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1. Gioi thigu

Nhan giéng in vitro 1a mot phuong phép ¢6 nhiéu wu diém nhu tao ra cay gidng sach bénh,
khong phu thudc vao mua vy, cay giong san Xuat ra dong déu, s6 lwong 16n trén mot khong gian
nhé. Tuy nhién, gia thanh cua cay cay mo ludn cao hon so véi gia thanh cua cay truyén thong [1].
Theo tinh toan trén mét don vi moi truong, chi phl cho chat giy déong (gelling agent) chiém hon
70% [2]. Agar, mot heteropolysaccharide, la chat gay dong dugc su dung phd bién trong moi
truong nudi cdy mo té bao nho nhimg wu d1em nhu trong sudt, khong doc va co kha nang chong
lai qua trinh chuyén hoa tiéu cuc trong nuoi cdy mo [3].

Mot s6 tinh bot thuong mai tur san, l0a gao, ngd va khoai tay ciing dugc nghién ciru nhu chét
gdy dong moi truong nudi cdy cay hoa mao ga (Celosia sp.), da cho thay tlem nang cua
polysaccharide nay [4]. Gan day, nghién ciru vé chét gy dong moi truong nudi cdy mo giam gia
thanh san xuét cdy gidng ¢ quy mé 16n di duoc thuc hién trén mot s6 dbi tuong khac nhu anh
huong cuia tinh bot cdy cao luong va Isabgol (bat nguon tir hat cay Plantago ovata) dén ba giéng
chudi thuong mai [5], hodc anh huéng cua tinh bot san dén vi nhan giong cay chudi [6].

Trén dbi twong cdy hoa clic cdy mé, chat giy dong moi truong gébm agar, bacto agar, tinh bot
IGa mach, tinh bot ngd, gum Gellan (Gelrite®), Phytagel, moi truong PDA (duong dextrose, nudc
chiét khoai tay, agar) va agar yén mach da dugc nghién cuu trong vi nhan giong quang tu dudng
cay nay [7]. Tuy nhién, dén nay van chua c6 nghién ctru lién quan dén sir dung tinh bot sin day
lam chit giy dong moi trudng cdy md. Do vay, muc dich cia nghién Clru nay 1a danh gia tiém
nang cua tinh bot san day nhu mot chat gdy dong trong moi truong nudi cdy mo dé gop phan lam
giam chi phi san xuét cay giéng hoa clc bang ki thuat nay.

2. Vit ligu va phwong phap nghién ctru
2.1. Vat ligu nghién cizu

- Vat liéu: giéng cay hoa clc dai doa (Chrysanthemum morifolium Ramat.) cdy mé 30 ngay
tudi va tinh bot sin day do Vién Nghién ctu va Ung dung Khoa hoc, Trudng Dai hoc Su pham
Ha Nai 2 cung cap.

- Mai truong nudi cdy 1a MS co ban (Murashige va Skoog) (pH 5,8) [8], chira nguyén t6 da
luong, vi lwong, vitamin (Xilong, Trung Quédc). Puong sucrose (Cong ty Mia duong |, Viét
Nam), agar (Cong ty TNHH Hai Long, Viét Nam). Céc chét didu hoa sinh truong 6-benzyl amino
purin (BAP) va a-napthalene acetic acid (NAA) (Dulchefa, Ha Lan).

2.2. Phwong phdap nghién ciru
2.2.1. Chudn bj méi truong va diéu kién nudi cdy in vitro

Maéi trudng nudi cdy dugc sir dung cho tat ca céc thi nghiém 1a Murashige va Skoog (1962)
[8] véi 30 g/L™ sucrose (pH duge didu chinh & 5,7 + 0,1 trude khi hap tiét trang). Tinh bot sin
day duoc sir dung & cac ham lugng khac nhau 50, 60, 70, 80 g.L, ddi chimng sir dung agar 7 g.L™.
MGi cong thirc thi nghiém gém 10 binh. Tt ca céc binh cia nghiém thic duoc dat trong phong
nudi cay véi chu ky quang sang/toi: 16h/8h (chiéu sang duéi dén huynh quang, cuong do anh
séng 3000-4000 lux), nhiét d6 25 + 2°C.

2.2.2. Xdc dinh sw thay doi pH méi truong nudi cdy trueéc va sau khar tring

~ Sau khi hép tiét tring, 10 ml mdi mdi truong duge dua vao cac ong nghiém 22 x 150 mm va
de dong dac. Méi truong duoc nghién dong nhat véi 10 ml nuée cat 2 lan. Gia tri pH dugce do
bang may do Sension+ PH1 Portable pH/ORP Meter (Hach, Hoa Ki).
2.2.3. Anh hwéng cua tinh bét san ddy dén sinh trieong, ham heong diép luc va hinh thai la

Céc chdi clc in vitro 30 ngay tudi dugc cat thanh doan dai 2 cm va dugc sir dung lam mau cay
trén tat ca cac nghiém thirc. Sau 8 tuan nudi cay, chiéu dai choi (cm), s6 la trén choi, so ré trén choi,
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chiéu dai r&, khdi luong twoi, khdi lwong khd cua toan bo chdi clc in vitro dwoc ghi nhan. Ham
lwong diép luc ciing duge xac dinh bing phuong phép quang phd sau khi duoc chiét bang dung
dich acetone 80%. Céc 1a 8 tuan tudi tir tat ca cac nghiém thirc da dugc quan st va chup anh, dién
tich 14 duoc tinh toan bang phan mém ImageJ (ver 1.8.0).

2.2.4. Anh hwong cia tinh bét san ddy dén qua trinh vi nhan giéng cay hoa clc

T&i sinh va nhan nhanh chéi in vitro:

Thi nghiém dugc thuc hién theo mo ta cua Ssamula va Mukasa (2016) [6] véi mot s6 thay doi
nho: doan than clc in vitro 30 ngay tudi c¢é chidu dai 2 cm duoc nudi Cay trén moi trudng MS co
bd sung 30 g.L* sucrose va 6-benzyl adenine (BAP) 0,50 mg.L%. Chat giy dong méi truong la
agar 50, 60, 70 va 80 (g) tinh bot san day b6 sung. Déi chimg (DC) 1a méi truong chia céc thanh
phan tuong tu ngoai trir tinh bot sin day dugc thay bang agar voi ham luong 7 g. L. Sau khi nuoi
cdy bdn tuan, xac dinh céc chi tiéu sb chdi tai sinh trén moi mau cdy, chiéu dai caa chdi (cm), sb
14 trén choi.

Ra ré tgo cay in vitro hoan chinh va hudn luyén cay thich nghi véi diéu ki¢n tw nhién:

Thi nghlem dugc thuc hién theo md td cua Ssamula va Mukasa (2016) [6] voi mot s6 thay ddi
nho: chdi clc in vitro 14 ngay tudi c6 chiéu dai 3 cm dwoc nudi Cay trén moi truong tuong tu nhu
tai sinh va nhan nhanh nhung thay BAP bang NAA 0,25 mg.L™. Sau khi nu6i cay hai tuan, xac
dinh cac chi tiéu: ty 1& ra r& (%), s6 lwong r& trén chdi, chiéu dai caa ré (cm).

Cay in vitro hoan chinh tir cc cong thire thi nghiém duoc ding dé huan luyén trén gia thé cat
sach, theo ddi ty 1& song sot sau 7 ngay.

2.2.5. Phan tich thong ké

Tt ca cac thi nghiém duoc thiét ké kiéu hoan toan ngiu nhién vai ba lan lap lai. Anh huong
cuia chat thyc nghiém duogc phan tich bang phuong sai mot nhan t6 ANOVA trong Excel [9]. Su
khéc biét cua cac gia tri trung binh da dwoc kiém tra véi su khéc biét it nhat c6 y nghia (LSD) ¢
muc 0,05. Két qua thi nghiém duoc thé hién trong tat ca cac bang dudi dang trung binh + d6 léch
chuan (SD). Dix liéu dang % dugc chuyén d6i bang ham arcsin(x)Y2 truéc khi xtr 1 théng ké.

3. Két qua va ban luan
3.1. Sw thay déi pH méi trwong nudi cdy trwéc va sau khiz tring

Gia tri pH cua m6i truong MS phu thugc vao viéc b sung chat gay dong trudc hodc sau diéu
chinh pH ve muc 5,70,1 [10]. Trong nghién cuu nay, pH cia méi truong duoc diéu chinh sau
khi cho tinh bot sin day vao. Két qua cho thiy pH cua méi truong sau khu tring c6 chat gay
déng khac nhau (agar va BSD) khong thé hién su khac biét va déu c6 xu hudng giam so véi pH
ctia mdi truong trude do6 (Bang 1).

Bang 1. Su thay déi pH ciia méi trwong MS cdy md sir dung tinh bét san day 1am chdt gdy dong

pH méi truong

Yén to giy dong Cong thizc Trudc Khir trang Sau khir tring ApH
Agar bC 5,38+0,022 0,321

50 5,21+0,012 0,49 |

Tinh bot sén day 60 5,7£0,1 5,22+0,028 0,48 |
; 70 5,15+0,13% 055!

80 5,09+0,012 061!

Ghi chd: trong cuing 1 cgt, ky tir theo sau khac nhau thé hién sir sai khdc c¢é ¥ nghia thong ké véi a=0,05

Qué4 trinh khtr tring méi truong nudi cdy mo ¢ thé s& phan huy thanh phin bén trong nhu
thanh phan khong bén nhiét hodc 1am xay ra cac phan ng giita cac thanh phan ctia méi truong,
tao ra chat doc d6i véi cay [11]. Do do, can tiép tuc danh gia kha ning sinh truéng cua thuc vat
trén moi trudng nay.
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3.2. Anh hwong ciia tinh bét sin ddy dén sinh trwéng ciia chéi clc in vitro
Trong nghién ctu nay, choi clic duoc nudi ciy vao moéi treong MS sir dung tinh bot san day
lam chat gay dong. Két qua dugc thé hién ¢ Bang 2 va Hinh 1.
Bang 2. Két qua sinh truong cua choi cic in vitro (sau 8 tuan nudi cay)

Cong  Chiéu cao £ 1z0x:  Chidu dairé XX A Khoi lwong Khai lugng
thiw  chdi(cm) S0 1/choi (cm) Sorelchol i (g/eay)  kho (alcay)

Agar 5,33+0,25° 12,33+0,58°  11,00+4,36°  11,33+1,15% 1,08+0,39° 0,059+0,018°
50 7,07+0,478  13,67+0,58% 15,77+1,32®  12,00+1,00% 1,71+0,26° 0,100+0,0142
60 4,80+0,40° 12,33+0,58° 17,67+3,06®  10,00+1,73" 1,34+0,43% 0,086+0,029%
70 4,07+0,35° 11,00+1,00° 19,60+2,51% 8,00+0,00¢ 1,32+0,18% 0,090+0,013%
80 4,10+0,46° 10,67+0,58° 15,33+5,86%  9,00+0,00¢ 1,29+0,24% 0,090+0,017%

Ghi cha: trong cuing 1 cét, ky tir theo sau khac nhau thé hién si sai khdc c¢é ¥ nghia thong ké véi a=0,05

Hinh 1. Anh huong cia tinh bgt san ddy dén sinh truong cua cay hoa cic trong nudi cdy mo
(a) moi truong s dung agar 7,0g.LY; (b, ¢, d, e) méi truong sir dung tinh bot san ddy lam chat gdy doéng
méi truong tuwong vng 50, 60, 70 va 80 (g.L™). Thanh bar: 1 cm

Phén tich cho thdy, chdi ctc dugc nudi cdy trén moi truong bd sung tinh bot sin day co su
thay dbi rat rd rét vé su sinh truong. Hau hét chi tidu nghién ctiru gdm chiu cao chdi, sb 14/chdi
va sb ré/chdi, khoi luong tuoi va khdi luwong kho thé hién su khac biét 1o rét gitta cac cong thirc
thi nghiém so véi BC. Tuy nhién, phu thudc vao ham lugng BSD dugc dua vao, cac chi tiéu nay
t6t nhat & CT 50 nhung khi ting ham lwong BSD (¢ 60, 70, 80) thi cac chi tidu nay chi tuong
duong DC (sur dung agar 7,0 g.L” 1), Céc chi tiéu nay & cong thuc 50 1an luot 1a 7,07 (cm); 13,67
(1a/chdi); 12,00 (r&/chdi); 1,71 (g/cay tuoi) va 0,100 (g/cay kho). Riéng chi tiéu chiéu dai ré
khong thé hién su khac biét gitra PC va cac cong thire ¢6 bd sung BSD. Ket qua nay kha tha vi vi
trudc day, bang phuong phép vi nhén gidng quang tu dudng cdy cuc cho rang chi nhitng chat gay
dong 1a agar/dan xuat ctia agar hodc gellan gum (mot san pham thuong mai) 1a thich hop nhat cho
sinh truong ctia chdi, trong khi nhiing chat gy dong khac nhu bacto agar, tinh bt Ita mi, tinh
b6t ngd hay moi truong hdn hop PDA (nudc chiét khoai tay, dextrose, agar) khong phu hop [7].
Nguyén nhén c6 thé do tinh bt san diy cé chira khoang 20,8 - 21% amylose, 20,5% amylopectin
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cao [12], cac thanh phin nay dong vai tro nhu ngudn carbon, ¢ thé da anh huong tich cuc dén
qua trinh sinh trudng cia cay ctc in vitro.

3.3. Anh hwéng ciia tinh bt sin ddy dén sac té quang hep

Qua trinh quang hop déng vai tro rat quan trong, tao ra nguon nang lwgng cung cap cho cay
trong [13]. Diép luc a, b la sac t& quang hop chinh cua qué trinh nay, ty 18 giita diép luc a/b phu
thudc vao didu kién nudi trong. Trong nghién ctru nay, ham lwong diép luc a, b va tong sé duoc
thé hién ¢ Bang 3.

Bang 3. Ham hrong diép luc trong |4 cua cay hoa clc cdy md (sau 8 tuan nudi cay)

Céng thirc Diép luc a (mg/g) Diép luc b (mg/g) Diép luc a+b (mg/g)
Agar 0,284+0,0030° 0,459+0,0043¢ 0,743+0,0074¢
50 0,636+0,0003? 0,496+0,0001° 1,132+0,0002°
60 0,626+0,0012° 0,652+0,0005? 1,277+0,00072
70 0,586+0,0023¢ 0,403+0,0005¢ 0,989+0,0018¢
80 0,599+0,0001°¢ 0,271+0,0002¢ 0,870+0,0003¢

Ghi cha: trong cuing 1 cét, ky tir theo sau khac nhau thé hién sir sai khdc cé ¥ nghia thong ké véi a=0,05

Két qua thi nghiém cho thay cac cong thirc thi nghiém (b sung BSD), ham luong diép luc
déu cao hon BC nhung khong gidng nhau ¢ cac ham luong BSD duogc st dung. Cu thé, ham
lwong diép luc a cao nhat & cong thuc bé sung 50 g.L* (dat 0,636 mg/g), trong khi d6 ham Iuong
diép luc b va diép luc tong sé cao nhat ¢ cong thuc bo sung 60 va 70 g.LL, lan luot 14 0,652
(mg/g) va 1,277 (mg/g).

3.4. Anh hwong ciia tinh bét sin day dén dign tich 14, hinh thai 14

La 14 co quan rat quan trong ddi véi quang hop cua thuc vat. Trong nghién cau nay, dién tich
la tong so6 va hinh thai 1a dugc nghién ciu. Két qua thé hién & Bang 4 va Hinh 2.
Bang 4. Dién tich | tong so ciia cdy hoa ciic dwdi danh hwong cua chat gdy dong (sau 8 tuan nudi cay)

Cong thirc bC BSD 50 BSD 60 BSD 70 BSD 80

Pn;n E'Ch I% 1,71+0,622 1,30+0,74% 1,30+0,66% 1,20+0,72% 0,97+0,66°
tong so (cm?)

Ghi cha: trong cting 1 hang, ky tu theo sau khac nhau thé hién su sai khdc c6 y nghia thong ké véi a=0,05

P97+ 0800+ P%r 0 P QP00 001t
PP pe.Ca st PRrorcceer q*dq QQ'qi»:«

Hinh 2. Hinh dnh hinh thai |4 cua cay hoa clc cay md
(a): Hinh thai l& cay nudi cay trén méi trong sir dung agar 7,0 9.LL (b, ¢, d, e) la hinh thai twong vmg ¢
méi truong sur dung tinh bot san day lam chat gay déng méi truong tuwong vmg 50, 60, 70 va 80 (g.L™)

Két qua cho thay khong c6 su khac biét rd rét vé dién tich 14 tong sb gitra cdy dwoc nudi cay
trong méi truong sir dung agar so véi mdi trudng st dung tinh bot sén day dé gay dong, trir cong
thirc BSD 80 khi ndng db tinh bot sin day cao. Vé mat hinh thai cho thay hinh dang 14, hinh dang
khi khong trén bé mat 14 dién hinh, dic trung, khong thé hién su khac biét giira cac cong thic thi
nghiém va DC. Nhu vy, tinh bot sin dy rat cé tiém ning thac day sinh truéng cua cay hoa clc
trong diéu kién cdy ma.

3.5. Nhan gidng in vitro cay hoa clc si dung tinh bgt sdn day lam chdt gdy dong méi truwong
cay mo

Tai sinh va nhan nhanh chai:
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Chat gay dong 1a mot trong nhirng yéu cau co ban nhat dé nudi cdy mé thanh cong, nd anh
huong rat rd rét dén kha nang tai sinh chdi bat dinh [14]. Trong nghién ciru nay, sy tai sinh va
nhan nhanh cua chdi cdy cic trén méi truong st dung tinh bot sin day da duoc thyuc hién, két qua
thé hién & Bang 5.

Bing 5. Két qua tai sinh va nhan nhanh chdi clic si dung tinh bét san day I1am char gdy dong méi truong
(sau 4 tuan nudi cay)

Cong thirc S6 chéi/mau Chiéu cao chdi (cm) S6 1a/chdi
bC 5,25+0,962 1,57+0,15° 9,33+0,58°
BSD 50 5,50+1,292 2,83+0,402 11,33+0,582
BSD 60 5,25+1,262 1,47+0,15° 7,33+0,58°¢
BSD 70 5,75+0,962 0,97+0,12°¢ 6,67+0,58%
BSD 80 5,560+1,292 1,07+0,06° 6,00+0,00¢

Ghi cha: trong cting 1 cét, ky ti theo sau khac nhau thé hién su sai khdc cé y nghia thong ké véi a=0,05

Phan tich cho thay viéc bd sung tinh bot sin day anh huong dén qué trinh tai sinh va nhan
nhanh chdi ctc in vitro. Tuy nhién, su anh huéng tuy thudc vao mdi chi tiéu. Cu thé viéc b sung
BSD khéng cho thay su khac biét vé s6 chdi/mau nhung gy ra su khac nhau r6 rét vé chiéu cao
chdi va s la/chdi. Trong d6, BSD 50 la phi hop nhét so vai cac cong thic nghién ciu con lai,
thé hién & chiéu cao chdi dat 2,83 (cm), s6 1a/chdi dat 11,33 (la/chdi), cac cdng thuc con lai co bd
sung BSD chi trong duong hoic thap hon so véi PC.

Ra ré tgo cay in vitro hoan chinh va hudn luyén cay thich nghi véi diéu kién tw nhién:

Sy ra ré & chdi clc in vitro thuong rat dé dang trong méi truong MS chira agar ngay ca khi
khong c6 mit chit diéu hoa sinh truong. Anh hudng cua tinh bot san day dbi véi qua trinh nay
dugc thé hién o Bang 6 va Hinh 3.

Bang 6. Két qua ra ré tao cay clc cdy md hoan chinh sir dung tinh bét san day (sau 2 tuan nudi cay)

Cong thirc Ty 18 ra ré (%) S6 ré/choi Chiéu dai ré (cm)
bC 100 13,00£1,002 1,37+0,06°
BSD 5 100 9,33+0,58° 1,83+0,152
BSD 6 100 8,67+0,58° 1,730,122
BSD 7 100 7,33+0,58°¢ 1,37+0,15°
BSD 8 100 6,33+0,58° 1,23+0,06°

Ghi cha: trong cting 1 cét, ky tir theo sau khac nhau thé hién sir sai khdc c¢é ¥ nghia thong ké véi a=0,05

Hinh 3. Anh huwéng cua tinh bét sdn ddy dén ra ré tao cay cay md hoan chinh

(a) méi truong sir dung agar 7,0g.L%; (b, ¢, d, e) méi trieong sir dung tinh bot sdn ddy lam chat gy déng
moi truong twong mg 50, 60, 70 va 80 (g.L*). Thanh bar: 1 cm
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Két qua cho thiy, ty Ié ra re cuia chdi clc in vitro khong bi anh huong bai chit gay dong (agar
hay tinh bot san day), ty 1€ ra ré déu dat 100%. Tuy nhién, chat gay dong lai anh huong rd rét dén
sb ré/chdi va chiéu dai ré. Cu thé, sb ré/chdi la cao nhat & BC (str dung agar) (13,00 ré&/chdi),
nhung chiéu dai ré lai cao nhat & BSD 50 va BSD 60, twong tng 1,83 va 1,73 (cm).

Bang 7. Ty Ié séng sot cia cay clc in vitro trong qua trinh hudn luyén thich nghi
(sau 7 ngay thi nghiém)

Cong thic bC BSD 50 BSD 60 BSD 70 BSD 80

b "?(f,z;g SO0 923312522  00,67+2,08%  9033:153®  9033:208%  88,33+153"

Ghi chu: trong ciing 1 hang, ky ti theo sau khac nhau thé hién si sai khac c6 y nghia thong ké véi a=0,05

O cac cong thire nghién ctu, ré cay cuc duoc hinh thanh ¢ cac CT BSD ¢6 16p méi truong bao
xung quanh nhiéu hon so v&i BC (Hinh 3). Ty I séng khdng thé hién su khac biét rd rét giita DC
va BSD, ngoai trir BSD 80, ty 18 séng sot thap chi dat 88,33%; trong khi d6, cac CT con lai déu
dao dong trén 90% (Bang 7). Két qua nay cho thiy, BSD ndong d6 50-70 mg.L 't khdng anh hudng
tiéu cuc dén qua trinh huin luyén, didu nay ciing phu hop véi nghién ciu truée diy caa
McClelland va cong su (1990) khi chi ra rang cd it nhat 50% ré cay in vitro trong qué trinh huan
luyén hoac bi chét nhanh chéng hoac khdng tao ra bat ky anh huong phat trién nao [15].

4. Két luan

BSD (50, 60, 70 va 80 g.L™") dugc st dung nhu chéat gay dong tiém ning ding trong nhan
gidng in vitro cay hoa cuc. Gia tri pH cua méi truong MS sir dung tinh bot sin day sau khi khir
trung tuong duong vdi gia tri pH ctia méi truong st dung agar 7,0 g.L™. L Pbi vé6i quéa trinh sinh
truong cua cay clc cdy md, sir dung tinh bot san day cho chi tiéu sinh trudng, sinh 1y va dic diém
hinh thai 1a t6t hon hodc tuong dwong so véi DC. O cac giai doan tai sinh va nhan nhanh, giai
doan ra 1é tao ciy in vitro hoan chinh, BSD duoc st dung nhu chat gay dong thay thé agar. Ty 1¢
sdng sot clia cdy cdy mo khong bi anh hudng béi BSD nhu chat giy dong méi truong nudi cay.
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