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NHAN GIONG IN VITRO CAY SAM BO CHINH

Hibiscus Sagittifolius Kurz
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123Khoa Ky thudt Hoa hoc — Moi trueng Tridng Pai hoc Lac Hong, Dong Nai, Viét Nam
“Céng ty TNHH MTV Uom Mam Viét, bong Nai, Viét Nam
Dén toa soan: 28/12/2014; Chap nhan dang: 5/2/2015
Tém tat. Nghién ciru dugc tién hanh nham xay dung quy trinh nhéan gidng in vitro ciy sam B6 Chinh Hibiscus Sagittifolius
Kurz tir cay in vitro do cong ty TNHH MTV Uom Mam Viét cung cip. Trén méi truong MS bé sung 0,60mg/L BA (6
Benzyladenin), 100% doan than sam Bb Chinh cam img tao chéi sau 21 ngay nudi ciy. Hé s6 nhéan choi dat cao nhit (3,04
lin) sau 28 ngay nuobi céy trén moi truong MS b6 sung 0,50mg/L BA két hgp 0,2 mg/L kinetin. Sau 28 ngay nub6i céy, choi
in vitro tao ré bat dinh va ting truéng tét nhit (5,26 ré/chdi) trén mdi trudng MS bo sung 0,50mg/L NAA

(Naphthaleneacetic acid). Cac cay con in vitro dat ty 1& sbng 80% trén gia thé xo dira am sau 7 ngay thuan duéng.

Tir khéa: Hibiscus Sagittifolius kurz; Sam bé chinh; In vitro; BA; Kinetin

Abstract. This study establisheda protocol for in vitro propagation of Hibiscus Sagittifolius Kurz usingplants in vitro of Uom
Mam Viet Company. The stem segment culture was initiated on MS medium containing 0.60mg/L BA, 100% of explants
induced shoots after 21 days of culture. The highest shoot multiplication rate (3.04 times) was obtained on MS medium
supplemented with 0.50mg/L BA and 0.30mg/L Kinetin after 28 days of culture. Following 28 days of culture in vitro rooting
shoots uncertainty and optimum growth (5.26 roots/shoot) on MS medium supplemented 0.50mg/L NAA. In vitro plantlets

acclimatized themselves in green houses, and the transplants were adapted to natural conditions with a survival rate of 80%

after 7 days.
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1. DAT VAN DBE

Sam B6 Chinh (Hibiscus Sagittifolius Kurz) thuoc ho
Malvaceae 1a mot loai cay dugc liéu quy [1]. Trong ré sam
B Chinh c6 chira Saponin triterpen 1a nhom hop chét quyét
dinh nhiing tac dung dugc 1y dién hinh cta céc cay ho Nhan
Sam (Araliaceae) c6 cong dung tang luc, chéng suy nhuoc,
kém an, kém ngu, chira bénh phdi va bach dai [2]. Sam Bo
Chinh ¢6 nguon gdc & phia nam Trung Qudc, sau phat trién
dan Xuong phia nam chau A, trong d6 c6 Viét Nam. O Viét
Nam, sim B6 Chinh thuong phan b tir tinh Thanh Hoa vao
dén céc tinh phia Nam va mot s6 diém thugc ving nui thap
phia Béc [3]. V&i nhitng cong dung trén ciy sim BS Chinh
dang bi khai thac qua muc, hat ¢6 ty 18 nay mam thip, chat
lugng ciy khong on dinh, kha ning lai tap cao véi cac cay
cung ho (cay Vong Vang, cdy Bup giam, v.v.). Piéu nay da
lam cho s6 luong céy trong tw nhi€n ngay cang giam va kho
bao ton dwoc ngudn gen quy.

_Nghién ciru dugc tién hanh véi mong muén tao duoc
glong cdy sam B Chinh t6t gop phan cai thien chat lugng
gidng cay trong san Xuét cing nhu bao vé ngudn dugc liéu
quy nay. Song song voi dé tai nay, Phan Duy Hiép va
cong su (2014) da dua ra nhitng két qua nghién ctru vé anh
huéng cua chit diéu hoa sinh trudng thuc vat 1én sy phat
sinh hinh thai & mot sé loai saim B Chinh [4], tuy nhién
nhém téc gia chua dua ra quy trinh nhan gidng in vitro cay
sam BS Chinh va ty ¢ song cia cy sau khi dua ra vuon
uom.

2. VAT LIEU VA PHUGNG PHAP
2.1 Vat liéu nghién ciu

Cay sam B Chinh (Hibiscus Sagittifolius Kurz) in vitro
do Cong ty TNHH MTV Uom Mam Viét cung cap.

2.2 Phuong phép nghién ciu

Thi nghiém 1: Khdo sdt anh hirong cia nong dé BA dén
kha nang tdi sinh chéi cdy sam B6 Chinh

Céc doan than tach tir cdy in vitro truong thanh duoc cay
chuyén sang méi trudng nén MS (Murashige va Skoog) bo
sung 0 — 1,00 mg/L BA dé khao sat nong d¢ BA tdi uu cho
tai sinh chdi.

Thi nghiém 2: Khdo sat anh hwong cia néng do BA va
Kinetin dén kha ndng nhdn choi cdy sam Bé Chinh

Cay sam B& Chinh in vitro duoc cit thanh timg doan
than mang choi ngu co kich thugc 1 — 1,5 cm dugc ciy vao
mdi truong MS ¢ bo sung 30g saccarose/L; 8,2 g agar/L;
pH 5,8 va nong d6 BA (0 — 1,00 mg/L), kinetin c¢6 nong do
(0 — 0,40 mg/L), cac chit nay duoc két hop vé6i nhau dé tim
ra moi trudng nhan chdi cho cdy.

Thi nghiém 3: Khdo sdt anh hwong cua nong dé BA va
NAA dén kha ndng nhan chéi cdy sam Bo Chinh

Doan than mang chdi ngu tach tir cdy in vitro truéng thanh

¢6 kich thuée 1 — 1,5 cm duoc ciy vao méi truong MS ¢6 bd
sung 30g saccarose/L; 8,2 g agar/L; pH 5,8 va két hop BA (0 —
1,00mg/L) véi NAA (0 — 0,40 mg/L) dé xac dinh diéu kién
nudi cay tdi uu cho hé sb nhan chdi cao.
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Thi nghiém 4: Khdo sdt anh huwong cua nong dé NAA khd

ndng tqo ré cdy sam Bé Chinh

Chdi in vitro dugc cdy trén mdi truong MS co 30g
saccarose/L; 8,2 g agar/L; pH 5,8, b6 sung NAA (0 — 0,75
mg/L), dé thim do kha nang tao ré.

Thi nghiém 5: Khdo sdt anh huong cia nong d 1BA (Indole-
Butyric Acid) dén kha ndng tao ré cay sam Bé Chinh

Chdi in vitro dugc ciy trén méi truong MS c6 30g
saccarose/L; 8,2 g agar/L; pH 5,8, b sung IBA (0 — 0,75
mg/L), dé khao sat kha ning tai sinh ré va tao cdy hoan
chinh.

Pua cdy ra vieon wom: Ciy sim Bé Chinh in vitro hoan
chinh dugc chuyén ra vudn wom trong trén gia thé xo dira
4m, tudi phun suong giit 4m cho cdy.

Phwong phdp phan tich sé liéu: S6 ligu dugc xir 1y
théng ké bang phan mém Statgraphics 3.0.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1 Anh huéng ctia BA dén kha ning tai sinh chdi cay
sam B Chinh

Cay sam B& Chinh in vitro dugc cét thanh ting doan
than mang chdi nga c6 kich thuéc 1 — 1,5 cm dugc cay
vao moi trudng tao chdi. Sau 3 tuan nudi ciy thu duoc két
qua nhu Bang 1.

Bdng 1. Anh huong cua nong dg BA hiéu qud tdi sinh choi cdy
sam Bo Chinh
Ti 16
tai sinh chdi (%)
88,90

Chiéu cao choi (mm)

BA (mg/L)

88,90 18,50
100,00 20,11
100,00 30,11

77,78 18,14

66,67 10,33

Hinh 1. Chéi sam Bé Chinh tdi sinh trén méi triong MS bé sung
0,60 mg/L BA

O méi truong dbi ching khong bd sung chat DPHSTTV
(diéu hoa sinh truong thuc vat), 88,90% doan than sam B
Chinh cam {ng tao chdi do ban than mau c¢6 san ham lugng
héc-mén ndi sinh nhit dinh kich thich su tao chdi méi. Khi
ting nong do6 BA tir 0,20 — 0,60 mg/L, ti 1¢ tai sinh chdi
tang tir 88,90% 1én 100% tai ndng d6 BA 0,40 mg/L va BA

0,60 mg/L. Chiéu cao chdi tai sinh cao nhét tai méi truong
¢6 bd sung BA 0,60 mg/L (30,11 mm). Nong do BA ting
cao hon 0,60 mg/L ti |8 tai sinh chdi va chiéu cao chdi giam
do nong d6 BA cao kim hiam kha ning tao chdi va trc ché
su kéo dai chdi. Nhu vay moéi truong thich hop dé tao chdi
sam B4 Chinh 1a méi truong MS b sung 0,60 mg/L BA
(Hinh 1).

3.2.Nhan choi

3.2.1 Anh huéng ctia t6 hgp BA va Kinetin dén kha
nang nhan chéi cdy sam Bb Chinh

Cay sam B Chinh in vitro dwoc cit thanh timg doan
than mang chdi ngu c6 kich thuge 1-1,5 cm dwoc céy vao
moi truong nhén chdi. Trén moéi truong nhan chdi, kha
ning sdng sot va tao chdi dat 100%. Thi nghiém trén 17
moi truong va st dung 459 mau. Sau 4 tuan thu duoc két
qua nhu Bang 2.

Bdng 2. Anh huong ciia Nong do BA va kinetin dén hiéu qua nhan
choi cdy sam Bo Chinh

BA(MyL)  Kinetin (mg/L) Héso_ Chiéu cao chdi

nhén choi mm

0 1,00 25,55
0,10 2,07 31,04
0,20 2,48 31,30
0,30 2,22 34,22
0,40 1,89 32,89
0,10 2,22 32,22
0,20 3,04 30,48
0,30 2,30 35,15
0,40 1,67 30,15
0,10 2,19 31,44
0,20 2,52 29,81
0,30 2,26 32,74
0,40 1,67 32,93
0,10 2,07 29,37
0,20 2,11 33,48
0,30 2,00 28,07
0,40 1,63 27,70

Trong moi trudng ddi chimg khong bd sung chat
DHSTTV nén khong ting vé s lugng choi (hé sé nhan
chéi bang 1), cac mdi truong con lai hé sb nhan choi lon
hon 1. Mbi truong khong bo sung chit PHSTTV ma cay
van séng va tao chdi 1a do ban thian mau cdy da co san
ham lwong hoc-mén nodi sinh nhat dinh va trong méi
truong MS di chira ddy du chét dinh dudng can thiét. Di
v6i nhitng méi truong co bd sung chit DPHSTTV, kha
ning tao chdi méi cao hon han va qua trinh nhan choi
ciing dién ra nhanh hon.

Mai truong MS bd sung BA (0,25 — 1,00 mg/L) két hop
kinetin (0,10 — 0,40 mg/L) c6 tac dong t6t dén kha ning
nhén chdi in vitro cdy sim B Chinh. Trong t& hop véi BA
khi ting ndng do kinetin tir 0,10 — 0,20 mg/L s6 chdi ting,
tiép tuc ting ndng do kinetin 1én 0,40 mg/L sé chdi giam.
MBoi truong MS bé sung 0,50 mg/L BA két hop 0,20 mg/L
kinetin cho s6 choi cao nhét (3,04 choi/mau). Chét luong
chdi tét, chdi mép, phién 14 to, khoang cach giita cac dot
than ngin. Diéu nay co thé 1a do vai tro cia cytokinin 1a
kich thich phan chia té bao, phat sinh chdi nach, kim him
wu thé ngon, e ché sy kéo dai chdi, lam ting dién tich
phién 1a (Hinh 2).
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Hinh 2. Cum choi sam B6 Chinh trén méi truong MS bé sung 0,50
mg/L BA ket hop 0,20 mg/ L kinetin

Tham khao két qua nghién ctru nhan giéng cay duoc
liéu than thao ciia Hoang Thi Thé (2013) kha ning tao chdi
cdy Ba kich tét nhit & méi truong c6 bd sung 1 mg/L BA
két hop vai 0,25 mg/L kinetin hé s nhan chdi cao nhat (dat
2,65 lan) [5], thap hon so véi két qua nhan chdi sim B
Chinh & nghién ctru nay véi nong d6 BA 0,5 mg/L két hop
kinetin 0,2 mg/L (3,04 lan). Vay méi truong MS bd sung
BA 0,5 mg/L két hop kinetin 0,2 mg/L 1a mdi truong thich
hop cho nhan chéi sim B4 Chinh.

3.2.2 Anh huéng ctia t6 hgp BA va NAA dén kha

nang nhan choi cay sam B6 Chinh

Hiéu qua cua mot quy trinh nhan giéng in vitro thé
hién bang hé sb nhan chdi. Trong giai doan nhan chdi, sy
phéi hop giira auxin va cytokinin & ndng d¢ va ty 1é thich
hop c6 anh huéng tét dén sy hinh thanh chdi va chat luong
chdi tao thanh. Thi nghiém nay sir dung BA va NAA dé
nghién citu kha ning nhan chdi sim B6 Chinh sau 4 tuan
nudi cdy thu dugc két qua nhu Bang 3.

Mai trudng MS bd sung BA va NAA cho két qua nhan
chdi cao hon so v6i méi truong ddi chimg khong bd sung
chat PHSTTV. Mbi truong bd sung két hop BA (0,25 —
1,00 mg/L) va NAA (0,10 — 0,40 mg/L) da kich thich tao
chdi in vitro. Trong t6 hop véi BA, khi ting ndng do NAA
tir 0,10 — 0,30 mg/L s6 chdi thu dugc ting, tuy nhién khi
tang ndong do NAA 1én 0,40 mg/L s6 chdi hinh thanh giam.
Két qua thu dwoc cho thay, ty ¢ auxin/cytokinin c6 tac
dung phat sinh choi, chdi nach va dic tinh ciia auxin la
kich thich sy ting truong va kéo dai té bao, ting truong
chidu dai than, 16ng, chdi co tinh wu thé ngon nén méi
truong MS bd sung 0,25 mg/L BA két hop 0,30 mg/L NAA
cho hé sé nhan chdi cao nhat 2,63 lan, s 14/chdi 4,15 (chiéc
14), khoang cach gitra cac d6t than dai, chdi kha, phién 14
nhé (Hinh 3).

Hinh 3. Cum ch6i sam B6 Chinh trén méi truong MS bé sung 0,25
mg/L BA ket hop 0,30 mg/L kinetin

Bdng 3. Anh huong cda} nong do BA’vd NAA dén higu qua nhdn
choi cay sam Bo Chinh

0 1,00 25,55
0,10 1,78 34,89
0,20 2,22 42,78
0,30 2,63 51,00
0,40 2,00 40,00
0,10 2,07 37,07
0,20 2,19 33,37
0,30 2,52 37,81
0,40 1,96 26,07
0,10 1,59 23,44
0,20 2,07 33,67
0,30 2,41 36,07
0,40 1,93 30,41
0,10 1,96 21,93
0,20 2,00 22,67
0,30 2,33 31,04
0,40 1,63 29,19

Sau khi tién hanh 2 thi nghiém khao sat anh huong cua
chat PHSTTV dén su nhéan chdi ciy sam BS Chinh ta thu
dugc 2 méi truong cho hé sé nhan chdi cao 1a mdi truong
MS bd sung 0,50 mg/L BA két hop 0,20 mg/L kinetin va
mdi trudng MS bd sung 0,25 mg/L BA két hop 0,30mg/L
NAA. Hé s nhan chdi thu dugc & méi truong MS bd sung
t6 hop BA va kinetin (3,04 1an) cao hon so v6i maéi truong
MS bé sung BA va NAA (2,63 1an). Vay, méi trudng MS
bd sung 0,50 mg/L BA va 0,20 mg/L kinetin 1a méi truong
hiéu qua nhét d6i véi sy nhan chdi cdy sam BS Chinh.

3.3.Giai doan tao ré

3.3.1 Anh huéng ctia t6 hgp NAA dén kha ning tao
ré cay sam B6 Chinh

Sau giai doan nhan chdi 1a giai doan tao ré tir cac chdi @é
tai sinh thanh cay in vitro hoan chinh. Thi nghiém trén 4
moi trudng va s dung 108 miu. Sau 4 tuan thu dugc két
qua nhu Bang 4.

Mbi truongddi chimg khong bd sung NAA cho sb ré tai
sinh thap nhét (1,63 ré/chdi), méi trudng bd sung 0,50 mg/L
NAA dat sé ré/chdi cao nhat (5,26 ré/chdi). Moi trudng
khong bd sung chat PHSTTV, cic mau ciy Van sdng va phat
trién binh thuong, c6 kha ning tao ré nhung hé s6 hinh thanh
ré 1a khong cao, qué trinh tao ré dién ra cham. Ré tai sinh
duoc 14 do trong ban thdn mau ban dau c6 chira mot luong
auxin va cytokinin noi sinh. Khi ting nong do NAA tir 0,25
dén 0,50 mg/L, s6 ré/choi va chiéu dai cum ré ting. Diéu nay
chimg to nong do NAA anh huong dén kha ning tao ré,
chiéu dai ré cua cdy sim B6 Chinh. Tang nong do NAA dén
0,75 mg/L thi s6 ré va chiéu dai ré& giam, do nong d6 NAA
cao gy uc ché kha nang hinh thanh ré cta ciy saim B6 Chinh
(Hinh 4).
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Bdng 4. Anh huong cua nong do NAA kha ndng tao
re cay sam Bé Chinh

S6 ré/choi Chiéu dai cum ré (mm)
0 1,63 11,07
0,25 3,04 17,04
0,50 5,26 27,96
0,75 2,03 15,00

Hinh 4. Chiéu dai ré sam B6 Chinh tdi sinh trén moi treong MS
bo sung NAA

Maéi trudng MS bé sung 0,50 mg/L NAA cho hé sb tao ré
(5,26 lan) tuong tu két qua cua Bui Van Thé Vinh va cong
su (2011) khi nhan giéng in vitro cay Dau mé (Jatropha
curcas L.) [6].
3.3.2 Anh huéng ctia t6 hgp IBA dén kha nang tao ré
cy sam B6 Chinh

Chdi in vitro thu duoc tir thi nghiém nhan chdi duoc
tach riéng I¢ va cay 1én moi truong cam ung ré bé sung IBA
v6i ndng d6 0 — 0,75 mg/L. Két qua sau 4 tuin nudi cay
dugc trinh bay 6 Bang 5:
Bdng 5. Anh hwréng cua nong dé IBA khd ndng tao
ré cay sdm Bé Chinh

IBA (mg/L) S6 ré/choi Chiéu dai cum r& (mm)
0 1,63 11,07
0,25 2,96 15,07
0,50 4,41 22,59
0,75 2,07 15,81

Tét ca cac moi truong ti 18 ra ré dat 100%. S6 ré tai
sinh trong méi truong dbi chirng 1a thap nhat 1,63 ré&/chdi,
r& ngin 11,07 mm. S ré tai sinh trong méi trudng MS b
sung IBA 0,50mg/L 14 cao nhit 4,41 r&/chdi, ré dai 22,59
mm.

Mbi truong khong bd sung chat DPHSTTV co ty 16 tao ré
cao, dat 100% vai 1,63 ré/chdi. Diéu nay cho thay, chdi in
vitro ¢6 thé ra ré ngay trén moi truong MS khong bd sung
chat DHSTTV. Tuy nhién, ré cam tmg trén moi truong doi
chimg phat trién yeu manh va ngin (Hinh 5). Nhing cay in
vitro nay khi chuyen ra dat dé bi chét. Két qua thi nghiém
nay co hé sb tao ré (4,41 1an) thip hon nghién ciru ciia Renu
S va cong su (2008) [7] khi tién hanh nghién ciru nhan
gidng in vitro cay Abelmoschus Moschatus Medik. L (6
I4n), tuy nhién ty 1& hinh thanh r& cao hon dat 100%.

Sau khi tién hanh hai thi nghiém khao sat anh huong cia
chat DPHSTTV dén tao ré cay sim BS Chinh cho thdy NAA,
IBA déu c6 kha ning tao r&, hé sb tao ré kha cao.

Tuy nhién, méi truong MS bo sung 0,50 mg/L NAA két
qua thu duoc 5,26 ré/chdi va bo ré dai 27,96 mm cao hon sé
ré cua moéi truong MS bé sung 0,5 mg/L IBA.Vay, moi

trudng MS b6 sung 0,50mg/L NAA 1a thich hop tao cay
saim B6 Chinh in vitro hoan chinh. Két qua cua nghién
ciru nay c6 hé sé tao ré (5,26 ré/chdi) thap hon so voi
Phan Duy Hiép va cong su (2014) (6,6 ré/chdi) [4]. Su

Hinh 5. Chiéu dai ré sam B6 Chinh tdi sinh trén
méi truong MS bo sung IBA

chénh 1éch hé sé tao ré do dé tai nay khao sat anh huong
ciia don chat NAA va IBA dén kha niang phat sinh ré, tac
gia Phan Duy Hiép va cong su st dung moi truong MS
b6 sung vitamin Morel, t6 hop NAA va IBA.
3.4 Dua cdy ra vuon uom

Cay sam B4 Chinh in vitro hoan chinh dugc chuyén ra
vuon wom trong trén gia thé xo dira am. Trong thoi gian
nay cay phai duge chim soc va bao vé truéc nhitng yéu to
bat lgi nhu: mat nude nhanh 1am cdy bi héo kho, nhiém vi
khuan va nam gdy ra hién tuong théi nhiin, chay 14 do
ning, cac loai con trung tin cong. Cay sim BS Chinh con
sau 1 tuan (Hinh 6) trong trén gia thé xo dira am dat ty 18
séng 80%.

Hinh 6. Céy con sam Bé Chinh trong trén gid thé so dira dm
4. KET QUA

Méi truong MS bé sung 30g saccarose/L, 8,2 g agar/L,
pH 5,8, BA 0,60 mg/L kich thich doan than cua chdi in
Vitro cdy sim B6 Chinh tai sinh choi tét nhat, ty 16 tai sinh
chdi 12 100%, s6 chdi tai sinh 1 chdi/mau.

Mai truong MS bé sung 30g saccarose/L, 8,2 g agar/L,
pH 5,8, BA 0,50 mg/L két hop kinetin 0,20mg/L dat hé s6
nhan chdi cao nhét (3,04 chdi/mau), chiéu cao chdi trung
binh 30,48 mm.

Chdi don tach tir cum chdi in vitro ciy vao moi truong
MS bé sung 30g saccarose/L, 8,2 g agar/L, pH 5,8, 0,50
mg/L NAA dat 5,26 ré/chdi, chiéu dai cum ré trung binh
27,96 mm thich hop nhat dé tao céy in vitro hoan chinh.
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Gia thé xo dura am thich hop dé trong céy trong wom
Vai ty 1€ song 1a 80%.

5. CAM ON

Xin cam on Khoa Ky thuat Hoa hoc va Méi treong da
huéng dan chung t6i hoan thanh dé tai. Cam on Cong ty
TNHH MTV Uom Mam Viét da cung cap nguon mau va
tao diéu kién thuan lgi trong sudt qué trinh thyc hién dé
tai.
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