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NGHIEN CUU TAO RE IN VITRO VA GIA THE NGOAI VUON UOM CUA
CAY RAU MEO (Orthosiphon aristatus)

Thongkham LAPHASY*, Pham Thj Thanh Nhan™
YTvuwong Cao ding Sw pham Khangkhay, tinh Xiengkhoang, Ldo
2Truong Pai hoc Sw pham — PH Théi Nguyén

TOM TAT

Cay Rau meéo hay cay Bong bac (Orthosiphon aristatus) 1a vi thuéc Pong y c6 tac dung didu tri
bénh soi than, ha dudng huyét, chita viém than cap tinh va mén tinh, théng phong, thap khép, viém
gan, di thao duong, chdng lai t& bao ung thu... Bai bao nay trinh bay két qua nghién ctru anh
huong cua nhom chit auxin va gia thé dén kha ning tao ré va cdy Rau méo hoan chinh nhap tir
Lao nham gop phan xay dung quy trinh nhan giéng in vitro dé phat trién loai cay nay ¢ Viét Nam.
Cong thirc mdi trudng thich hop nhit cho su tao ré cdy Rau méo la méi truong MS co ban + agar 9
g/l + sucrose 30 g/l + o. -NAA 0,8 mg/l, véi sb ré/chdi 1a 10,80 ré, chidu dai trung binh cua 1& 1a
5,21 cm sau 8 tuan nudi ciy. Gia thé phii hop dé cay in vitro ra ngoai méi truong tu nhién 1a dat thit
trung binh + cat + trdu hun ti 18 2:1:1.

Tir khéa: gid thé, IBA, NAA, Orthosiphon aristatus, tgo ré.
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STUDY ON CREATION OF IN VITRO ROOTS AND SUBSTRATES
IN THE ARBORETUM OF Orthosiphon aristatus PLANTLETS
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ABSTRACT

Orthosiphon aristatus is well- known for a popular medical plant with the uses to treat kidney
stones, hypoglycemia, acute and chronic nephritis, gout, rheumatism, hepatitis , diabetes mellitus,
cancer ... This article presents the results of effects of auxin, substrates on root formation, growth
and development of Orthosiphon aristatus from Laos in order to contribute to finding a in vitro
multiplication process to develop this plant in Vietnam. The optimum medium fomula for the root
formation of Orthosiphon aristatus is the basal MS medium supplemented with a- NAA 0.8 mg/I,
a number of roots per a shoot are 10,80, the medium length of a root is 5.21cm after 8 culturing
weeks. The suitable medium for them to develope at the nursery stage before growing in the mass-
production is medium soil: sand: burned husk with the ratio of 2: 1: 1.
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1. Pat van dé

Cay Rau meo hay cay Bong bac (Orthosiphon
aristatus) 1a vi thudc Pong y c6 tac dung diéu
tri bénhsoi than, ting bai tiét, ha duong
huyét, chita viém than cip tinh va man tinh,
thong phong, thip khép, thdp ngoai khop,
viém gan, dai thao duong [1], [2]... Trong
Rau meo, cic chit kali, orthosiphonin,
mesoisonitol tac dung loi tiéu, lam tang bai
tiét chét can ba nhu uré, acid uric, Na*, CI'...
va dic biét khong 1am mat kali nhiéu nhu cac
thude loi tiéu tay y [3], [4]. Stampoulis va
cong su da phat hién ra chiét xudt methanol
ctia O. stamineus c6 hoat tinh chdng lai té bao
ung thu biéu mo, té bao ung thu gan di cin
26-L5, HT-1080 [3], [5].

ba c6 nghién cliru chirmg minh flavonoid va
axit phenolic dugc chiét xuét tir 14 cdy Réau
méo ¢6 lién quan dén hoat dong chdng oxy
hoa cia co thé [3]. Tac dung chong viém va
giam dau cua dich chiét xuat 1a O. stamineus
da duoc nghién cuu trén dong vat thi nghiém
[6]. Két qua cho théy ¢0O su hién dién cua cac
hop chét polyphenolics, glycosides, flavon
lipophilic, din xuat axit caffeic, triterpenes va
diterpens [7], [8]. Adam va cOng su [9] cho
rang O. stamineus c6 tac dung giam dau va
khong gay nghién.

O Viét Nam, Rau meo phan b rai rac & ving
ddng bang va mién nli nhu: Cao Bang, Vinh
Loc, Ba Vi, Lam Déng, Tuy Hoa, Phan Rang,
Pht Quéc... Tuy nhién, s luong cdy khong
dap ting da nhu cau sir dung. Theo Vién Duoc
liéu, hang nam Viét Nam phai nhap khéu
hang chuc tin cdy Rau méo tir Trung Qudc,
Campuchia, Lao...[10], [11]. Gia thi truong
hién nay khoang 150000 dong/Kg tuoi. Bai
b4o nay trinh bay két qua nghién ctru tao ré in
vitro va ra cdy Rau méo trén gia thé nham
hoan thién quy trinh nhan nhanh loai cay nay
& Viét Nam.

2. Phuong phap nghién ciru

2.1. Vit liéu va héa chit nghién civu

Mau cdy Rau meo duoc thu thap tai tinh
Xiéng Khoang, Lao va dugc trong tai Vuon

Thuc nghiém Sinh hoc, Trudong Pai hoc Su
pham Thai Nguyén.

Cé4c hoa chat nhu cdn, javen, axit benzoic,
axit citric, thanh phin méi trudng MSO,
sucrose, agar, than hoat tinh, cac hoa chat
diéu hoa sinh truong BAP, kinetin c6 ngudn
géc tr Viét Nam, Trung Quéc, Merk.

Céc thiét bi chinh dung trong nghién ctru gdm
c6: Noi hap khir tring Tomy (Nhét Ban), ti
sdy (Puc), ti lanh (Nhat Ban), t ciy v trung
esco (Singapore), can dién ti (Dtc)....

2.2. Phwong phdp nghién ciru

Phwong phdp tao ré va cdy hoan chinh: Moi
truong dugc su dung: MS + dudng sucrose 30
g/l + agar 9 g/l + than hoat tinh 1 g/l va bo
sung thém chat kich thich sinh truong (o-
NAA, IBA) véi cac ndng do khac nhau (0,2;
0,4; 0,6; 0,8 va 1,0 mg/l), pH 5.8. Tét ca cac
thi nghiém duogc tién hanh trong diéu kién
nhiét d6 25-27°C, thoi gian chiéu sang
12/24h, cuong d6 chiéu sang 2000 lux. Phuong
phap: Cit chdi ngon cua cdy Rau meéo khoang
2-3 cm, cit b6t 1a, ciy vao méi trudong da
chuén bi sin. Mdi cong thirc cdy 30 chdi. Thi
nghiém duoc l3p lai 3 1an. Sau d6 theo doi su
phat trién ciia ciy sau 4, 6 va 8 tuén.

Phwong phap dwa cdy in vitro ra vuwon wom:
Trude khi dem cdy in vitro ra trong ngoai
vuodn vom, binh cay duoc dit trong diéu kién
nhiét d6 phong, bo nip gidy va nit bong. Sau
24 gio, ciy duoc 1dy ra khoi binh va dugc rira
sach moi truong in vitro, dem trong trong cac
bau gia thé. Cac bau nay dugc dit noi anh
sang khuéch tan, thoang mat, tuéi di 4m mdi
ngay. Mdi loai gia thé trong 30 cay.

Phurong phdp xir Iy két qua: Céc sb liéu thng
ké dugc xur ly bang phin mém Excel theo
Chu Vian Man (véi P< 0,05 va a= 0,05) [12].
Céc thi nghiém duogc thuc hién tai phong thi
nghiém Coéng nghé té bao, Khoa Sinh hoc,
Truong Pai hoc Su pham - PH Thai Nguyén.
3. Két qua va ban luin

3.1. Anh huwéng ciia auxin dén sw hinh
thanh vé cdy Riu méo
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3.1.1. Anh hwong cia o- NAA dén sw hinh
thanh ré cdy Rdau meo

Ra & 1a khau cudi cling cua giai doan nghién
ctru in vitro. Chét kich thich sinh truong dugc
dung chu yéu & giai doan niy thudc nhom
auxin. IBA va o-NAA 1a nhitng chit kich
thich cha yéu tac dong 1én qua trinh phén chia
té bao va sy hinh thanh ré. o-NAA 1a chét
kich thich sinh trudng thugc nhoém auxin, co
tac dung lam ting ho hip cua té bao va mo
nudi cdy, tang hoat tinh enzyme va anh huéng

manh dén trao ddi nito, ting kha ning tiép
nhén va sit dung dudng trong moi trudong nudi
céy. a-NAA c6 tac dung tao ré manh hon cac
auxin khéc.

Cac chdi khi dat duoc chiéu cao 2,0 - 4,0 cm
duogc cdy chuyén sang méi truong MS co ban
c6 bd sung agar 9 g/l + sucrose 30 g/l+ a-
NAA v6i cac ndng d6 khac nhau. Ddi chimg
12 moi truong MS co ban c¢6 bd sung agar 9
g/l + sucrose 30 g/1. Qua nghién ctru ching to6i
thu dugc két qua trinh bay trong bang 1.

Bang 1. Anh huong ciia a- NAA dén sw hinh thanh ré cdy Rau méo

Cong thirc Nong dd NAA (mg/l) S0 ré/miu  Chiéu dai ré (cm) Hinh thiiré Chit lwong ré
Sau 4 tudn
bC 0 2,07+1,23 1,95+0,85 Manh, yéu +
CT1 0,2 7,43+1,07 1,48+0,79 map, khoe ++
CT2 0,4 7,37+1,19 1,58+0,73 map, khoe ++
CT3 0,6 7,83+1,46 1,64+0,76 map, khoe -
CT4 0,8 8,77+1,52 1,72+0,75 mép, khée .
CT5 1 7,90+1,58 1,66+0,74 map, khoe ++
Sau 6 tuin
bC 0 2,30+1,14 3,14+1,08 Manh, yéu +
CT1 0,2 8,60+1,16 3,05+1,18 mép, khoe ++
CT2 0,4 9,00+0,64 3,09+1,16 mép, khoe ++
CT3 0,6 9,57+1,22 3,19+1,15 mép, khoe +++
CT4 0,8 10,53+1,17 3,30+1,15 mép, khoe ++
CT5 1 9,87+1,07 3,18+1,16 map, khoe ++
Sau 8 tuin
PC 0 2,33£1,52 5,03+1,37 Manh, yéu +
CT1 0,2 8,77+1,17 4,96+1,31 map, khoe ++
CT2 0,4 9,20+0,55 5,00+1,29 map,, khoe ++
CT3 0,6 9,83+0,99 5,08+1,30 map, khoe 4+
CT4 0,8 10,80+1,03 5,21+1,29 mép, khée .
CT5 1 10,03+0,96 5,10+1,30 map, khoe ++

(Ghi cha: chdt heong ré tot: +++; chat lwong ré trung binh: ++; chdt lwong ré kém: +)

0,6 mg/l

0,8 mg/l
Hinh 1. Anh hwéng ciia NAA dén sw tao ré ciia cdy Rau méo sau 8 tuan nudi cdy

Qua bang 1 cho thay ndng dd o- NAA anh huong den su hinh thanh va phat trién re cua cdy Rau
meo trong nudi cay in vitro. S6 chdi hinh thanh re, s ré/choi cling nhu chiéu dai ré tang dan khi
nong do a- NAA tang tu 0,4- 0,8 mg/1, khi nong do a- NAA tlep tuc tang thi s6 chdi hinh thanh ré
va s6 ré/chdi giam dan. Mai trudng c6 bo sung a- NAA 0,8 mg/l cho hiéu qua cao nhit. Sau 4 tuén
nudi céy, s6 ré/chdi dat 8,77, chiéu dai ré 1a 1,72 cm. Sau 6 tudn nudi céy, s6 ré/chdi dat 10,53,
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chiéu dai ré 1a 3,30 cm. Sau 8 tudn nuoi céy,
s6 ré/choi dat 10,80, chiéu dai ré 12 5,21 cm.
Nhu vy, mdi truong bd sung nong do NAA
toi wu cho sy hinh thanh va phat trién ré cua
cay Rau méo la moi truong MS co ban + agar
9 g/l + sucrose 30 g/l + a- NAA 0,8 mg/l, voi
s0 ré/choi 1a 10,80 re, chieu dai trung binh
cuaré 1a 5,21cm.

3.1.2. Anh hudng ciia IBA dén sw hinh thanh
ré cdy Rau meo

Ciing nhu thi nghiém trén, thi nghiém nghién
ctru sy anh hudng cta IBA dén kha ning hinh
thanh ré dugc tién hanh v&i cac nong do khac
nhau, két qua thu dugc sau nudi ciy 4, 6 va 8
tuan duoc thé hién trong bang 2, hinh 2.

Tir két qua trinh by & bang 2 cho thay, tit ca
cdc mdi trudng nghién ctru déu hinh thanh re,

0,4 mg/l

Hinh 2. Anh hwéng ciia IBA dén sw tao ré ciia cdy Rau méo sau 8 tudn nudi cdy

tuy nhién kha niang hinh thanh ré ciia chdi cay
Rau meéo khac nhau & cac moi truong khac
nhau. Cac méi truong cé chit kich thich sinh
truong IBA déu cho ty 18 chdi ra ré cao hon
nhidu so voi méi truong ddi chimg (moi
truong khong co chat kich thich sinh truong
IBA). Méi trudng c6 bd sung IBA 0,6 mg/l
cho hiéu qua tao ré cao nhét. Sau 4 tuan nudi
cdy, sb r&/chdi dat 6,63, chiéu dai r& 1a 2,57
cm. Sau 6 tudn nudi céy, s6 ré&/chdi dat 7,20,
chiéu dai r& 1 4,26 cm. Sau 8 tudn nudi cdy,
s6 ré/chdi dat 7,33, chiéu dai ré 1 6,16 cm.
Nhu vay, moi truong t6i wu cho sy hinh thanh
va phat trién 1& cia cy Rau meo 1a moi trudng
MS co ban b sung agar 9 g/l + sucrose 30 g/l +
IBA 0,6 mg/l, véi sb ré/chdi 1a 7,33 ré, chiéu dai
trung binh cua ré 1 6,16 cm.

., |

0,6 mg/l

Bang 2. Anh huéng ciia IBA dén sw hinh thanh ré cdy Rau méo

Cong thirc  Nong do IBA (mg/l)  S6 r&/miu__ Chiéu dai ré (cm)  Hinh thiiré  Chit lugng ré
Sau 4 tuin
bC 0 2,07+1,23 1,95+0,85 manh, yéu +
CT1 0,2 5,17+1,34 2,50+1,07 manh, yéu ++
CT2 0,4 5,93+1,60 2,65+1,06 manh, yéu ++
CT3 0,6 6,63+1,30 2,57+1,10 minh, khoe .
CT4 0,8 5,83+1,34 2,58+1,07 manh, khoe +++
CT5 1,0 5,63+1,27 2,56+1,08 manh, yéu ++
Sau 6 tuin
PC 0 2,30+1,14 3,14+1,08 manh, yéu +
CT1 0,2 5,87+1,36 4,11%1,50 manh, yéu ++
CT2 0,4 6,77+1,19 4,24%1,50 manh, yéu ++
CT3 0,6 7,2021,13 4,26+1,45 manh, khoe +H+
CT4 08 6,900,96 4,15+1,54 ménh, khoe +H+
CT5 1,0 6,701,02 4,04%1,54 manh, yéu ++
Sau 8 tuin
bC 0 2,33+1,52 5,03+1,37 manh, yéu +
CT1 0,2 6,00£1,53 5,99+1,64 ménh, yéu ++
CT2 0,4 6,90+1,30 6,13+1,64 manh, yéu ++
CT3 0,6 7,33x1,18 6,16+1,60 manh, khée +ht
CT4 08 7,070,98 6,04+1,68 manh, khoe +H+
CT5 1,0 6,83+0,99 5,97+1,67 manh, yéu ++
(Ghi ch(: chdt heong ré tot: +++; chdt heong ré trung binh: ++; chdt lwgng ré kém: +)
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Khi so sanh méi trudng nudi ciy c6 bd sung
NAA 0,8 mg/l véi méi trudng nudi cay co bd
sung IBA 0,6 mg/l. Chung tdi nhén thiy, sau
8 tudn nudi céy, ti 16 miu tao ré, sb ré&/mau &
mdi truong bo sung NAA 0,8 mg/l cao hon so
v6i mdi truong nudi cdy bod sung IBA 0,6
mg/l. Piéu d6 cho thiy, v6i anh hudng riéng
ré cua NAA va IBA thi NAA 0,8 mg/l kich
thich sy phat sinh r& tir mau nudi cay cua ciy
Rau meo 1a dat hi€u qua cao hon so véi IBA.
3.2. Anh hwéng ciia gid thé dén sw sinh
trwong, phdt trién ciia cdy Riau méo ngoadi
nha lugi

Lua chon gia thé thich hop dé dua ciy ra
ngoai vuon uom ciling 1a mét khau quan trong
trong quéa trinh nhan giéng vo tinh. Cay in
vitro dugc nudi trong diéu kién 6n dinh vé
nguén dinh dudng, anh sang, nhiét do... Vi
thé, trude khi dem cdy ra trong ngoai vudn
uvom, ta dua cay ra khoi phong cay dat trong
diéu kién nhiét d6 phong binh thudng, boé nip
gidy va nut bong, dé khoang 24h. Sau do6 lay

cdy ra khoi binh, dem trong trong cac gia thé
nghién ctru. Trong thodi gian cdy con thich
nghi v6i diéu kién moi truong (t4i thidu 1a
khoéang 2-3 tuan), cdy con cin duoc chim soc
va bao vé cén than. Cac bau nay dugc cho vao
céc khay, dat noi anh sang khuéch tan, thoang
mat, tuéi du 4am mdi ngdy dé cdy con dan
thich nghi v6i diéu kién bén ngoai. Két qua
thu dugc ¢ bang 3 va hinh 3.

Qua bang 3 cho théy, gia thé CT1 ¢ ti 1é cay
séng 14 60,00 %, va chiéu cao 1a 3,83cm, la
cdy mau xanh nhat, c6 nhiéu 14 bi rung, ciy
khong phat trién thém 14 méi. Gia thé CT2 c6
ti 1¢ cay song 1a 50,00% va chiéu cao 1a 3,80
cm. Gia thé CT3 ¢6 ti 1& cay sdng 1a 60,00 %,
va chiéu cao 13 3,83 cm, 14 mau xanh dam,
ciy xuét hién 14 méi. Gia thé CT4 co ti 18 ciy
song 1a 70,00 %, va chiéu cao 1a 3,86 cm, la
mau xanh dam cay phat sinh thém l& moi.
Nhu véy, gia thé phu hop dé cay in vitro ra
ngodi moi trudng tu nhién 1a dat thit trung
binh + ct + trau hun ti 1¢ 2:1:1.

Bang 3. Anh huong ciia gia thé dén cdy trong trong bau sau 6 tudn

Cong thirc Thanh phin gia thé Ti 18 ciy sdng (%) Chiéu cao cdy (cm) Chét lugng ciy
CT1  Dit thit trung binh 60,00 £ 0,52 3,83+0,98 +
CT2  Dét thit trung binh + cat (2:1) 50,00 + 0,53 3,80+0,84 ++
CT3  Dit thit trung binh + trdu hun (2:1) 60,00 + 0,52 3,83+0,98 +++
CT4  Dat thit trung binh + trdu hun + cat (2:1:1) 70,00 + 0,53 3,86 + 0,90 +4++

Ghi chii: (+): Ld cdy chuyén mau xanh nhat, ¢é nhiéu ld bi rung, khong phat trién thém ld méi; (++): Ld
mau xanh dam, chua xuat hién la méi; (+++): La mau xanh dam, phdat sinh thém la moi.
. —

CT1 CT2 CT3 CT4
Hinh 3. Cay Rau meo in vitro trén cdc gid thé sau 6 tuin

4. Két luan
Cong thirc moi trwong thich hop nhat cho syr tao ré cay Rau méo la moi truong MS co ban + agar
9 g/l + sucrose 30 g/l + a- NAA 0,8 mg/l, véi so ré/chdi 12 10,80 ré, chiéu dai trung binh cua ré 1a
5,21cm sau 8 tuan nudi cay.
Gié thé phl hop dé cay in vitro ra ngoai méi truong tu nhién 1a dat thit trung binh + cat + triu
hun ti 1€ 2:1:1.
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