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1. Giới thiệu 

Nhân giống in vitro là một phương pháp có nhiều ưu điểm như tạo ra cây giống sạch bệnh, 

không phụ thuộc vào mùa vụ, cây giống sản xuất ra đồng đều, số lượng lớn trên một không gian 

nhỏ. Tuy nhiên, giá thành của cây cấy mô luôn cao hơn so với giá thành của cây truyền thống [1]. 

Theo tính toán trên một đơn vị môi trường, chi phí cho chất gây đông (gelling agent) chiếm hơn 

70% [2]. Agar, một heteropolysaccharide, là chất gây đông được sử dụng phổ biến trong môi 

trường nuôi cấy mô tế bào nhờ những ưu điểm như trong suốt, không độc và có khả năng chống 

lại quá trình chuyển hoá tiêu cực trong nuôi cấy mô [3].  

Một số tinh bột thương mại từ sắn, lúa gạo, ngô và khoai tây cũng được nghiên cứu như chất 

gây đông môi trường nuôi cấy cây hoa mào gà (Celosia sp.), đã cho thấy tiềm năng của 

polysaccharide này [4]. Gần đây, nghiên cứu về chất gây đông môi trường nuôi cấy mô giảm giá 

thành sản xuất cây giống ở quy mô lớn đã được thực hiện trên một số đối tượng khác như ảnh 

hưởng của tinh bột cây cao lương và Isabgol (bắt nguồn từ hạt cây Plantago ovata) đến ba giống 

chuối thương mại [5], hoặc ảnh hưởng của tinh bột sắn đến vi nhân giống cây chuối [6].  

Trên đối tượng cây hoa cúc cấy mô, chất gây đông môi trường gồm agar, bacto agar, tinh bột 

lúa mạch, tinh bột ngô, gum Gellan (Gelrite®), Phytagel, môi trường PDA (đường dextrose, nước 

chiết khoai tây, agar) và agar yến mạch đã được nghiên cứu trong vi nhân giống quang tự dưỡng 

cây này [7]. Tuy nhiên, đến nay vẫn chưa có nghiên cứu liên quan đến sử dụng tinh bột sắn dây 

làm chất gây đông môi trường cấy mô. Do vậy, mục đích của nghiên cứu này là đánh giá tiềm 

năng của tinh bột sắn dây như một chất gây đông trong môi trường nuôi cấy mô để góp phần làm 

giảm chi phí sản xuất cây giống hoa cúc bằng kĩ thuật này.  

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

- Vật liệu: giống cây hoa cúc đại đoá (Chrysanthemum morifolium Ramat.) cấy mô 30 ngày 

tuổi và tinh bột sắn dây do Viện Nghiên cứu và Ứng dụng Khoa học, Trường Đại học Sư phạm 

Hà Nội 2 cung cấp. 

- Môi trường nuôi cấy là MS cơ bản (Murashige và Skoog) (pH 5,8) [8], chứa nguyên tố đa 

lượng, vi lượng, vitamin (Xilong, Trung Quốc). Đường sucrose (Công ty Mía đường I, Việt 

Nam), agar (Công ty TNHH Hải Long, Việt Nam). Các chất điều hòa sinh trưởng 6-benzyl amino 

purin (BAP) và α-napthalene acetic acid (NAA) (Dulchefa, Hà Lan). 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Chuẩn bị môi trường và điều kiện nuôi cấy in vitro  

Môi trường nuôi cấy được sử dụng cho tất cả các thí nghiệm là Murashige và Skoog (1962) 

[8] với 30 g/L-1 sucrose (pH được điều chỉnh ở 5,7 ± 0,1 trước khi hấp tiệt trùng). Tinh bột sắn 

dây được sử dụng ở các hàm lượng khác nhau 50, 60, 70, 80 g.L-1, đối chứng sử dụng agar 7 g.L-1. 

Mỗi công thức thí nghiệm gồm 10 bình. Tất cả các bình của nghiệm thức được đặt trong phòng 

nuôi cây với chu kỳ quang sáng/tối: 16h/8h (chiếu sáng dưới đèn huỳnh quang, cường độ ánh 

sáng 3000-4000 lux), nhiệt độ 25 ± 2oC. 

2.2.2. Xác định sự thay đổi pH môi trường nuôi cấy trước và sau khử trùng 

Sau khi hấp tiệt trùng, 10 ml mỗi môi trường được đưa vào các ống nghiệm 22 x 150 mm và 

để đông đặc. Môi trường được nghiền đồng nhất với 10 ml nước cất 2 lần. Giá trị pH được đo 

bằng máy đo Sension+ PH1 Portable pH/ORP Meter (Hach, Hoa Kì). 

2.2.3. Ảnh hưởng của tinh bột sắn dây đến sinh trưởng, hàm lượng diệp lục và hình thái lá 

Các chồi cúc in vitro 30 ngày tuổi được cắt thành đoạn dài 2 cm và được sử dụng làm mẫu cấy 

trên tất cả các nghiệm thức. Sau 8 tuần nuôi cấy, chiều dài chồi (cm), số lá trên chồi, số rễ trên chồi, 
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chiều dài rễ, khối lượng tươi, khối lượng khô của toàn bộ chồi cúc in vitro được ghi nhận. Hàm 

lượng diệp lục cũng được xác định bằng phương pháp quang phổ sau khi được chiết bằng dung 

dịch acetone 80%. Các lá 8 tuần tuổi từ tất cả các nghiệm thức đã được quan sát và chụp ảnh, diện 

tích lá được tính toán bằng phần mềm ImageJ (ver 1.8.0).  

2.2.4. Ảnh hưởng của tinh bột sắn dây đến quá trình vi nhân giống cây hoa cúc 

Tái sinh và nhân nhanh chồi in vitro: 

Thí nghiệm được thực hiện theo mô tả của Ssamula và Mukasa (2016) [6] với một số thay đổi 

nhỏ: đoạn thân cúc in vitro 30 ngày tuổi có chiều dài 2 cm được nuôi cấy trên môi trường MS có 

bổ sung 30 g.L-1 sucrose và 6-benzyl adenine (BAP) 0,50 mg.L-1. Chất gây đông môi trường là 

agar 50, 60, 70 và 80 (g) tinh bột sắn dây bổ sung. Đối chứng (ĐC) là môi trường chứa các thành 

phần tương tự ngoại trừ tinh bột sắn dây được thay bằng agar với hàm lượng 7 g.L-1. Sau khi nuôi 

cấy bốn tuần, xác định các chỉ tiêu số chồi tái sinh trên mỗi mẫu cấy, chiều dài của chồi (cm), số 

lá trên chồi. 

Ra rễ tạo cây in vitro hoàn chỉnh và huấn luyện cây thích nghi với điều kiện tự nhiên: 

Thí nghiệm được thực hiện theo mô tả của Ssamula và Mukasa (2016) [6] với một số thay đổi 

nhỏ: chồi cúc in vitro 14 ngày tuổi có chiều dài 3 cm được nuôi cấy trên môi trường tương tự như 

tái sinh và nhân nhanh nhưng thay BAP bằng NAA 0,25 mg.L-1. Sau khi nuôi cấy hai tuần, xác 

định các chỉ tiêu: tỷ lệ ra rễ (%), số lượng rễ trên chồi, chiều dài của rễ (cm).  

Cây in vitro hoàn chỉnh từ các công thức thí nghiệm được dùng để huấn luyện trên giá thể cát 

sạch, theo dõi tỷ lệ sống sót sau 7 ngày.  

2.2.5. Phân tích thống kê 

Tất cả các thí nghiệm được thiết kế kiểu hoàn toàn ngẫu nhiên với ba lần lặp lại. Ảnh hưởng 

của chất thực nghiệm được phân tích bằng phương sai một nhân tố ANOVA trong Excel [9]. Sự 

khác biệt của các giá trị trung bình đã được kiểm tra với sự khác biệt ít nhất có ý nghĩa (LSD) ở 

mức 0,05. Kết quả thí nghiệm được thể hiện trong tất cả các bảng dưới dạng trung bình ± độ lệch 

chuẩn (SD). Dữ liệu dạng % được chuyển đổi bằng hàm arcsin(x)1/2 trước khi xử lí thống kê. 

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Sự thay đổi pH môi trường nuôi cấy trước và sau khử trùng 

Giá trị pH của môi trường MS phụ thuộc vào việc bổ sung chất gây đông trước hoặc sau điều 

chỉnh pH về mức 5,7±0,1 [10]. Trong nghiên cứu này, pH của môi trường được điều chỉnh sau 

khi cho tinh bột sắn dây vào. Kết quả cho thấy pH của môi trường sau khử trùng có chất gây 

đông khác nhau (agar và BSD) không thể hiện sự khác biệt và đều có xu hướng giảm so với pH 

của môi trường trước đó (Bảng 1). 

Bảng 1. Sự thay đổi pH của môi trường MS cấy mô sử dụng tinh bột sắn dây làm chất gây đông 

Yến tố gây đông Công thức 
pH môi trường 

Δ pH 
Trước khử trùng Sau khử trùng 

Agar ĐC 

5,7±0,1 

5,38±0,02a 0,32  

Tinh bột sắn dây 

50 5,21±0,01a 0,49  

60 5,22±0,02a 0,48  

70 5,15±0,13a 0,55  

80 5,09±0,01a 0,61  

Ghi chú: trong cùng 1 cột, ký tự theo sau khác nhau thể hiện sự sai khác có ý nghĩa thống kê với α=0,05 

Quá trình khử trùng môi trường nuôi cấy mô có thể sẽ phân huỷ thành phần bên trong như 

thành phần không bền nhiệt hoặc làm xảy ra các phản ứng giữa các thành phần của môi trường, 

tạo ra chất độc đối với cây [11]. Do đó, cần tiếp tục đánh giá khả năng sinh trưởng của thực vật 

trên môi trường này. 
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3.2. Ảnh hưởng của tinh bột sắn dây đến sinh trưởng của chồi cúc in vitro 

Trong nghiên cứu này, chồi cúc được nuôi cấy vào môi trường MS sử dụng tinh bột sắn dây 

làm chất gây đông. Kết quả được thể hiện ở Bảng 2 và Hình 1. 

Bảng 2. Kết quả sinh trưởng của chồi cúc in vitro (sau 8 tuần nuôi cấy) 

Công 

thức 

Chiều cao 

chồi (cm) 
Số lá/chồi 

Chiều dài rễ 

(cm) 
Số rễ/chồi 

Khối lượng 

tươi (g/cây) 

Khối lượng 

khô (g/cây) 

Agar 5,33±0,25b 12,33±0,58b 11,00±4,36b 11,33±1,15ab 1,08±0,39b 0,059±0,018b 

50 7,07±0,47a 13,67±0,58a 15,77±1,32ab 12,00±1,00a 1,71±0,26a 0,100±0,014a 

60 4,80±0,40bc 12,33±0,58b 17,67±3,06ab 10,00±1,73bc 1,34±0,43ab 0,086±0,029ab 

70 4,07±0,35c 11,00±1,00c 19,60±2,51a 8,00±0,00d 1,32±0,18ab 0,090±0,013ab 

80 4,10±0,46c 10,67±0,58c 15,33±5,86ab 9,00±0,00cd 1,29±0,24ab 0,090±0,017ab 

Ghi chú: trong cùng 1 cột, ký tự theo sau khác nhau thể hiện sự sai khác có ý nghĩa thống kê với α=0,05 

 
Hình 1. Ảnh hưởng của tinh bột sắn dây đến sinh trưởng của cây hoa cúc trong nuôi cấy mô 

(a) môi trường sử dụng agar 7,0g.L-1; (b, c, d, e) môi trường sử dụng tinh bột sắn dây làm chất gây đông 

môi trường tương ứng 50, 60, 70 và 80 (g.L-1). Thanh bar: 1 cm 

 

Phân tích cho thấy, chồi cúc được nuôi cấy trên môi trường bổ sung tinh bột sắn dây có sự 

thay đổi rất rõ rệt về sự sinh trưởng. Hầu hết chỉ tiêu nghiên cứu gồm chiều cao chồi, số lá/chồi 

và số rễ/chồi, khối lượng tươi và khối lượng khô thể hiện sự khác biệt rõ rệt giữa các công thức 

thí nghiệm so với ĐC. Tuy nhiên, phụ thuộc vào hàm lượng BSD được đưa vào, các chỉ tiêu này 

tốt nhất ở CT 50 nhưng khi tăng hàm lượng BSD (ở 60, 70, 80) thì các chỉ tiêu này chỉ tương 

đương ĐC (sử dụng agar 7,0 g.L-1). Các chỉ tiêu này ở công thức 50 lần lượt là 7,07 (cm); 13,67 

(lá/chồi); 12,00 (rễ/chồi); 1,71 (g/cây tươi) và 0,100 (g/cây khô). Riêng chỉ tiêu chiều dài rễ 

không thể hiện sự khác biệt giữa ĐC và các công thức có bổ sung BSD. Kết quả này khá thú vị vì 

trước đây, bằng phương pháp vi nhân giống quang tự dưỡng cây cúc cho rằng chỉ những chất gây 

đông là agar/dẫn xuất của agar hoặc gellan gum (một sản phẩm thương mại) là thích hợp nhất cho 

sinh trưởng của chồi, trong khi những chất gây đông khác như bacto agar, tinh bột lúa mì, tinh 

bột ngô hay môi trường hỗn hợp PDA (nước chiết khoai tây, dextrose, agar) không phù hợp [7]. 

Nguyên nhân có thể do tinh bột sắn dây có chứa khoảng 20,8 - 21% amylose, 20,5% amylopectin 
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cao [12], các thành phần này đóng vai trò như nguồn carbon, có thể đã ảnh hưởng tích cực đến 

quá trình sinh trưởng của cây cúc in vitro. 

3.3. Ảnh hưởng của tinh bột sắn dây đến sắc tố quang hợp 

Quá trình quang hợp đóng vai trò rất quan trọng, tạo ra nguồn năng lượng cung cấp cho cây 

trồng [13]. Diệp lục a, b là sắc tố quang hợp chính của quá trình này, tỷ lệ giữa diệp lục a/b phụ 

thuộc vào điều kiện nuôi trồng. Trong nghiên cứu này, hàm lượng diệp lục a, b và tổng số được 

thể hiện ở Bảng 3. 

Bảng 3. Hàm lượng diệp lục trong lá của cây hoa cúc cấy mô (sau 8 tuần nuôi cấy) 

Công thức Diệp lục a (mg/g) Diệp lục b (mg/g) Diệp lục a+b (mg/g) 

Agar 0,284±0,0030e 0,459±0,0043c 0,743±0,0074e 

50 0,636±0,0003a 0,496±0,0001b 1,132±0,0002b 

60 0,626±0,0012b 0,652±0,0005a 1,277±0,0007a 

70 0,586±0,0023d 0,403±0,0005d 0,989±0,0018c 

80 0,599±0,0001c 0,271±0,0002e 0,870±0,0003d 

Ghi chú: trong cùng 1 cột, ký tự theo sau khác nhau thể hiện sự sai khác có ý nghĩa thống kê với α=0,05 

 

Kết quả thí nghiệm cho thấy các công thức thí nghiệm (bổ sung BSD), hàm lượng diệp lục 

đều cao hơn ĐC nhưng không giống nhau ở các hàm lượng BSD được sử dụng. Cụ thể, hàm 

lượng diệp lục a cao nhất ở công thức bổ sung 50 g.L-1 (đạt 0,636 mg/g), trong khi đó hàm lượng 

diệp lục b và diệp lục tổng số cao nhất ở công thức bổ sung 60 và 70 g.L-1, lần lượt là 0,652 

(mg/g) và 1,277 (mg/g). 

3.4. Ảnh hưởng của tinh bột sắn dây đến diện tích lá, hình thái lá 

Lá là cơ quan rất quan trọng đối với quang hợp của thực vật. Trong nghiên cứu này, diện tích 

lá tổng số và hình thái lá được nghiên cứu. Kết quả thể hiện ở Bảng 4 và Hình 2. 

Bảng 4. Diện tích lá tổng số của cây hoa cúc dưới ảnh hưởng của chất gây đông (sau 8 tuần nuôi cấy) 

Công thức ĐC BSD 50 BSD 60 BSD 70 BSD 80 

Diện tích lá 

tổng số (cm2) 
1,71±0,62a 1,30±0,74ab 1,30±0,66ab 1,20±0,72ab 0,97±0,66b 

Ghi chú: trong cùng 1 hàng, ký tự theo sau khác nhau thể hiện sự sai khác có ý nghĩa thống kê với α=0,05 

 
Hình 2. Hình ảnh hình thái lá của cây hoa cúc cấy mô 

(a): Hình thái lá cây nuôi cấy trên môi trường sử dụng agar 7,0 g.L-1; (b, c, d, e) là hình thái tương ứng ở 

môi trường sử dụng tinh bột sắn dây làm chất gây đông môi trường tương ứng 50, 60, 70 và 80 (g.L-1) 

 

Kết quả cho thấy không có sự khác biệt rõ rệt về diện tích lá tổng số giữa cây được nuôi cấy 

trong môi trường sử dụng agar so với môi trường sử dụng tinh bột sắn dây để gây đông, trừ công 

thức BSD 80 khi nồng độ tinh bột sắn dây cao. Về mặt hình thái cho thấy hình dạng lá, hình dạng 

khí khổng trên bề mặt lá điển hình, đặc trưng, không thể hiện sự khác biệt giữa các công thức thí 

nghiệm và ĐC. Như vậy, tinh bột sắn dây rất có tiềm năng thúc đẩy sinh trưởng của cây hoa cúc 

trong điều kiện cấy mô.  

3.5. Nhân giống in vitro cây hoa cúc sử dụng tinh bột sắn dây làm chất gây đông môi trường 

cấy mô 

Tái sinh và nhân nhanh chồi: 
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Chất gây đông là một trong những yêu cầu cơ bản nhất để nuôi cấy mô thành công, nó ảnh 

hưởng rất rõ rệt đến khả năng tái sinh chồi bất định [14]. Trong nghiên cứu này, sự tái sinh và 

nhân nhanh của chồi cây cúc trên môi trường sử dụng tinh bột sắn dây đã được thực hiện, kết quả 

thể hiện ở Bảng 5. 

Bảng 5. Kết quả tái sinh và nhân nhanh chồi cúc sử dụng tinh bột sắn dây làm chất gây đông môi trường 

(sau 4 tuần nuôi cấy) 

Công thức Số chồi/mẫu  Chiều cao chồi (cm) Số lá/chồi 

ĐC 5,25±0,96a 1,57±0,15b 9,33±0,58b 

BSD 50 5,50±1,29a 2,83±0,40a 11,33±0,58a 

BSD 60 5,25±1,26a 1,47±0,15b 7,33±0,58c 

BSD 70 5,75±0,96a 0,97±0,12c 6,67±0,58cd 

BSD 80 5,50±1,29a 1,07±0,06c 6,00±0,00d 

Ghi chú: trong cùng 1 cột, ký tự theo sau khác nhau thể hiện sự sai khác có ý nghĩa thống kê với α=0,05 

 

Phân tích cho thấy việc bổ sung tinh bột sắn dây ảnh hưởng đến quá trình tái sinh và nhân 

nhanh chồi cúc in vitro. Tuy nhiên, sự ảnh hưởng tuỳ thuộc vào mỗi chỉ tiêu. Cụ thể việc bổ sung 

BSD không cho thấy sự khác biệt về số chồi/mẫu nhưng gây ra sự khác nhau rõ rệt về chiều cao 

chồi và số lá/chồi. Trong đó, BSD 50 là phù hợp nhất so với các công thức nghiên cứu còn lại, 

thể hiện ở chiều cao chồi đạt 2,83 (cm), số lá/chồi đạt 11,33 (lá/chồi), các công thức còn lại có bổ 

sung BSD chỉ tương đương hoặc thấp hơn so với ĐC.   

Ra rễ tạo cây in vitro hoàn chỉnh và huấn luyện cây thích nghi với điều kiện tự nhiên: 

Sự ra rễ ở chồi cúc in vitro thường rất dễ dàng trong môi trường MS chứa agar ngay cả khi 

không có mặt chất điều hoà sinh trưởng. Ảnh hưởng của tinh bột sắn dây đối với quá trình này 

được thể hiện ở Bảng 6 và Hình 3. 

Bảng 6. Kết quả ra rễ tạo cây cúc cấy mô hoàn chỉnh sử dụng tinh bột sắn dây (sau 2 tuần nuôi cấy) 

Công thức Tỷ lệ ra rễ (%) Số rễ/chồi Chiều dài rễ (cm) 

ĐC 100 13,00±1,00a 1,37±0,06b 

BSD 5 100 9,33±0,58b 1,83±0,15a 

BSD 6 100 8,67±0,58b 1,73±0,12a 

BSD 7 100 7,33±0,58c 1,37±0,15b 

BSD 8 100 6,33±0,58c 1,23±0,06b 

Ghi chú: trong cùng 1 cột, ký tự theo sau khác nhau thể hiện sự sai khác có ý nghĩa thống kê với α=0,05 

 
Hình 3. Ảnh hưởng của tinh bột sắn dây đến ra rễ tạo cây cấy mô hoàn chỉnh 

(a) môi trường sử dụng agar 7,0g.L-1; (b, c, d, e) môi trường sử dụng tinh bột sắn dây làm chất gây đông 

môi trường tương ứng 50, 60, 70 và 80 (g.L-1). Thanh bar: 1 cm 
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Kết quả cho thấy, tỷ lệ ra rễ của chồi cúc in vitro không bị ảnh hưởng bởi chất gây đông (agar 

hay tinh bột sắn dây), tỷ lệ ra rễ đều đạt 100%. Tuy nhiên, chất gây đông lại ảnh hưởng rõ rệt đến 

số rễ/chồi và chiều dài rễ. Cụ thể, số rễ/chồi là cao nhất ở ĐC (sử dụng agar) (13,00 rễ/chồi), 

nhưng chiều dài rễ lại cao nhất ở BSD 50 và BSD 60, tương ứng 1,83 và 1,73 (cm). 

Bảng 7. Tỷ lệ sống sót của cây cúc in vitro trong quá trình huấn luyện thích nghi 

(sau 7 ngày thí nghiệm) 

Công thức ĐC BSD 50 BSD 60 BSD 70 BSD 80 

Tỷ lệ sống sót 

(%) 
92,33±2,52a 90,67±2,08ab 90,33±1,53ab 90,33±2,08 ab 88,33±1,53b 

Ghi chú: trong cùng 1 hàng, ký tự theo sau khác nhau thể hiện sự sai khác có ý nghĩa thống kê với α=0,05 

 

Ở các công thức nghiên cứu, rễ cây cúc được hình thành ở các CT BSD có lớp môi trường bao 

xung quanh nhiều hơn so với ĐC (Hình 3). Tỷ lệ sống không thể hiện sự khác biệt rõ rệt giữa ĐC 

và BSD, ngoại trừ BSD 80, tỷ lệ sống sót thấp chỉ đạt 88,33%; trong khi đó, các CT còn lại đều 

dao động trên 90% (Bảng 7). Kết quả này cho thấy, BSD nồng độ 50-70 mg.L-1 không ảnh hưởng 

tiêu cực đến quá trình huấn luyện, điều này cũng phù hợp với nghiên cứu trước đây của 

McClelland và cộng sự (1990) khi chỉ ra rằng có ít nhất 50% rễ cây in vitro trong quá trình huấn 

luyện hoặc bị chết nhanh chóng hoặc không tạo ra bất kỳ ảnh hưởng phát triển nào [15]. 

4. Kết luận 

BSD (50, 60, 70 và 80 g.L-1) được sử dụng như chất gây đông tiềm năng dùng trong nhân 

giống in vitro cây hoa cúc. Giá trị pH của môi trường MS sử dụng tinh bột sắn dây sau khi khử 

trùng tương đương với giá trị pH của môi trường sử dụng agar 7,0 g.L-1. Đối với quá trình sinh 

trưởng của cây cúc cấy mô, sử dụng tinh bột sắn dây cho chỉ tiêu sinh trưởng, sinh lý và đặc điểm 

hình thái lá tốt hơn hoặc tương đương so với ĐC. Ở các giai đoạn tái sinh và nhân nhanh, giai 

đoạn ra rễ tạo cây in vitro hoàn chỉnh, BSD được sử dụng như chất gây đông thay thế agar. Tỷ lệ 

sống sót của cây cấy mô không bị ảnh hưởng bởi BSD như chất gây đông môi trường nuôi cấy. 
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