80 8,40 5,20
LSDo0s 1.75 2,00 0,81 0,11 0,11
9 2 2, K e kd A 2 Re o .
Bang 4. Anh huong cua EMS dén ty 1é (%) cac dang choi in vitro
v6i thoi gian x 1y 2 h (sau 4 tuan nuébi cay)
Nong(((;o) EMS Dang A Dang B Dang C Dang D Dang E
(o]
0,0 95,81 4,19 0,00 0,00 0,00
0,2 81,82 10,08 3,13 3,29 1,69
0,4 70,24 17,55 3,75 4,64 3,81
0,6 61,36 27,11 5,42 3,69 2,41
0,8 51,15 32,51 10,63 3,47 2,25
1,0 42,12 36,42 21,46 0,00 0,00
CV% 2,80 8,10 7,40 6,80 6,10
LSDo0s 3,35 3,07 0,97 0,30 0,19

Bang 5. Anh huéng ctia EMS dén ty 1& (%) cac dang chéi in vitro véi thoi gian xtt ly
3 h (sau 4 tudn nubi ciy)

Nong(g:_)) EMS Dang A Dang B Dang C Dang D Dang E
0,0 94,13 5,87 0,00 0,00 0,00
0,2 69,71 19,71 4,69 3,50 2,39
0,4 66,33 21,73 5,39 4,36 2,20
0,6 53,59 31,46 9,31 3,57 2,08
0,8 44,71 38,06 14,33 2,90 0,00
1,0 34,76 35,44 29,80 0,00 0,00

CV% 2,30 4,60 5,00 9,30 4,70

LSDo,05 2,49 2,06 0,95 0,39 0,09

Bang 3, 4, 5 cho thiy, su phan bd caa
cac dang chdi & cac cong thiic thi nghiém
khong giéng nhau. O d6i chiing khong chi ¢6
chéi dang A ma con xuit hién dang B (2,24 -
5,87%). Diéu nay cho thay, su tén tai bién di
soma trong nudi cdy in vitro ciy cim chudng
du 6 ty 1é rat thap. Khi xt 1y 6 nong dd 0,2%
xudt hién 4 dang chéi: A, B, C va D. Khi
tang noéng do EMS 1én 0,4; 0,6; 0,8% thi két
qué cho ca 5 dang chdi A, B, C, D, E. O néng
dd xt 1y 1,0%, ty 1é chdi bién di cao, tuy
nhién s6 dang chdi xust hién lai giam chi c6
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4 dang: A, B, C va D. Trong d6, chéi bién di
tang chu yéu 6 dang C 1a dang c6 kha ning
song rat thap khi dua ra ngoai vuon uom.

Nhu vay, khi x@t Iy EMS 6 nong d6 cao
trong thoi gian dai khong nhiing khong
ting dudc dang bién di ma con lam ching
giam di. Vi vay, nong do6 thich hop cho xi 1y
EMS 1a 0,4% trong thoi gian ngdm mau 2 h.
O ndng do va thoi gian xi 1y nay c6 ty 1é
mau séng, ty 1&é mau phat sinh choéi cao, s6
chdi lugng chdi va dang chéi bién di thu
dugc nhiéu.



Anh huéng ctia x ly ethylmethane sulphonate in vitro dbi véi cay cdm chuéng

Bang 6. Su sinh trudng va kha nang ra ré cua cac dang choi in vitro

Dang chd Ty l& chdi tao ré Thoi gia‘n raré Chiéu cao B SélcéAp 1a SéﬁréATB Chiu dai ré

(%) (ngay) (cm/cay) (la/cay) (ré/cay) (cm)

Dang A 100 7 4,96 4,11 9,23 3,13
Dang B 88,89 9 4,72 3,92 6,44 1,87
Dang C 37,78 15 1,52 2,21 0,78 0,58
Dang D 83,33 11 3,76 3,56 6,21 1,41
Dang E 76,67 12 3,45 3,37 5,76 1,36
CV% 1,80 2,40 2,10 5,00
LSDg s 0,12 0,15 0,21 0,15

Bang 7. Su sinh trudng, phat trién ctia cac dang ciy in vitro (sau 2 tuan trong)

Dang chdi Tyie ?;); song Chié:JC(;?)O He Sb cap la/cay
Dang A 96,16 5,42 5,18
Dang B 93,33 4,55 4,32
Dang C 3,33 2,63 2,34
Dang D 82,22 4,32 3,98
Dang E 76,67 4,03 3,67
CV% 2,20 2,80
LSDo s 0,17 0,20

3.3. Kha ning ra ré cua cac dang choéi

in vitro

Céc dang chdi thu duge sau xt ly EMS
duge chuyén sang nudi cdy trong méi trusng
ra r& (MS bé sung 0,5 g/l than hoat tinh va
0,25 mg/l NAA). Sau 4 tuin nuéi cdy, su sinh
trudng cta cac loai chéi bién di déu kém hon
rat nhiéu so véi chdi binh thudng, mtc do
ting trudng chiéu cao, s6 1a va kha ning ra
ré (ty 1& chéi ra ré, thoi gian xudt hién ré, s6
ré/cay) ctia cac dang chdi giam dan theo thu
tu: choi dang A > chéi dang B > chéi dang D
> chéi dang E > chéi dang C (Bang 6). Nhu
vay, su sinh trudng, phat trién caa cac dang
chdi bién di trong nudi cdy in vitro sé cung
c4p dii lidu gitp dinh huéng sang loc tiép cac
dang bién di c6 1gi trong diéu kién tu nhién.

3.4. Su thich tng cta cac dang choi
in vitro trong diéu kién vudn wom
0 giai doan vuon uom, cac dang chdi bién
di c6 kha ning sdng va sinh trudng than 14

thap hon rat nhiéu so véi dang chdi binh
thuong (Bang 7). Ty 1é song ctia cac chdi dang
A cao nhat (93,33%) tiép dén 1an ludt 1a chéi
dang B, D, E, C. Chéi dang C c¢6 kha ning
song thap nhat (3,33%). Mot trong nhiing
nguyén nhan chinh 14 do s8 lugng ré duge tao
ra trong giai doan tao cdy hoan chinh ctia chbi
dang C rat thap.

Sau giai doan vudn uom, cac dang cay
néu trén da dugc tréng ra vudn san xudt dé
tiép tuc theo doi, danh gia vé cac dac diém
sinh trudng, phat trién khac nhim xac dinh
bién di c6 Igi lam nguén nguyén lidu cho
chon tao gidng hoa cAm chuéng méi.

4. KET LUAN

EMS lam giam kha ning song, kha ning
phéat sinh chéi ti doan than mang méit ngu
clia ciy cAm chuéng in vitro. Néng d6 EMS
cang cao, thoi gian xti Iy mau cang dai thi ty
1é mAu séng va phat sinh chdi cang giam.
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Xt ly EMS da lam téng ty 1é bién di cho
cdy cAm chuéng nuéi cdy in vitro tit 5,1 dén
22,7 1an so véi d6i chiing. Néng d6 va thoi
gian xti 1y thich hgp 1a 0,4% EMS trong thoi
gian 2 gid.

Ty thudc vao nong d6 EMS va thdi gian
xt Iy mau, da thu dudce cac dang chéi bién di
khéac nhau. Trong nam dang chéi bién di thu
dugc (A, B, C, D, E) thi mtic dé ting trudng
chiéu cao, s6 14 va kha ning ra ré (ty 1& chéi
ra ré, thoi gian xudt hién ré, s6 ré/ciy) cta
cac dang chéi giam dan theo tht tu: chéi
dang A > chdi dang B > chdi dang D > choi
dang E > chéi dang C.

Trén co sé sb liéu thyc nghiém da xay
dung dudc mo6 hinh toan hoc va hé sé tuong
quan biéu dién méi quan hé gita kha nang
song ctia mau cdy, ty 1é bién di cta chdi véi
nbéng d6 EMS va thoi gian xt1 Iy mau.
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