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TOM TAT

Cay Nhau (Morinda citrifolia L.) 1& mét logi cdy dwoc lidu quy nhung viéc nhan giong cay
va tgo nguon cay sach hién nay con han ché. M6 seo 1a nguyén li¢u khai dau cé kha ndng biét hda
thanh ré, choi va phéi dé tao cay hoan chinh gidp nhan nhanh gidng cay in vitro. Két qua nghién
ciu cho thdy, nghiém thizc MS ¢6 bé sung 2,4-D 1 mg/l va BA 1 mg/I cho si hinh thanh va phat
trién cua seo tot nhat.

Tir khoa: Nhau (Morinda citrifolia L.), md seo, chit diéu hoa ting truang thyuc vat.

1. Mé dau

Cay Nhau (Morinda citrifolia L.) ¢6 nguon gc tr Pong Nam A va chau Uc
(Scot, 2003). C4c bo phan cua cdy nhu ré, than, 14, qua déu duoc sur dung lam thude diéu
tri nhiéu bénh nhu nhirt moi tay, chan, dau lung, cao huyét &p, mat ngu... Do d6, Nhau 1a
ngudn dugc lidu hiru ich cho nganh y hoc (V8 Vian Chi, 1997; Pham Hoang Ho, 2003).

Hién nay, cac nghién ciru vé sy anh huong cia cac chat diéu hoa sinh truong thyuc vat
dén su tao seo tir cac mo cua cdy Nhau con han ché. Bén canh do, viéc nhan gidng cay hién
nay chii yéu duoc thuc hién bang cach gieo hat voi thoi gian nay mam kéo dai va cay con
rat dé bi sau bénh tan cong.

M0 seo 1a mot dam té bao khong phan hoa, co dic tinh phan chia manh thudng duoc
tao ra do nhitng x40 tron trong qua trinh tao co quan. Mo seo phat trién khong theo quy
luat nhung c6 kha ning biét hda thanh r&, choi va phoi dé tao cay hoan chinh. Do d6, cay
non hay nhitng manh than non cia cdy truong thanh dé& cho mé seo trong diéu kién nuoi
cay mo (Bui Trang Viét, 2000; Vii Van Vu va cs., 2012).

Trong nghién ctu nay, chdng téi khao sat sy anh huong cua 2,4-D va BA [én sy tao
seo tir 14 cAy Nhau (Morinda citrifolia L.) vai mong mudn cung cip ngudn dugc liéu véi
ning suat cao, sach bénh, thoi gian thu hoach ngan.

2. Vatligu

La Nhau non (14 tht hai hoac thir ba tinh tir ngon) duoc thu tir cdy Nhau tai Ki tic x4
Trudng Pai hoc Su pham Thanh phé H6 Chi Minh (351 Lac Long Quéan, phuong 5,
Quan 11, H6 Chi Minh) c6 kich thuéc: chiéu dai 15-18 cm, chiéu rong 6-10 cm.
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3. Phuong phap
3.1. Khitring mdu cay

L& Nhau non dugc cit thanh cac manh hinh chir nhat doc gan chinh, ria duéi voi
nude va lic xa phong lodng. Tiép tuc khir tring mau véi con 70° két hop véi dung dich
NaClO hoic dung dich HgCl> & cac nong d6 va thoi gian khac nhau. Sau d6 mau ciy
duoc cat got, tao vét cat vubng goc voi gan 1a va dugc cdy vao cac 6ng nghiém chia
moi truong MS.

Sy nudi cay duoc thuc hién & diéu kién tdi, d6 4m 60% *+ 5%, nhiét do 22°C + 2°C.
MJi nghiém thirc duogc 1ap lai 3 1an, mdi 1an 10 mau cdy.
3.2. Phwong phdp khdo sat sw dnh hwéng cia chdt diéu hoa ting trwéng thuc vit
2,4-D riéng lé hay 2,4-D phéi hgp véi BA ¢ cac néng dé khdc nhau dén su tao seo tir 14
Nhau

Mau cdy sau khi khir tring duoc cat got, tao vét cat vubng goc véi gan 14 roi cay vao
mdi trudng MS ¢6 bd sung 2,4-D (0,5 mg/l; 1 mg/I; 2 mg/l; 3 mg/l) riéng Ié hoic 2,4-D
(1 mg/l; 2 mg/l) phéi hop véi BA (0,5 mg/l; 1 mg/l; 1,5 mg/l; 2 mg/l). Mau ciy dugc dat
trén moi truong nudi cdy sao cho mit dudi cia 14 huéng xudng méi trudng nudi cay.

Sy nudi cay duoc thuc hién & diéu kién tdi, d6 4m 60% * 5%, nhiét do 22°C + 2°C.
MJdi nghiém thirc dugc 1ap lai 3 1an, mdi 1an 10 mau cdy.
3.3. Phwong phdp cin miu

Mau cdy cua cac nghiém thirc duoc can sau 1 tuan, 2 tuan, 3 tuan va 4 tuan nudi ciy.
Mau cay duoc can bang can tiéu li co do sai sd 1a + 0,019, qua trinh can miu dugc tién
hanh trong tu cay vai cac dung cu d& v tring, mau cay sau khi dwoc can s& dugc chuyén
lai vao méi truong nudi ciy dé tiép tuc theo dai.
3.4. Quan sat hinh thai gigi phiu

Nhitng bién doi t& bao hoc trong qué trinh cam ung tao seo duoc theo ddi sau khi
thyuc hién cac lat cit bang tay, nhuom kép véi do carmin va xanh metylen va quan sat dudi
kinh hién vi quang hoc vao ngay tha 3, 7, 10, 14 tinh tir IGc bit d¢au nudi cay.
3.5. X li s6 liéu

Céc s6 lieu duoc xur i thdng ké bang chwong trinh Statistical Product and Services
Solutions (SPSS), phién ban 20 dung cho Windows. Su khéc biét c6 y nghia & muac xac
suit p = 0,05 (p: probability) cua gié tri dugc biéu hién bang cac mau tu khac nhau.
4.  Kétqua
4.1. Két qud khir truing médu cay

Mau 14 Nhau sau khi duoc khir tring véi dung dich cdn 70° két hop véi dung dich
NaClO hozc dung dich HgCl. va nudi cay trén méi truong MS sau 4 tuan, két qua cho thay
nghiém thuc khir trang véi con 70° trong 1 phat 30 gidy két hop véi HgClz ¢ ndng d6 0,1%
trong 10 phat cho hiéu qua khir tring cao nhét véi ti 16 mau song dat 100% (Bang 1 va 2).
Két qua nay phl hop vai nghién ciu cua Elakkuvan va cong su (2015).
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Bdng 1. Hiéu qud khir tring mau 1& nhau cia dung dich con 70°
két hop véi dung dich NaClO ¢ cac nong do va thoi gian khac nhau

Theai gian khi

Thai gian khir

Nahié - Nd A . _ Tilé miu sé
?h !im tring véi con 70° Nacoilllg ?0(‘)/) trung véi NaClO Lk r(:jl; >ong
" (phui) ° (phut) °
bC 0 phat 0,0 0 0,00 + 0,00
1 0.5 10 6,67 + 5,77
2 ’ ’ 15 6,67 +5,77°
1 phat 5
3 10 10,00 + 0,00°
1,0 5
4 15 16,67 + 5,77%¢
5 10 26,67 + 5,77°
0,5 T
6 , 15 30,00 + 10,00°
3 phut
7 10 50,00 + 10,00°
1,0 S
8 15 36,67 + 11,55%
9 0.5 10 6,67 + 5,772
10 , ’ 15 0,00 + 0,00?
5 phat
11 10 10 0,00 + 0,00?
12 ’ 15 0,00 + 0,00

CAc s6 trung binh trong mét cot ¢6 cac mau ti khac nhau thi khac biét ¢ y nghia miic p = 0,05

Bdng 2. Hiéu qud khir tring mau 1& nhau cia dung dich con 70°
két hop véi dung dich HgCl, ¢ cac nong dg va thoi gian khac nhau

Thai gian khir

Nghiém  Theoi gian khir tring Nong d . : 4 < 2
: L ) . trung veéi HgCl Ti Ié mau song (%
thirc véi con 70° (phat) HgCl2 (%) g U, gt i1 mau song (%)
(phat)
bC 0 phat 0,0 0 0,00 + 0,002

13 10 30,00 + 10,00°

0,05 m

14 i 15 50,00 + 10,00

1 phat 5

15 01 10 70,00 + 10,00

16 ’ 15 66,67 + 5,77

17 10 53,33+ 5,77¢

0,05 T

18 3 i 15 60,00 + 10,00

1 phat 30 giday
19 01 10 100,00 + 0,00°
20 ’ 15 76,67 + 5,77¢

CAc s6 trung binh trong mét cét ¢6 cac mau ti khac nhau thi khac biét ¢ y nghia miic p = 0,05
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4.2. Anh huwéng ciia 2,4-D riéng lé dén qué trinh tgo seo tir 14 Nhau.

Céc mau la Nhau dwoc nudi cdy trén moi truong MS sau 4 tuan dan chuyén sang
mau xanh nhat, phién 14 cirg hon, hai bén phién 4 un cong vé phia gan chinh, tai cac vét
cat bi hda nau, cac té bao nhu mé cua thit 14 c6 sy tang sinh (Hinh 1a, Bang 3 va 4).

Tuy nhién, trén méi trudng MS ¢c6 bd sung 2,4-D riéng l¢ & cac nong do khac nhau
(0,5 mg/l; 1 mg/l; 2 mg/l; 3 mg/l), sau 4 tuan nudi cidy 100% mau ciy & cac nghiém thuc
déu tao seo. Seo bat dau hinh thanh tai cac vét cat trén phién 14, cac té bao nhu mo va céc
té bao biéu bi déu cé cac dau hiéu cam ting tao seo (Hinh 1b, ¢, d va e). Trong dé nghiém
thicc MS b sung 2,4-D 1 mg/l ¢ qua trinh cam Gng tao seo va sy phét trién cua seo
nhanh va manh (Hinh 1c), nén khéi luong tuoi cta seo cao nhat va cé sy khac biét vé mat
thong ké so vai nhitng nghiém thirc con lai (Bang 3 va 4).

Bdng 3. Anh huong cia 2,4-D dén kha néng tao md seo
tir mau 1a Nhau sau 4 tuan nudi cay

Nong d Ti 18 méu tao seo (%)
2,4-D (mg/l) Tuéan 1 Tuan 2 Tuan 3 Tuén 4
Péi chimg 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00
0,5 0,00 + 0,00* 46,67 + 5,78" 86,67 + 11,55 100,00 + 0,00
1,0 0,00 + 0,00™ 96,67 + 5,78%Y 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
2,0 0,00 + 0,00* 86,67 + 11,55 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
3,0 0,00 + 0,00* 66,67 + 15,28" 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00

CAc s6 trung binh trong mét cét c6 cac mau tir khac nhau thi khéc biét cd ¥ nghia maic p = 0,05.

Bdng 4. Anh hwong cua 2,4-D dén khéi liwong tiroi ciia md seo
tir mau 14 Nhau sau 4 tuan nudi cay

Khéi lrgng twoi cia seo (g)

Nong do
2,4-D (mg/l) Tuén 1 Tuén 2 Tuan 3 Tuén 4
Déi chung 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,0 + 0,00 0,01 + 0,00
0,5 0,00 + 0,00™ 0,01 + 0,00% 0,04 + 0,02 0,09 + 0,01°"
1,0 0,00 + 0,00 0,06 + 0,00% 0,15 + 0,01% 0,28 + 0,01°"
2,0 0,00 + 0,00™ 0,04 + 0,01% 0,11 + 0,01% 0,22 + 0,01
3,0 0,00+ 0,00 0,03 + 0,01% 0,09+ 0,01% 0,17 + 0,01%"

CAc s6 trung binh trong mét cét ¢6 cac mau ti khac nhau thi khac biét ¢ y nghia miic p = 0,05
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[w)
-

a b C

Hinh 1. Mdu cdy trén méi truong MS bé sung 2,4-D ¢ cic nong dg khdc nhau sau 4 tudn
(2) Mau cay trén moi truong MS sau 4 tuan; (b) Mau cdy trén mdi trudng MS bd sung 2,4-D 0,5 mg/l sau 4
tuan; (c) Méu ciy trén méi truong MS bd sung 2,4-D 1,0 mg/l sau 4 tuan; (d) Mau cdy trén moi truong MS
bé sung 2,4-D 1,5 mg/l sau 4 tuan; (e) Mau cdy trén méi trudng MS bd sung 2,4-D 2 mg/l sau 4 tuin.
4.3. Anh hwéng ciia 2,4-D phéi hep véi BA & c&c néong dp khdc nhau dén qua trinh tgo
seo tor 14 Nhau

Céc mau céy trén moi truong MS ¢6 bd sung 2,4-D (1 mg/l; 2 mg/l) phdi hop véi BA
(0,5 mg/l; 1 mg/l; 1,5 mg/l; 2 mg/l) déu cam tng tao seo ngay tuan dau tién nudi cay. Bén
canh d6, seo phat trién rat nhanh nén khéi luong tuoi ciia seo thu dugc cao hon cac nghiém
thirc MS bé sung 2,4-D riéng Ié (Hinh 2, Bang 5 va 6)

Dic biét & nghiém thirc MS ¢6 b sung 2,4-D 1 mg/l va BA 1 mg/l ¢6 hiéu qua tao
seo cao nhat. Qué trinh cam &ng va tao seo dién ra rat som, sy phét trién caa seo manh va
nhanh nén khdi lugng tuoi cua seo thu dugc cao nhat va co khac biét thdng ké so vai cac
nghiém thirc con lai sau 2 tuan nudi cdy (Hinh 2b, Bang 5 va 6).

Bdng 5. Anh hwong cia 2,4-D phdi hop véi BA dén kha nang tao md seo
tir mau 14 Nhau sau 4 tuan nudi cay

Nong d9  Nong dd Ti 1& mAu tao seo (%)
2,4-D BA - - - :
(mg/l) (mg/l) Tuan1 Tuan 2 Tuan 3 Tuan4
0,0 0,0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00® 0,00 + 0,00™ 0,00 + 0,00™
1,0 0,5 0,00 + 0,00 96,67 +5,77% 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00%
0,00 + b b b
1,0 1,0 0.00% 100,00 + 0,00® 100,00 + 0,00® 100,00 + 0,00%
2,0 0,5 0,00 + 0,00 96,67 +5,77% 100,00 + 0,00® 100,00 + 0,00%
0,00 + b b b
2,0 1,0 Py 100,00 + 0,00® 100,00 + 0,00® 100,00 + 0,00"Y
2,0 1,5 0,00 + 0,00 96,67 +5,77% 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00%
2,0 2,0 0,00 + 0,00 90,00 + 10,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00%

Céc so trung binh trong mét cgt cd cac mau tir khac nhau thi khac biét ¢6 y nghia mic p = 0,05
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Bdng 6. Anh hwong cia 2,4-D phoi hop véi BA dén khoi heong tiroi ciia md seo
tir mau 14 Nhau sau 4 tuan nudi cay

Nong Nong Khéi lrgng twoi ciia seo (q)

do do
2,4-D BA X \ ) )
! Tuan 1 Tuan 2 Tuan 3 Tuan 4
(mg/l) (mg/l)
0,0 0,0 0,00 + 0,00™ 0,00+ 0,00% 0,00 + 0,00 0,01 + 0,00
1,0 0,5 0,00 + 0,00™ 0,07 + 0,01% 0,14 + 0,01% 0,22 +0,02%"
1,0 1,0 0,00 + 0,00 0,10 + 0,00 0,22 + 0,02 0,35 + 0,02™
2,0 0,5 0,00 + 0,00™ 0,07 + 0,01% 0,14 + 0,02% 0,25 + 0,02
2,0 1,0 0,00 + 0,00™ 0,07 + 0,01% 0,18 + 0,01% 0,30 + 0,02°"
2,0 1,5 0,00 + 0,00™ 0,05 + 0,01 0,14 + 0,01% 0,20 +0,01%"
2,0 2,0 0,00 + 0,00™ 0,03 + 0,00% 0,07 + 0,01 0,09 + 0,01°"

Céc so trung binh trong mét cgt cd cac mau tir khac nhau thi khac biét ¢6 y nghia mic p = 0,05

Hinh 2. Mdu cdy trén méi truong MS bé sung 2,4-D va BA ¢ c4c nong dg khac nhau sau 4 tuan
(@) Méu cay trén moi truong MS bo sung 2,4-D 1 mg/l va BA 0,5 mg/l sau 4 tuan; (b). Mau cdy trén moi
truong MS bd sung 2,4-D 1 mg/l va BA 1 mg/l sau 4 tuan; (c) Mau cAy trén méi truong MS bd sung 2,4-D 2
mg/l va BA 0,5 mg/l sau 4 tuan; (d) Mau ciy trén mdi truong MS b sung 2,4-D 2 mg/l va BA 1 mg/l sau 4
tuan; (€) Miu cy trén méi truong MS bd sung 2,4-D 2 mg/l va BA 1,5 mg/l sau 4 tuan; (f) Mau cdy trén moi
truong MS bo sung 2,4-D 2 mg/l va BA 2 mg/l sau 4 tuan.
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Chit déu hoa tang truong thyuc vat c6 vai trd quan trong trong qué trinh hinh thanh
mo seo, dac biét 1a auxin (Hopkins, 1995). Theo Bui Trang Viét (2000), trong sé cac loai
auxin duoc sir dung trong nudi cdy in vitro, 2,4-D dugc xem 1a mot auxin manh, cé tac
dong manh mé Ién sy ting truang té bao, su acid hda vach té bao, cam tng sy phan chia té
bao, kich thich sy hinh thanh md seo. Mac khac, hiéu tng caa auxin tuy thudc vao loai
auxin, ndng do hién dién trong md thuc vat va méi truong nudi cy (Taiz & Zeiger, 2002).
Vi thé nong d¢ auxin & mirc qua thap hoic qué cao khdng co tac dung hoic uc ché qua
trinh tao seo. Do d6 ddi véi nghiém thirc MS bé sung 2,4-D 1 mg/l Ia nong do thich hop
kich thich manh sy hinh thanh va phat trién cua seo.

Cytokinin kich thich sy phan chia té bao, thuc day sy phién ma tao mRNA, kich
thich su tong hop protein va enzyme dic hiéu trong cac mé xac dinh dé tao seo véi diéu
Kién c6 auxin (Taiz & Zeiger, 2002). Do d6 cac nghiém thic MS b6 sung 2,4-D phdi hop
v6i BA cho hiéu qua tao seo cao, thé hién qua qué trinh cam (ng tao seo dién ra som, seo
phét trién manh va ti I¢ auxin/cytokinin cao kich thich tao r&, trong khi ti I¢ nay thap kich
thich tao chdi, & muc trung gian s& kich thich tao md seo (Zakizadeh et al,2008). Vi thé,
trong mdi trudng MS b sung 2,4-D 1 mg/l phbi hop voi BA 1 mg/l cho hiéu qua phat trién
Se0 cao Va tét nhét trong cac nghiém thic.

Theo Hopkins (1995), c4c chat déu hoa tang truong thuc vat co ngudn goc tir cac san
pham trung gian hinh thanh trong qua trinh duong phan va c6 anh huong dén kha ning tao
seo khi phéi hop véi cac chat déu hoa tang truong thyc Vit ngoai sinh. Diéu nay giai thich
vi sa0 moi truong MS ¢6 b sung 2,4-D 2 mg/l phdi hop véi BA 1 mg/l cho khéi lugng seo
twong d6i cao di co sy chénh léch ty I cao giita auxin va cytokinin, nhung van khong
bang nghiém thic MS bé sung 2,4-D 1 mg/l phéi hop voi BA 1 mg/l. C6 I& luong
cytokinin noi sinh trong 14 Nhau cao nén d4 anh huong dén sy can bing gitra
auxin/cytokinin trong sy tao seo cua nghi¢ém thirc nay.

4.4. Quan sat hinh thai gigi phiu

M0 seo dugc giai phau sau mdi tuan nudi ciy va nhuom kép véi dung dich do carmin
va xanh metylen. Két qua giai phau cho thiy, & nghiém thirc d6i chimg, sau 3 dén
4 tuan nudi ciy cac té bao nhu md cua thit 14 (mii tén xanh dwong) bat dau c6 sy ting
truong vé kich thude, cac té bao nay co kich thugc In hon cac té bao nhu md & gan chinh
cua la (mdi tén vang) (Hinh 3a).

Déi véi cac nghiém thie ¢6 bo sung chat déu hoa tang truong thuc vat, cac khdi seo
dugc hinh thanh ngay nhing noi gan véi b6 dan, & canh gan chinh cua la hoic céc gan bén
caa la (mii tn mau xanh 13). Céc té bao nhu mo va cac té bao biéu bi déu c6 céc dau hiéu
cam ung tao seo, 1am xuat hién cac té bao khong cé hinh dang nhit dinh, tao nén sy xao
tron trong vung mo, khac biét I6n so véi vung mé chua hoat hda tao seo (miii tén mau do).
Ngoai su phan chia, t& bao con c6 su tang truang vé kich thuéc (Hinh 3b, 3c).
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Hinh 3. Seo cdt ngang tir mau lé Nhau trén cde méi truong sau 4 tuan
(a) Seo Cit ngang tir mau 14 Nhau trén mdi truong MS sau 4 tuan; (b) Seo cit ngang tir mau 14 Nhau trén moi
truong MS bé sung 2,4-D 1 mg/l sau 4 tuan; (c) Seo cit ngang tir mau 1a4 Nhau trén mdi truong MS bé sung
2,4-D 1 mg/l va BA 1 mg/l sau 4 tuin.

Dudi su tac dong caa auxin, sy tao moé seo in vitro thugc vé mot trong ba qua trinh:
su phan phan hoa cua té bao nhu mo,su phan chia cua té bao tugng tang, cAc té bao biéu bi
hay dudi biéu bi phan (tng manh nhat véi auxin; su x40 tron cac mé phén sinh so khai (BUi
Trang Viét, 2000). Trong khi d6 cytokinin tac dong Ién ca hai budc cia sy phan chia té
bao: phan nhan va phan bao. Piéu nay dugc thay rd trong hinh thai giai phiu cua seo qua
céc tuan nudi cay: dau tién Ia cac té bao nhu md giira mach gd va libe & gan chinh hay biéu
bi cam 1ing tao seo, c4c té bao nay phan phan hoa sau do tién hanh phan chia nhiéu lan, gay
Xa0 tron mo, hinh thanh seo.

5. Kétluan

- Mau 14 Nhau duoc khi tring véi con 70° trong 1 phat 30 gidy két hop véi dung dich
HgCl2 0,1% trong 10 phut, cho hiéu qua khir tring tbi wu, dat 100% ti 1&é mau sbng.

- Nghiém thic MS c6 bb sung 2,4-D 1 mg/l va BA 1 mg/l cho sy hinh thanh va phat
trién cua seo tét nhat. Ti 1é mau tao seo dat 100% sau hai tuan nudi ciy, sy cam ng tao
seo xay ra nhanh, su phéat trién cua seo tot.

- Céc khdi seo duoc hinh thanh ngay nhitng noi gan véi bo din, & canh gan chinh hoic
gan bén cua la.

% Tuyén bé vé quyén lgi: Cac tac gid xac nhan hoan toan khéng cé xung dét vé quyén loi.
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ABSTRACT

Morinda citrifolia L. is a valuable medicinal plant, however the propagation and
development of disease free plants nowadays are still retricted. Callus is the starting material
capable of differentiating into roots, shoots and embryos to develop complete plants. The result of
the present study indicates that MS medium supplemented with 1mg/l 2,4-D and 1 mg/l BA is the
best for callus formation and growth.

Keywords: Morinda citrifolia L., callus, plant growth regulators.
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