Tap chi Khoa hoc va Phét trién 2011: Tap 9, s6 3: 354 -363  TRUONG DAI HOC NONG NGHIEP HA NOI

NGHIEN CUU NHAN NHANH /¥ - V/TRO CAY COI BONG NAU
(CYPERUS CORYMBOSUS LAM.)

Study on Micropropagation of Cyperus corymbosus Lam.

Nguyén Thi Phwong Thio', Nguyén Thi Thiy', Nong Thi Hué', Vii Thi Uyén',
Nguyén Tit Canh®

"Khoa Cong nghé sinh hoc, Truong Dai hoc Nong nghiép Ha Noi
’Khoa Néng hoc, Truwong Pai hoc Néng nghiép Ha Nji
Dia chi email tac gia lién lac: thaohau@yahoo.com
Ngay gui dang: 23.12.2010; Ngay chép nhan: 12.04.2011

TOM TAT

Nghién ctru nay dwoc tién hanh nham xay dwng mét quy trinh nhan nhanh in vitro tir doan than
ngadm mang mét ngu giéng c6i bong nau (Cyperus corymbosus Lam.). Két qua da xac dinh dwoc ché
doé khtr tring cuia gidng c6i béng nau la HgCl; 0,1% trong thoi gian 13 phut, cho 42,33% mau séng va
tai sinh. Moéi trwong téi wu dé khéi dong mau la MS c6 bé sung 1,5 ppm BA cho trung binh 1,86
chéi/mau sau 4 tuan nuéi cay, chiéu cao trung binh cta chéi la 3,67cm. Hé s6 nhan chéi dat cao nhat
(2,24 1an sau 4 tuan), chiéu cao trung binh chéi 2,86 cm trén méi triwdng MS chira 1,5 ppm BA va 0,25
ppm IBA. Than hoat tinh cé tac dung tét trong viéc tao ré cho chdi in vitro & néng dd 1g/l, ty 1é ra ré
dat 100%, s6 ré trung binh dat 5,98 ré, dai ré 3,77 cm. Kiéu nuéi cay Iéng lac thich hop cho nhan chdi
in vitro, hé sé nhan chdi cao nhat so véi cac kiéu nudi cay khac (dic, léng, dic - Idng, ban ldng) dat
2,81 1an. Cac cay in vitro hoan chinh dwoc dwa ra thich nghi véi didu kién in vivo trén gia thé bun, ty
I&é cay sdng sé6t dat 100% sau 4 tuan, cay sinh trwéng va phat trién khée manh.

Tir khoa: Benzyl adenine (BA), c6i, Cyperus, kinetin; nhan giéng vé tinh in-vitro, than hoat
tinh, a - NAA.

SUMMARY

This study was conducted in order to establish a protocol for rapid propagation of Cyperus
corymbosus Lam. from dormant-bud stem. The results indicated that suitable sterilization time of
Cyperus corymbosus Lam. with HgCl, 0.1% was 13 minutes. MS medium containing 1.5 ppm BA and
30 g/l sucrose was found to be the most suitable for in vitro shoot regeneration, the rate of
regenerated shoots was 1,86 shoots/explant after 4 weeks. The highest rate of shoot propagation was
2.24 times/4 weeks, the average height of shoot was 2,86 cm on MS medium adding 1.5 ppm BA and
0,25 ppm IBA. Addition of 1g/l activated charcoal was positive for root formation with 5,98 roots/shoot
and the average height of root was 3.77 cm. Liquid shaking culture was proved to be most suitable for
shoot multiplication and the rate of shoot propagation was the highest among all other culture methods
including agar medium, agar — liquid medium, semiagar medium, liquid medium with 2.81 times after 4
weeks. Well — rooted plantlets were successfully transplanted to mud-based substrate, the rate of plant
survival was 100% and the plantlets developed well.

Key words: Benzyl adenine (BA); charcoal, Cyperus, kinetin; micropropagation, a — NAA.

1. DAT VAN DE bong tring (Cyperus tagetiformis Lam.) 1a

Giong coi c6 khoang béng nau (Cyperus hai giong c6i trong phd bién & cac tinh phia
corymbosus Lam.) ciing v6i c6i c¢6 khoang Béc tit Quang Ninh dén Thanh Hoa va doc
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Nghién cu nhan nhanh in vitro cay c6i béng nau (Cyperus corymbosus Lam.)

ven bién cac tinh Nam Trung Bé. Giong c6i
¢6 khoang béng niu cé than to, hai vang, hoa
nau, dang moc diing, cliing cdy, dé yéu, soi
chéc song khéng tring, chiéu cao khoang 1,4
- 1,8 m. Do dugc trong bang cach nhan v
tinh nhiéu nam, c6i c¢6 khoang béng nau cé
nhiéu han ch& vé nang sudt va phdm chat.
Trong cac phuong phap nhan giéng vo tinh,
nhan giéng qua nudi cdy mé da chiing td c6
nhidu wu diém so véi cac phuong phap
truyén thong nhu tao dugc ciy giong doéng
déu, sach bénh, dic biét trang thai sinh 1y
lién quan dén sinh trudng cua ciy in vitro
¢6 thé duge cai thién dang ké do hién tugng
‘tré héa’ dudc cam ting trong qui trinh nuéi
cdy. Cac nghién cttu nhan giéng cac loai céi
thudc ho Cyperaceae thong qua nudi cay in
vitro da dudc tién hanh bdi mét so tac gia
trén thé giéi nhu: Cyperus rotundus L.
(Smith, 1968; Fisher, 1977); Caustis dioica
(Rossetto va cs., 1992), Juncus effusus L.
(Rogers va cs., 2000), Wang va cs. (2004);
Wang va cs. (2005); Bennazir va cs. (2009).
Viéc nghién cttu vé nhan in vitro trén loai
Cyperus corymbosus Lam. con chua duge
tién hanh trén thé giéi cling nhu & Viét Nam.
Nghién ciu nay dudc thuc hién nham gép
phan x4y dung qui trinh nhan giéhg céi cd
khoang boéng nau cé6 hé s6 nhan gidng cao,
chat lugng cay giong dudc cai thién dong thoi
lam co s buée dau cho viéc cho cong tac bao
tén ngudn gen va chon tao giong.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN cUU

2.1. Vat liéu

Cay c6i c¢6 khoang bong nau (Cyperus
corymbosus Lam.) dudc cung cdp tit Nong
trudng Binh Minh, Kim Son, Ninh Binh.

2.2. Phuong phap nghién ctiu

Phuong phdp khi tring mdau: Poan than
ngdm mang mam ngu khoe 14y tit nhiing cum
c6i sinh trudng phat trién t6t duge lam sach
bun dat duéi voi nude, béc tach phan be 14 bao

quanh mét ngu, cit bét phan than dé lai doan
chtta mat ngt dai khoang 3 - 5 cm, ngam
trong xa phong 30 phut sau d6 ria sach duéi
voi nuée va dua vao budng cdy vo trung. Mau
cdy sau xu 1y & trén tiép tuc dudc ngdm trong
con 70° trong vong 30 gidy, rita bang nudc cit
vo trung 1 1an sau d6 tién hanh khi trung véi
HgCl, 0,1% trong 13 phtt, ria mau bang
nudc cat vo trung 4 1an.

Mbéi truong nuodi cdy: T4t ca cac thi
nghiém st dung moi trudng MS co ban c¢6 bo
sung sucrose, cac chat diéu tiét sinh trudng &
cac nong d6 khac nhau tuy ting thi nghiém,
pH diéu chinh 6 5,7.

- Céac loai méi truong st dung trong thi
nghiém anh hudng cia kiéu nudi c4y:

MBbi trudng dic: c6 b6 sung 7 g/l agar.

Mbi trudng ban 16ng: c6 b sung 1/2
lugng agar so v6i méi truong dic.

MBai trudng 1ong: khéng b6 sung agar.

Mbi truong dac 1ong: 7 g/l agar tao méi
truong 6 16p duéi binh nuéi cdy, méi trudng
16ng 6 16p trén.

MBbi trudng 1éng lic: khong bé sung agar,
dugc dat trén may lic véi tée do 100 vong/phiit.

- Diéu kién nudi cdy: Nhiét do 22 — 27°C;
cuong d6 anh sang 2000 lux; thoi gian chiéu
sang 16 gio sang/ 8 gio toi.

- B8 tri thi nghiém: Thi nghiém dudgc
nhéc lai 3 1an, mdi 1an 10 binh, mdi binh 3
mAu. S litu thi nghiém duge xt ly trén
phan mém IRRISTAT 4.0 va Excel.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Nghién ctiu tao vat liéu khéi dau
in vitro
3.1.1. Nghién cttu ché dé khiz triung mdu cdy
Doan than ngdm mang mam ngu dudc
st dung lam ngudn mau cho thi nghiém kht
trung. K&t qua khi trung véi dung dich thuy
ngan clorua (HgCl,) 0,1% véi thoi gian khi
trung la 5 phat, 7 phit, 10 phat, 13 phit, 16
phtt cho thay ty 1&é mau nhiém ty 1é thuan
v6i thoi gian khii trung (Bang 1).

355



Nguyén Thi Phuong Thdo, Nguyén Thj Thiy, Néng Thi Hué, Vi Thi Uyén, Nguyén T4t Cénh

Bang 1. K&t qua khi tring doan than ngAm mang mam nga
bang dung dich HgCl, 0,1% (sau 4 tuan nubi ciy)

cong thL’PcChI U8U  T1si gian khir tring (phat) Ty 16 séng, sach (%) Ty 16 m&u nhidm (%) Ty 16 mAu chét (%)
Déi ching 0 0,00 100,00 0,00
1 5 14,29 85,71 0,00
2 7 23,80 76,19 0,00
3 10 33.33 66,67 0,00
4 13 42,86 52,38 4,76
5 16 38.10 38,10 23,81

Ghi chit : Nén méi truong : MS + 30g/l dwong + 7g/l agar, pH : 5,7, CT : Céng thirc

Khi kéo dai thoi gian kht trung thi ty 1é
chét tang lén. Khi téng thoi gian khi trung
lén 16 phit, ty 1&é nhiém giam (38,10%),
nhung ty 1é chét lén 23,81%, két qua ty lé
mau séng, sach chi dat 38,09%. Véi thoi gian
khti trung 13 phit thi ty 1é nhiém 1a 52,38%
va ty 1&6 mau chét nho (4,76%) nén ty 1é mau
song, sach cao 42,86%. Nhu vay, viéc khu
trung nguén mau la doan than ngAm mang
mam ngu céi rat khé khin, cac cong thiic
khti triung cho ty 16 mAu nhiém cao, do d6
tim ra mot phuong phap khi trung hiéu qua
hon 12 cong viéc vo cung can thiét. Trong cac
cong thiic khi trung trén, cong thiic khi
trung bang HgCl, 0,1% trong 13 phut dudc
st dung, cho ty 18 mau sach va tai sinh cao
nhat dat 42,86%.

3.1.2. Nghién citu anh hudng ciia BA, KI dén
suw tdi sinh chéi tix doan than ngdm
mang mam ngu ctia Céi Nhat

Trong nghién c@u tai sinh choi,
cytokinin c6 vai tro quan trong trong phén
chia t& bao va kich thich su hinh thanh chéii.

Vi thé cac doan than ngdm mang mam ngu

cia c6i bong nau sau khi dugec khii trung

theo cong thtic té1 vu & thi nghiém 1 (13

phiit) sé dugc khao sat su tai sinh chdi trén

cac méi trudng cé bé sung BA, KI véi ndng d6
thay déi tit 0,5 — 2 ppm nham tao vat liéu
khéi dau cho giai doan nhan nhanh choi.

(Bang 2a va Bang 2b). Két qua chi ra trong

moi trudng cé bo sung BA, KI, s6 chdi tai

sinh trén mau cdy ting cung véi su tang
noéng do caa cac chat diéu tiét sinh trudng va

ludn cao hon so véi d6i chiing tuong tng 0,67
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va 0,59 chdi/mau sau 4 tuan. O néng d6 1,5
ppm BA va 1,5 ppm KI cho s6 chéi tai sinh
cao nhat 1,86 va 1,14 chdi/mau cay/4 tuan.
Tuy nhién, trén méi trudng bd sung KI cac
chdi bat cham, phat trién kém trong khi d6
trén moi truong cé bé sung BA céc chdi map,
sinh trudéng khoe, 14 xanh hon. Khi tiép tuc
tang noéng d6 BA, KI 1én 2 ppm thi hién
tugng s6 choi tai sinh giam, chéi cha yéu
phat trién vé chiéu cao va s6 la. Nhu vay
nong d6 cao cua cytokinin khéng thich hgp
cho su tai sinh chdi ctia giong c6i bong nau.
Nhu vay coéng thiic 1,5 ppm BA dugc st dung
dé khéi dong su tai sinh chéi 6 c6i bong nau.

Két qua nghién ctu nay thu dugdc hoan
toan phu hdp véi két qué cua cac nghién ctu
truée d6 (Samar va cs., 2000; Rogers va cs.,
2003; Wang va cs., (2004); Bennazir va cs.,
2009) cho rang viéc b6 sung BA vao méi
truong nudi cdy sé thic ddy su tai sinh chdi
c6i. Theo Samar va cs. (2000), khi st dung
BA, kinetin va 2iP dé cam tng tai sinh chéi
trén giong Juncus effusus L. thi BA cam tng
cho tdn s6 tai sinh cao nhat dat 88%.
Bennazir va cs. (2009) tién hanh trén gidng
c6i Cyperus pangorei da bao cao rang trén
mdi trudng chita BA ho#c kinetin hodc zeatin
6 nong d6 10M thi BA cho s6 mau tai sinh
cao nhat 10 chdi/mau, trong khi dé kinetin
hay zeatin chi cho duy nhat mot chéi hinh
thanh. Nguyén Thi Ngoc Huyén (2010) tién
hanh thi nghiém trén gidng c6i béng tring
(Cyperus tagetiformis Lam.) cling dugc két
qua tuong tu, é néng d6 1,5 mg/l BA cho hé
0 tai sinh cao nhat, dat 2,08 chéi/ miu sau 4
tuan nuodi cay.



Nghién cu nhan nhanh in vitro cay c6i béng nau (Cyperus corymbosus Lam.)

Bang 2a. Anh hudng ctia BA dén kha ning tai sinh chéi céi tit doan than ngam
mang mam ngu (sau 4 tuan nudi cay)

Coéng thir BA S chéi tai sinr]NTB/méu cay Chiéu cao TB/chdi séla T'B/ch?)i

(ppm) (choi) (cm) (1)

Déi chirng 0 0,67 2,81 2,29

1 0,5 1,10 3,34 2,55

2 1,0 1,27 3,44 2,41

3 1,5 1,86 3,67 2,68

4 2,0 0,98 3,98 2,85
LSD 5% 0,10
CV% 4.8

Ghi chii: Nén méi truong: MS + 30 g/l dwong + 7 g/l agar, pH 5,7, ppm mg/l, TB: Trung binh

Bang 2b. Anh huéng ctia Kinetin dén kha ning tai sinh chéi céi tit doan than ngam
mang mam ngu (sau 4 tuan theo doéi)

Cong thire Kinetin Sé chéi tai sinQ‘TB/méu cly Chiéu cao TB/chéi Séla TB/chéi

(ppm) (chdi) (cm) (18)

DPéi chirng 0,0 0,59 2,86 2,36

1 0,5 0,77 3,07 2,30

2 1,0 0,96 3,14 2,40

3 1,5 1,14 3,97 2,41

4 2,0 0,97 4,37 2,91
LSD 5% 0,06
CV% 3,8

Ghi chit : Nén méi trwong : MS + 30g/l dwong + 7g/l agar, pH : 5,7, ppm :mg/l, TB : Trung binh

3.2. Nghién cttu nhan nhanh choéi in vitro

Trong nudi cdy mo t& bao thuc vat, khi
st dung phdéi hgp gitia cytokinin va auxin
v6i nong do va ty lé thich hgp thi khong
nhiing lam ting hé s6 nhan chéi ma con cé
anh hudng tich cuc dén sinh trudng cua
chdi. Trén co sd @6, thi nghiém nhan nhanh
chéi in vitro cua giéng céi béng nau su
dung néng d6 1,5 ppm BA t6 hop véi a- NAA
va IBA & cac néng do ti 0 - 0,5 ppm dudgc
tién hanh.

3.2.1. Nghién citu dnh hudng ctia t6 hop BA
va o~ NAA dén khd ndng nhdan nhanh
chéi céi

Bang 3 cho thdy, viéc b6 sung o- NAA
vao méi truong nudi cdy tb ra khong c6 hiéu
qua trong qua trinh nhan nhanh chéi céi

bong nau. Khi két hop gitia BA va a- NAA, &
cong thiic cho hé s6 nhan chéi cao nhat 1,5
ppm BA va 0,25 ppm o-NAA, chi dat 1,35
lan, chiéu cao tuong ting 3,34 cm sau 4 tuin
nudi cay. Két qua nay hoan toan khéc so véi
cac nghién ctiu truéec. Nguyén Thi Ngoc
Huyén (2010) thi nghiém trén gidng céi bong
trang (Cyperus tagetiformis Lam.) va c6i
Nhat (Juncus effusus L.) da chi ra sy nhan
nhanh chdi c6i t6t trén méi trudng cé t6 hop
gifia cytokinin va a- NAA véi hé s6 nhan
tuong tdng 1a 3,3 1an va 6,31 sau 4 tudn,
chiéu cao trung binh dat 4,35 va 5,46 cm,
chdi tao thanh map, sinh trudng khde. Vi
vay v6i muc dich ting hé s6 nhan chéi céi,
mot thit nghiém két hgp gitia BA va IBA vao
méi truong nudi cdy da dude tién hanh dé
khao sat su nhan chéi ctia giong céi nay.
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Bang 3. Anh hudng cua t6 hop BA va o- NAA dén kha ning nhan nhanh chéi céi
(sau 4 tudn nubi cay)

Cong thirc BA a-NAA He sb nxhén chdi Chiéu cao TB chdi Séla TB/chéi
(ppm) (ppm) (lan) (cm) (1)
Déi ching 0 0 0,62 2,91 2,23
2 1,5 0,1 0,86 3,24 2,33
3 1,5 0,25 1,35 3,34 2,41
4 1,5 0,5 1,10 3,65 2,54
LSD 5% 0,07
CV% 3,70

Ghi chit: Nén méi trwong: MS + 30 g/l dwong + 7 g/l agar, pH 5,7, ppm mg/l, TB: Trung binh

Bang 4. Anh hudng cta t6 hgp BA va IBA dén kha nang nhan nhanh chéi céi
bong nau (sau 4 tuan nudi cay)

R . IBA Hé s6 nhan chbi Chiéu cao TB chéi S6 1a TB/choi
Cong thirc BA () N .
(ppm) (lan/mau cay) (cm) (1a)
Déi chirng 0 0 0,86 3,01 2,34
1 1,5 0,1 1,24 2,94 2,15
2 1,5 0,25 2,24 2,86 1,94
3 1,5 0,5 1,94 2,73 2,29
LSD 5% 0,14
CV% 4.2

Ghi chit: Nén méi trwong: MS + 30 g/l dwong + 7 g/l agar, pH 5,7, ppm: mg/l, TB: Trung binh

3.2.2. Nghién cttu dnh hwéng ciia té hop
BA va IBA dén khd ndng nhdn
nhanh chéi céi

S6 liéu bang 4 cho thdy, viéc b6 sung
IBA vao moi trudng nudi cdy cé tac dung kha
t6t d6i v6i su nhan nhanh chéi ciia giong coi
bong ndu, hé s6 nhan chéi da ting dang ké
so v6i viéc b6 sung a-NAA. Hé s6 nhan chdi
dat cao nhat 2,24 1an sau 4 tuan trén méi
trudng c6 bé sung 1,5 ppm BA va 0,25 ppm

IBA, hé s6 nay cao gip 2,6 lan so véi doi

chiing (0,86 1an). Khi tang néng d6 IBA lén

0,5 ppm thi hé s6 nhan gidm xudng con 1,94

lan (Bang 5). Nhu vay néng do IBA cao

khoéng thich hop cho su nhan chéi § céi bong
nau. Két qua thu duge phu hgp véi nghién
ctiu cua Rosetto va cs. (1992) trén Cautis
dioica, d6 1a trén méi trudng c6 bé sung 2 uM

BA va 1 uM IBA 14 t6i wu cho qua trinh

nhan nhanh tit ngudn vat liéu khéi dau la

dinh sinh trudng.
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Nhu vay su phéi hop gitia 1,5 ppm BA
va 0,25 ppm mang lai hiéu qui té6t cho su
nhan chdi ¢ c6i bong nau, cac chdi tao ra déu
sinh trudng khde (Hinh 1). Tuy nhién, hé s6
nhan choi ctia c6i bong nau van con kha thap
va can tiép tuc dudc cai tién.

3.2.3. Anh hudng ciia than hoat tinh dén su
sinh trudng phdt trién cia chdi coi
Sarma va cs. (2000) cho rang than hoat
tinh b sung vao moi trudng nudi cdy lam ting
ty 1& ra ré, su sinh trudng cua chéi dong thoi
khti dudc su hoia nau ctia mau. Trong qua
trinh nudi cay c6i béng nau da quan sat duge
hién tugng méi trusng bi héa nau va sy sinh
trudng phat trién chdi céi gidm do cac san
phdm trao d6i chat & céi duge tiét vao moi
truong. P& khéc phuc hién tugng trén, thi
nghiém nghién ctiu dnh hudng ctia than hoat
tinh dén su sinh trudng phat trién cta chdi céi
da dugc tién hanh (Bang 5). Nén moi truong
1,5 ppm BA va 0,25 ppm IBA dugc st dung.



Nghién ctru nhan nhanh in vitro cay céi béng nau (Cyperus corymbosus Lam.)

B

Hinh 1. Chéi c6i bong nau trén cac méi truong khac nhau
(A) Moi trudng khéi dong chéi MS +1,5 mg/l BA
(B) Mbi truong nhan nhanh chéi MS + 1,5 mg/l BA

Bang 5. Anh hudéng cta than hoat tinh dén sy sinh truéng phat trién ctia chéi coi
(sau 6 tuan nuodi cay)

Cong thire BA IBA Than hoattinh ~ Ha s6 nhan chéi Chiél‘icao Sé1a T’B/chc'“ni
(ppm) (ppm) (g) (lan) TB/choi (cm) (1a)
Déi chirng 1,5 0,25 0 2,19 2,98 2,15
1 1,5 0,25 1 2,34 3,15 2,3
2 1,5 0,25 2 2,48 3,07 2,47
LSD 5% 0,17
CV% 3,50

Ghi chii - Nén méi truong : MS + 30 g/l dwong + 7 g/l agar, pH 5,7, ppm: mg/l, TB: Trung binh

Than hoat tinh t6 ra cé tac dung tot doi
véi su nhan chdi cia c6i béng nau, cac chdi
phét trién map hon véi 14 ¢6 mAu xanh dam.
Khi bé sung than hoat tinh vao méi trudng
nudi cady hé s6 nhan chéi déu cao hon so véi
d6i chtng (khéng bé sung than hoat tinh).
Két qua chi ra khi b sung 1g/l than hoat
tinh hé s6 nhan dat 2,34 lan, khi tang nong
do than hoat tinh 1én 2 g/l hé s6 nhan dat
cao nhat 2,48 lan, trong khi moi trudng
khong b8 sung than hoat tinh hé s6 nhan chi
dat 2,19 lan. Nhu vay than hoat tinh khéng
nhiing kich thich su nhan chéi ma con c6 tac
dung t6t d61 v6i su phat trién cia choi.

3.24. Nghién citu dnh hudng cia kiéu nuéi
cdy dén sinh trudng phdt trién cia
chéi céi

Trong nudi cAy mo, su sinh trudng phat

trién cta cdy khéng chi chiu 4nh hudng cta
dinh dudng, anh sang, nhiét d6 ma con chiu
anh hudng bdi nhiéu yéu t6 khac trong dé
kiéu nubi cdy 1a mot nhan t6 c6 anh hudng
16n dén su sinh trudng, phat trién cta cay
in vitro dac biét 1a hé s6 nhan chéi (Bang 6).
Nhim tim hiéu anh hudng ctia cac kiéu nudi
cdy khac nhau dén sinh trudng phat trién
cta choi céi, cac chdi coi don dude tach ra va
nudi cdy trén moi trudng nhan nhanh cho hé
s6 nhan cao nh4t 1a MS bé sung 1,5 ppm BA,
0,25 ppm IBA, 2 g/l THT va b6 sung agar véi
noéng d6 khac nhau dé tao cac dang méi
truong dic (b6 sung 7g/l agar), long (khong
bé sung agar), dic 1ong (7 g/l agar tao moi
truong dic phia dudi binh nudi cdy, moi
truong long 6 phia trén); ban léng (3,5 g/l
agar) va long lic (khéng bd sung agar va st
dung may l4c 100 vong/phit).
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Bang 6. Anh hudng ctia diéu kién nubi cAy su sinh trudng, phat trién va
hé s6 nhan choi (sau 4 tuan nubi cay)

Cong thire Kiéu moi trudng  Hé s6 nhan chdi (1&n)  Chiéu cao TB/chdi (cm) Sé 14 TB/chdi (1a)
1 Pac 2,32 2,82 1,91
2 Pac- lédng 2,35 2,81 2,05
3 Léng 2,48 2,91 2,12
4 Ban léng 2,60 2,89 2,1
5 Lang l4c 2,81 2,95 217
LCD 5% 0,20
CV% 4,30

Ghi chit : Nén méi trong : MS + 30 g/l dwong, pH 5,7, CT: Céng thire, TB: Trung binh

Bang 7a. Anh huéng ctia than hoat tinh dén kha nang ra ré cta giong céi bong nau
(sau 4 tuan cay)

Than hoat tinh (g/l) Sé ré TB/méu (cai) Chiéu dai TB (cm) Mau séc
0 5,41 3,46 Nau nhat
1 5,98 3,77 Nau nhat+ 16ng hut
2 5,35 2,69 Nau nhat+ 16ng hut
3 5,26 2,63 Nau
4 5,22 2,57 Nau
LSD5% 0,17
CV% 1,70

Ghi chii - Nén méi trwong : MS + 30g/I dwong, pH - 5,7, TB : Trung binh, 7 g/l, THT : than hoat tinh

Bang 7b. Anh huéng ctia a-NAA dén kha ning ra ré ctia giong céi bong nau
(sau 4 tuan cay)

Nong d6 a-NAA (ppm) Sé r& TB/mau (cai) Chiéu dai TB (cm) MAu sic
0 6,31 3,46 Nau nhat
0,1 5,57 1,67 Nau nhat
0,25 5,37 1,56 Nau den
0,5 4,37 1,30 Nau den
1 3,42 0,97 Nau den
LSD 5% 0,18
CV% 2,00

Ghi chit : Nén méi truwong : MS + 30 g/l dwong, pH 5,7, TB: Trung binh, 7 g/, THT: than hoat tinh

Két qua & bang 6 cho thay cac kiéu nudi
cdy khac nhau c6 anh huéng khac nhau dén
su sinh trudng va phat trién caa chdi céi dac
biét 12 hé s6 nhan chéi. Trén méi trusng dic,
su hinh thanh choéi dién ra cham hon so véi
nudi cdy trén cac kiéu moi truong khac (2,32
1an sau 4 tuan nudi cdy), trén cic moi truong
d#c 16ng, 16ng, ban 16ng, 16ng lic, hé s6 nhan
chdi tiang dan, trong dé chéi don dude nuoi
cdy trén moi trudng 16ng lic cho hé s6 nhan
cao nhat dat 2,81 1an sau 4 tuan nudi ciy,
cac chéi phat trién manh, chit lugng chdi
t6t, choi xanh, map map. So sanh hé s6 nhan
in vitro cua cdy céi bong nau véi cac doi
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tugng khac thi hé s6 nhan ctua ciy céi con
thap, tuy nhién day 14 mot d6i tugng méi vi
vay can phai ti€p tuc nghién cttu nhim muc
dich ting hé s6 nhan.

3.3. Nghién citu tao ré cho chéi in vitro

Ra ré 1a khau cudi cung trong qua trinh
nhan giéhg in vitro nham gidp cay in vitro
thich nghi t6t hon ngoai vudn uom va trong
diéu kién san xuét. Dé tao ré cho cac chdi in
vitro, 2 chat kich thich ra ré 14 NAA va than
hoat tinh (THT) dugc b6 sung vao méi trudng
co ban 1a MS+ 30 g/l duong+ 7 g/l agar (Bang
Ta va 7b).



Nghién ctru nhan nhanh in vitro cay céi béng nau (Cyperus corymbosus Lam.)

S6 liéu bang 7a va 7b cho thay, than
hoat tinh té ra c6 hiéu qua hon déi véi su ra
ré cia c6i bong nau ca vé sd lugng ré trung
binh trén mau, vé chiéu dai va chat lugng
cta ré (Hinh 2). Khi b8 sung 1 g/l THT vao
moi trudng nudi cdy choi c6 kha niang hinh
thanh ré t6t nhat v6i s6 ré trung binh trén
mau dat 5,98 ré, chiéu dai trung binh ré 1a
3,77 dong thoi ré hinh thanh c6 mau nau
nhat va c6 nhiéu long hut. Theo danh gia
cam quan thi nhiing ré nay sé gitp cay thich
nghi nhanh ngoai diéu kién tu nhién. Trong
khi d6 khi tdng ham lugng THT 1én 2, 3, 4
g/l déu lam cho s6 ré& trung binh hinh thanh
trén mau giam, chiéu dai trung binh trén ré
giam va ré hinh thanh c6 mau nau it hoic
khong hinh thanh 16ng hut.

Trai v6i than hoat tinh, viéc b6 sung a-
NAA vao mdi truong nudi cdy lam giam kha
nang hinh thanh ré. Céng thtc déi ching
khong b6 sung a-NAA cho kha ning hinh
thanh ré t6t nhat véi s6 ré trung binh trén
mau 1a 6,31 ré, chiéu dai trung binh ré 1a
3,46 cm, ré hinh thanh c6 mau nau nhat, ré
ngin, diéu nay c6 thé sé gdy kho khan khi
dua ra tréng ngoai vudn uom. Nhu vay viéc
b6 sung a-NAA vao méi trudng 1a khong can
thiét cho su hinh thanh chéi c6i bong nau.
Két qua nay ding véi nhan dinh ctia Rosetto

va cs. (1992) khi nghién ctu kha niang ra ré
cua chdi Cautis dioica, cho rang kha ning
cam tng hinh thanh ré cia a-NAA thap va
cho chat lugng chéi kém.

Mbi trudng bd sung 1 g/1 than hoat
tinh dugc st dung lam céng thiic tot nhat
doi véi su ra ré cua céi bong nau, véi s6 ré
trung binh trén mau dat 5,98 ré, chiéu dai
trung binh ré 1a 3,77 cm ré tao ra c6 nhiéu
16ng hut.

3.4. Thich nghi cay ngoai vuon wom

Truée khi dua cdy vao diéu kién san
xuét viéc thich nghi cdy trong vudn uom dé
dam bao ty lé séng cao, cay sinh trudng va
phét trién t6t 1a mét khau quan trong. Cay
c6i c6 chiéu cao trén 5 cm, ré duge ria sach
agar, loai bo ré den; cac chdi c6 chiéu cao
trén 10 cm dudc cat bt phan 14 va tréng truc
tiép trén cac gia thé khac nhau, dit trong
nha luéi che b6t 50% anh sang, ché& do tuéi 2
lan/ngay.

Ba loai gia thé st dung dé thi nghiém
viéc thich nghi ciy c6i béng nau ngoai vuon
uom (Hinh 3): (1) Trau hun, (2) Bun, (3)
Trau hun: cat: so dia véi ty 1& 1:1:1. Két qua
sau 4 tuan ty 1é cay song dat 100% trén tat
ca cac loai gia thé, tuy nhién trén gia thé
bun, cdy sinh trudng phat trién manh nhét.

Hinh 2. Sy ra ré clia c6i bong nau trén cac méi trudng khac nhau
(a) MS; (b)) MS+1 g/l THT; (c) MS + 2 g/l THT; (d) MS + 3 g/l THT; (e¢) MS + 4 g/l THT
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Hinh 3. Thich {ing c6i béng nau trén cac gia thé khac nhau
(A) Trau hun ; (B) Trau hun: cat: so dia (1:1:1); (C) Bun

4. KET LUAN VA DE NGHI

C6 thé khii trung doan than ngdm mang
mAam ngu c6i bong nau bang dung dich HgCl,
0,1% trong thoi gian 13 phit, cho ty 1& mau
song sach cao nhat dat 42,33%.

Mboi truong nudi cdy khéi dong tot nhat
doan than ngdm mang mAm ngu céi bong la:
MS + 1,5 ppm BA + 30 g/l duong + 6,5 g/l
agar, s6 chdi tai sinh dat cao nhat 1,86
chdi/mau sau 4 tuin nudi cdy, chiéu cao
trung binh cta chdi 1a 8,86 cm.

Moéi trudng thich hop cho nhidn nhanh
chdi 1a MS + 1,5 ppm BA + 0,25 ppm IBA +
30 g/l duong + 7 g/1 agar, cho hé s6 nhan choi
14 2,24 lan/mAu cdy/4 tuan va chiéu cao
trung binh chéi dat 2,86 cm. Kiéu nudi cdy
t6t nhat cho su sinh trudng, phat trién caa
chdi c6i va cho hé s6 nhan chdi cao nhat 1a
nudi cdy 1ong lac cho hé s6 nhan chdi la 2,76
lAn/mAu cdy/4 tuan, chiéu cao choéi dat 2,96
cm. Trong qua trinh nhan nhanh khi bd
sung than hoat tinh cé tac dung ting hé s6
nhan han ché& hién tugng mau bi ¢di coc do
doc t6 trong mau tiét ra.

Than hoat tinh c6 tac dung tét trong
viée tao ré cho chéi in vitro 6 néng d6 1g/l. Ty
1é ra ré dat 100%, s6 ré trung binh dat 5,98
ré/chéi, dai ré 3,77 cm.

Gia thé thich hgp nhét dé thich nghi cay
trong vuon uom la gia thé bun, cho 100% cay
sdng sét sau 4 tuan.
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TÓM TẮT


Nghiên cứu này được tiến hành nhằm xây dựng một quy trình nhân nhanh in vitro từ đoạn thân ngầm mang mắt ngủ giống cói bông nâu (Cyperus corymbosus Lam.). Kết quả đã xác định được chế độ khử trùng của giống cói bông nâu là HgCl2 0,1% trong thời gian 13 phút, cho 42,33% mẫu sống và tái sinh. Môi trường tối ưu để khởi động mẫu là MS có bổ sung 1,5 ppm BA cho trung bình 1,86 chồi/mẫu sau 4 tuần nuôi cấy, chiều cao trung bình của chồi là 3,67cm. Hệ số nhân chồi đạt cao nhất (2,24 lần sau 4 tuần), chiều cao trung bình chồi 2,86 cm trên môi trường MS chứa 1,5 ppm BA và 0,25 ppm IBA. Than hoạt tính có tác dụng tốt trong việc tạo rễ cho chồi in vitro ở nồng độ 1g/l, tỷ lệ ra rễ đạt 100%, số rễ trung bình đạt 5,98 rễ, dài rễ 3,77 cm. Kiểu nuôi cấy lỏng lắc thích hợp cho nhân chồi in vitro, hệ số nhân chồi cao nhất so với các kiểu nuôi cấy khác (đặc, lỏng, đặc - lỏng, bán lỏng) đạt 2,81 lần. Các cây in vitro hoàn chỉnh được đưa ra thích nghi với điều kiện in vivo trên giá thể bùn, tỷ lệ cây sống sót đạt 100% sau 4 tuần, cây sinh trưởng và phát triển khỏe mạnh.


Từ khoá: Benzyl adenine (BA), cói, Cyperus, kinetin; nhân giống vô tính in-vitro, than hoạt tính, α - NAA.


SUMMARY


This study was conducted in order to establish a protocol for rapid propagation of Cyperus corymbosus Lam. from dormant-bud stem. The results indicated that suitable sterilization time of Cyperus corymbosus Lam. with HgCl2 0.1% was 13 minutes. MS medium containing 1.5 ppm BA and 30 g/l sucrose was found to be the most suitable for in vitro shoot regeneration, the rate of regenerated shoots was 1,86 shoots/explant after 4 weeks. The highest rate of shoot propagation was 2.24 times/4 weeks, the average height of shoot was 2,86 cm on MS medium adding 1.5 ppm BA and 0,25 ppm IBA. Addition of 1g/l activated charcoal was positive for root formation with 5,98 roots/shoot  and the average height of root was 3.77 cm.  Liquid shaking culture was proved to be  most suitable for shoot multiplication and the rate of shoot propagation was the highest among all other culture methods including agar medium, agar – liquid medium, semiagar medium, liquid medium with 2.81 times after 4 weeks. Well – rooted plantlets were successfully transplanted to mud-based substrate, the rate of plant survival was 100% and the plantlets developed well.

Key words: Benzyl adenine (BA); charcoal, Cyperus, kinetin; micropropagation, α – NAA.Nghe
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1. §ÆT VÊN §Ò


Gièng cãi cæ khoang b«ng n©u (Cyperus corymbosus Lam.) cïng víi cãi cæ khoang b«ng tr¾ng (Cyperus tagetiformis Lam.) lµ hai gièng cãi trång phæ biÕn ë c¸c tØnh phÝa B¾c tõ Qu¶ng NinhQu¶ng Ninh ®Õn Thanh Ho¸ vµ däc ven biÓn c¸c tØnh Nam Trung Bé. Gièng cãi cæ khoang b«ng n©u cã th©n to, h¬i vµng, hoa n©u, d¸ng mäc ®øng, cøng c©y, ®Î yÕu, sîi ch¾c song kh«ng tr¾ng, chiÒu cao kho¶ng 1,4 - 1,8 m. Do ®­îc trång b»ng c¸ch nh©n v« tÝnh nhiÒu n¨m, cãi cæ khoang b«ng n©u cã nhiÒu h¹n chÕ vÒ n¨ng suÊt vµ phÈm chÊt. Trong c¸c ph­¬ng ph¸p nh©n gièng v« tÝnh, nh©n gièng qua nu«i cÊy m« ®· chøng tá cã nhiÒu ­u ®iÓm so víi c¸c ph­¬ng ph¸p truyÒn thèng nh­ t¹o ®­îc c©y gièng ®ång ®Òu, s¹ch bÖnh, ®Æc biÖt tr¹ng th¸i sinh lý liªn quan ®Õn sinh tr­ëng cña c©y in vitro   cã thÓ ®­îc c¶i thiÖn ®¸ng kÓ do hiÖn t­îng ‘trÎ hãa’ ®­îc c¶m øng trong qu¸ tr×nh nu«i cÊy. C¸c nghiªn cøu nh©n gièng c¸c loµi cãi thuéc hä Cyperaceae th«ng qua nu«i cÊy in vitro ®· ®­îc tiÕn hµnh bëi mét sè t¸c gi¶ trªn thÕ giíi nh­ : Cyperus rotundus L. (Smith, 1968; Fisher, 1977); Caustis dioica (Rossetto vµ cs., 1992), Juncus effusus L. (Rogers vµ cs., 2000), Wang vµ cs. (2004); Wang vµ cs. (2005); Bennazir vµ cs. (2009). ViÖc nghiªn cøu vÒ nh©n in vitro trªn loµi Cyperus corymbosus Lam. cßn ch­a ®­îc tiÕn hµnh trªn thÕ giíi còng nh­ ë ViÖt Nam. Nghiªn cøu nµy ®­îc thùc hiÖn nh»m gãp phÇn x©y dùng qui tr×nh nh©n gièng cãi cæ khoang b«ng n©u cã hÖ sè nh©n gièng cao, chÊt l­îng c©y gièng ®­îc c¶i thiÖn ®ång thêi lµm c¬ së b­íc ®Çu cho viÖc cho c«ng t¸c b¶o tån nguån gen vµ chän t¹o gièng. 


2. VËT LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P
      NGHI£N CøU


2.1. VËt liÖu


C©y cãi cæ khoang b«ng n©u (Cyperus corymbosus Lam.) ®­îc cung cÊp tõ N«ng tr­êng B×nh Minh, Kim S¬n, Ninh B×nh.


2.2. Ph­¬ng ph¸p nghiªn cøu


Ph­¬ng ph¸p khö trïng mÉu: §o¹n th©n ngÇm mang mÇm ngñ kháe lÊy tõ nh÷ng côm cãi sinh tr­ëng ph¸t triÓn tèt ®­îc lµm s¹ch bïn ®Êt d­íi vßi n­íc, bãc t¸ch phÇn bÑ l¸ bao quanh m¾t ngñ, c¾t bít phÇn th©n ®Ó l¹i ®o¹n chøa m¾t ngñ dµi kho¶ng 3 - 5 cm, ng©m trong xµ phßng 30 phót sau ®ã röa s¹ch d­íi vßi n­íc vµ ®­a vµo buång cÊy v« trïng. MÉu cÊy sau xö lý ë trªn tiÕp tôc ®­îc ng©m trong cån 700 trong vßng 30 gi©y, röa b»ng n­íc cÊt v« trïng 1 lÇn sau ®ã tiÕn hµnh khö trïng víi  HgCl2 0,1% trong 13 phót, röa mÉu b»ng n­íc cÊt v« trïng 4 lÇn. 

M«i tr­êng nu«i cÊy: TÊt c¶ c¸c thÝ nghiÖm sö dông m«i tr­êng MS c¬ b¶n cã bæ sung sucrose, c¸c chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr­ëng ë c¸c nång ®é kh¸c nhau tuú tõng thÝ nghiÖm, pH ®iÒu chØnh ë 5,7. 


- C¸c lo¹i m«i tr­êng sö dông trong thÝ nghiÖm ¶nh h­ëng cña kiÓu nu«i cÊy: 


M«i tr­êng ®Æc: cã bæ sung 7 g/l agar.


M«i tr­êng b¸n láng: cã bæ sung 1/2 l­îng agar so víi m«i tr­êng ®Æc. 


M«i tr­êng láng: kh«ng bæ sung agar.


M«i tr­êng ®Æc láng: 7 g/l agar t¹o m«i tr­êng ë líp d­íi b×nh nu«i cÊy, m«i tr­êng láng ë líp trªn.


M«i tr­êng láng l¾c: kh«ng bæ sung agar, ®­îc ®Æt trªn m¸y l¾c víi tèc ®é 100 vßng/phót.


- §iÒu kiÖn nu«i cÊy: NhiÖt ®é 22 – 270C; c­êng ®é ¸nh s¸ng 2000 lux; thêi gian chiÕu s¸ng 16 giê s¸ng/ 8 giê tèi. 


- Bè trÝ thÝ nghiÖm: ThÝ nghiÖm ®­îc nh¾c l¹i 3 lÇn, mçi lÇn 10 b×nh, mçi b×nh 3 mÉu. Sè liÖu thÝ nghiÖm ®­îc xö lý trªn phÇn mÒm Irristat 4.0 vµ Excel.


3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN


3.1. Nghiªn cøu t¹o vËt liÖu khëi ®Çu
       in vitro 


3.1.1. Nghiªn cøu chÕ ®é khö trïng mÉu cÊy


§o¹n th©n ngÇm mang mÇm ngñ ®­îc sö dông lµm nguån mÉu cho thÝ nghiÖm khö trïng. KÕt qu¶ khö trïng víi dung dÞch thñy ng©n clorua (HgCl2) 0,1% víi thêi gian khö trïng lµ 5 phót, 7 phót, 10 phót, 13 phót, 16 phót cho thÊy tû lÖ mÉu nhiÔm tû lÖ thuËn víi thêi gian khö trïng (B¶ng 1). 


B¶ng 1. KÕt qu¶ khö trïng ®o¹n th©n ngÇm mang mÇm ngñ
b»ng dung dÞch HgCl2 0,1% (sau 4 tuÇn nu«i cÊy)


		                 Chỉ tiêu


Công thức

		Thời gian khử trùng (phút)

		Tỷ lệ sống, sạch (%)

		Tỷ lệ mẫu nhiễm (%)

		Tỷ lệ mẫu chết (%)



		Đối chứng

		0

		0,00

		100,00

		0,00



		1

		5

		14,29

		85,71

		0,00



		2

		7

		23,80

		76,19

		0,00



		3

		10

		33,33

		66,67

		0,00



		4

		13

		42,86

		52,38

		4,76



		5

		16

		38,10

		38,10

		23,81





Ghi chú : Nền môi trường : MS + 30g/l đường + 7g/l agar, pH : 5,7, CT : Công thức


Khi kÐo dµi thêi gian khö trïng th× tû lÖ chÕt t¨ng lªn. Khi t¨ng thêi gian khö trïng lªn 16 phót, tû lÖ nhiÔm gi¶m (38,10%), nh­ng tû lÖ chÕt lªn 23,81%, kÕt qu¶ tû lÖ mÉu sèng, s¹ch chØ ®¹t 38,09%. Víi thêi gian khö trïng 13 phót th× tû lÖ nhiÔm lµ 52,38% vµ tû lÖ mÉu chÕt nhá (4,76%) nªn tû lÖ mÉu sèng, s¹ch cao 42,86%. Nh­ vËy, viÖc khö trïng nguån mÉu lµ ®o¹n th©n ng©m mang mÇm ngñ cãi rÊt khã kh¨n, c¸c c«ng thøc khö trïng cho tû lÖ mÉu nhiÔm cao, do ®ã t×m ra mét ph­¬ng ph¸p khö trïng hiÖu qu¶ h¬n lµ c«ng viÖc v« cïng cÇn thiÕt. Trong c¸c c«ng thøc khö trïng trªn, c«ng thøc khö trïng b»ng HgCl2 0,1% trong 13 phót ®­îc sö dông, cho tû lÖ mÉu s¹ch vµ t¸i sinh cao nhÊt ®¹t 42,86%.


3.1.2. Nghiªn cøu ¶nh h­ëng cña BA, KI ®Õn
           sù t¸i sinh chåi tõ ®o¹n th©n ngÇm 
           mang mÇm ngñ cña Cãi NhËt


Trong nghiªn cøu t¸i sinh chåi, cytokinin cã vai trß quan träng trong ph©n chia tÕ bµo vµ kÝch thÝch sù h×nh thµnh chåii. V× thÕ c¸c ®o¹n th©n ngÇm mang mÇm ngñ cña cãi b«ng n©u sau khi ®­îc khö trïng theo c«ng thøc tèi ­u ë thÝ nghiÖm 1 (13 phót) sÏ ®­îc kh¶o s¸t sù t¸i sinh chåi trªn c¸c m«i tr­êng cã bæ sung BA, KI víi nång ®é thay ®æi tõ 0,5 – 2 ppm nh»m t¹o vËt liÖu khëi ®Çu cho giai ®o¹n nh©n nhanh chåi. (B¶ng 2a vµ B¶ng 2b). KÕt qu¶ chØ ra trong m«i tr­êng cã bæ sung BA, KI, sè chåi t¸i sinh trªn mÉu cÊy t¨ng cïng víi sù t¨ng nång ®é cña c¸c chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr­ëng vµ lu«n cao h¬n so víi ®èi chøng t­¬ng øng 0,67  vµ 0,59 chåi/mÉu sau 4 tuÇn. ë nång ®é 1,5 ppm BA vµ 1,5 ppm KI cho sè chåi t¸i sinh cao nhÊt 1,86 vµ 1,14 chåi/mÉu cÊy/4 tuÇn. Tuy nhiªn, trªn m«i tr­êng bæ sung KI c¸c chåi bËt chËm, ph¸t triÓn kÐm trong khi ®ã trªn m«i tr­êng cã bæ sung BA c¸c chåi mËp, sinh tr­ëng kháe, l¸ xanh h¬n. Khi tiÕp tôc t¨ng nång ®é BA, KI lªn 2 ppm th× hiÖn t­îng sè chåi t¸i sinh gi¶m, chåi chñ yÕu ph¸t triÓn vÒ chiÒu cao vµ sè l¸. Nh­ vËy nång ®é cao cña cytokinin kh«ng thÝch hîp cho sù t¸i sinh chåi cña gièng cãi b«ng n©u.  Nh­ vËy c«ng thøc 1,5 ppm BA ®­îc sö dông ®Ó khëi ®éng sù t¸i sinh chåi ë cãi b«ng n©u.


KÕt qu¶ nghiªn cøu nµy thu ®­îc hoµn toµn phï hîp víi kÕt qu¶ cña c¸c nghiªn cøu tr­íc ®ã (Samar vµ cs., 2000; Rogers vµ cs., 2003; Wang vµ cs., (2004); Bennazir vµ cs., 2009) cho r»ng viÖc bæ sung BA vµo m«i tr­êng nu«i cÊy sÏ thóc ®Èy sù t¸i sinh chåi cãi. Theo Samar vµ cs. (2000), khi sö dông BA, kinetin vµ 2iP ®Ó c¶m øng t¸i sinh chåi trªn gièng Juncus effusus L. th× BA c¶m øng cho tÇn sè t¸i sinh cao nhÊt ®¹t 88%. Bennazir vµ cs. (2009) tiÕn hµnh trªn gièng cãi Cyperus pangorei ®· b¸o c¸o r»ng trªn m«i tr­êng chøa BA hoÆc kinetin hoÆc zeatin ë nång ®é 10M th× BA cho sè mÉu t¸i sinh cao nhÊt 10 chåi/mÉu, trong khi ®ã kinetin hay zeatin chØ cho duy nhÊt mét chåi h×nh thµnh. NguyÔn ThÞ Ngäc HuyÒn (2010) tiÕn hµnh thÝ nghiÖm trªn gièng cãi b«ng tr¾ng (Cyperus tagetiformis Lam.) còng ®­îc kÕt qu¶ t­¬ng tù, ë nång ®é 1,5 mg/l BA cho hÖ sè t¸i sinh cao nhÊt, ®¹t 2,08 chåi/ mÉu sau 4 tuÇn nu«i cÊy.


		B¶ng 2a. ¶nh h­ëng cña BA ®Õn kh¶ n¨ng t¸i sinh chåi cãi tõ ®o¹n th©n ngÇm mang mÇm ngñ (sau 4 tuÇn nu«i cÊy)


Công thức

		BA
(ppm)

		Số chồi tái sinh TB/mẫu cấy (chồi)

		Chiều cao TB/chồi
(cm)

		Số lá TB/chồi
(lá)



		Đối chứng

		0

		0,67

		2,81

		2,29



		1

		0,5

		1,10

		3,34

		2,55



		2

		1,0

		1,27

		3,44

		2,41



		3

		1,5

		1,86

		3,67

		2,68



		4

		2,0

		0,98

		3,98

		2,85



		LSD 5%

		0,10

		

		



		CV%

		4,8

		

		






Ghi chú: Nền môi trường: MS + 30 g/l đường + 7 g/l agar, pH 5,7,  ppm  mg/l, TB: Trung bình


B¶ng 2b. ¶nh h­ëng cña Kinetin ®Õn kh¶ n¨ng t¸i sinh chåi cãi tõ ®o¹n th©n ngÇm mang mÇm ngñ (sau 4 tuÇn theo dâi)


		Công thức

		Kinetin
(ppm)

		Số chồi tái sinh TB/mẫu cấy (chồi)

		Chiều cao TB/chồi
(cm)

		Số lá TB/chồi
(lá)



		Đối chứng

		0,0

		0,59

		2,86

		2,36



		1

		0,5

		0,77

		3,07

		2,30



		2

		1,0

		0,96

		3,14

		2,40



		3

		1,5

		1,14

		3,97

		2,41



		4

		2,0

		0,97

		4,37

		2,91



		LSD 5%

		0,06

		

		



		CV%

		3,8

		

		






Ghi chú : Nền môi trường : MS + 30g/l đường + 7g/l agar, pH : 5,7, ppm :mg/l,  TB : Trung bình

3.2. Nghiªn cøu nh©n nhanh chåi in vitro

Trong nu«i cÊy m« tÕ bµo thùc vËt, khi sö dông phèi hîp gi÷a cytokinin vµ auxin víi nång ®é vµ tû lÖ thÝch hîp th× kh«ng nh÷ng lµm t¨ng hÖ sè nh©n chåi mµ cßn cã ¶nh h­ëng tÝch cùc ®Õn sinh tr­ëng cña chåi. Trªn c¬ së ®ã, thÝ nghiÖm nh©n nhanh chåi in vitro cña gièng cãi b«ng n©u sö dông nång ®é 1,5 ppm BA tæ hîp víi (- NAA vµ IBA ë c¸c nång ®é tõ 0 - 0,5 ppm ®­îc tiÕn hµnh.


3.2.1. Nghiªn cøu ¶nh h­ëng cña tæ hîp BA 
          vµ (- NAA ®Õn kh¶ n¨ng nh©n nhanh 
          chåi cãi


B¶ng 3 cho thÊy, viÖc bæ sung (- NAA vµo m«i tr­êng nu«i cÊy tá ra kh«ng cã hiÖu qu¶ trong qu¸ tr×nh nh©n nhanh chåi cãi b«ng n©u. Khi kÕt hîp gi÷a BA vµ (- NAA, ë c«ng thøc cho hÖ sè nh©n chåi cao nhÊt 1,5 ppm BA vµ 0,25 ppm (-NAA, chØ ®¹t 1,35 lÇn, chiÒu cao t­¬ng øng 3,34 cm sau 4 tuÇn nu«i cÊy. KÕt qu¶ nµy hoµn toµn kh¸c so víi c¸c nghiªn cøu tr­íc. NguyÔn ThÞ Ngäc HuyÒn (2010) thÝ nghiÖm trªn gièng cãi b«ng tr¾ng (Cyperus tagetiformis Lam.) vµ cãi NhËt (Juncus effusus L.) ®· chØ ra sù nh©n nhanh chåi cãi tèt trªn m«i tr­êng cã tæ hîp gi÷a cytokinin vµ (- NAA víi hÖ sè nh©n t­¬ng øng lµ 3,3 lÇn vµ 6,31 sau 4 tuÇn, chiÒu cao trung b×nh ®¹t 4,35 vµ 5,46 cm, chåi t¹o thµnh mËp, sinh tr­ëng kháe. V× vËy víi môc ®Ých t¨ng hÖ sè nh©n chåi cãi, mét thö nghiÖm kÕt hîp gi÷a BA vµ IBA vµo m«i tr­êng nu«i cÊy ®· ®­îc tiÕn hµnh ®Ó kh¶o s¸t sù nh©n chåi cña gièng cãi nµy.


		B¶ng 3. ¶nh h­ëng cña tæ hîp BA vµ (- NAA ®Õn kh¶ n¨ng nh©n nhanh chåi cãi 
(sau 4 tuÇn nu«i cÊy)


Công thức

		BA
(ppm)

		α-NAA
(ppm)

		Hệ số nhân chồi
(lần)

		Chiều cao TB chồi (cm)

		Số lá TB/chồi
(lá)



		Đối chứng

		0

		0

		0,62

		2,91

		2,23



		2

		1,5

		  0,1

		0,86

		3,24

		2,33



		3

		1,5

		0,25

		1,35

		3,34

		2,41



		4

		1,5

		 0,5

		1,10

		3,65

		2,54



		LSD 5%

		0,07

		

		



		CV%

		3,70

		

		






Ghi chú: Nền môi trường: MS + 30 g/l đường + 7 g/l agar, pH 5,7, ppm mg/l, TB: Trung bình


B¶ng 4. ¶nh h­ëng cña tæ hîp BA vµ IBA ®Õn kh¶ n¨ng nh©n nhanh chåi cãi
b«ng n©u (sau 4 tuÇn nu«i cÊy)

		Công thức

		BA ()

		IBA
(ppm)

		Hệ số nhân chồi (lần/mẫu cấy)

		Chiều cao TB chồi (cm)

		Số lá TB/chồi
(lá)



		Đối chứng

		0

		0

		0,86

		3,01

		2,34



		1

		1,5

		0,1

		1,24

		2,94

		2,15



		2

		1,5

		0,25

		2,24

		2,86

		1,94



		3

		1,5

		0,5

		1,94

		2,73

		2,29



		LSD 5%

		0,14

		

		



		CV%

		4,2

		

		






Ghi chú: Nền môi trường: MS + 30 g/l đường + 7 g/l agar, pH 5,7, ppm: mg/l, TB: Trung bình

3.2.2. Nghiªn cøu ¶nh h­ëng cña tæ hîp
          BA vµ IBA ®Õn kh¶ n¨ng nh©n
           nhanh chåi cãi


Sè liÖu b¶ng 4 cho thÊy, viÖc bæ sung IBA vµo m«i tr­êng nu«i cÊy cã t¸c dông kh¸ tèt ®èi víi sù nh©n nhanh chåi cña gièng cãi b«ng n©u, hÖ sè nh©n chåi ®· t¨ng ®¸ng kÓ so víi viÖc bæ sung (-NAA. HÖ sè nh©n chåi ®¹t cao nhÊt 2,24 lÇn sau 4 tuÇn trªn m«i tr­êng cã bæ sung 1,5 ppm BA vµ 0,25 ppm IBA, hÖ sè nµy cao gÊp 2,6 lÇn so víi ®èi chøng (0,86 lÇn). Khi t¨ng nång ®é IBA lªn 0,5 ppm th× hÖ sè nh©n gi¶m xuèng cßn 1,94 lÇn (B¶ng 5). Nh­ vËy nång ®é IBA cao kh«ng thÝch hîp cho sù nh©n chåi ë cãi b«ng n©u. KÕt qu¶ thu ®­îc phï hîp víi nghiªn cøu cña Rosetto vµ cs. (1992) trªn Cautis dioica, ®ã lµ trªn m«i tr­êng cã bæ sung 2 (M BA vµ 1 (M IBA lµ tèi ­u cho qu¸ tr×nh nh©n nhanh tõ nguån vËt liÖu khëi ®Çu lµ ®Ønh sinh tr­ëng.


Nh­ vËy sù phèi hîp gi÷a 1,5 ppm BA vµ 0,25 ppm mang l¹i hiÖu qu¶ tèt cho sù nh©n chåi ë cãi b«ng n©u, c¸c chåi t¹o ra ®Òu sinh tr­ëng kháe (H×nh 1). Tuy nhiªn, hÖ sè nh©n chåi cña cãi b«ng n©u vÉn cßn kh¸ thÊp vµ cÇn tiÕp tôc ®­îc c¶i tiÕn. 

3.2.3. ¶nh h­ëng cña than ho¹t tÝnh ®Õn sù
           sinh tr­ëng ph¸t triÓn cña chåi cãi


Sarma vµ cs. (2000) cho r»ng than ho¹t tÝnh bæ sung vµo m«i tr­êng nu«i cÊy lµm t¨ng tû lÖ ra rÔ, sù sinh tr­ëng cña chåi ®ång thêi khö ®­îc sù ho¸ n©u cña mÉu. Trong qu¸ tr×nh nu«i cÊy cãi b«ng n©u ®· quan s¸t ®­îc hiÖn t­îng m«i tr­êng bÞ hãa n©u vµ sù sinh tr­ëng ph¸t triÓn chåi cãi gi¶m do c¸c s¶n phÈm trao ®æi chÊt ë cãi ®­îc tiÕt vµo m«i tr­êng. §Ó kh¾c phôc hiÖn t­îng trªn, thÝ nghiÖm nghiªn cøu ¶nh h­ëng cña than ho¹t tÝnh ®Õn sù sinh tr­ëng ph¸t triÓn cña chåi cãi ®· ®­îc tiÕn hµnh (B¶ng 5). NÒn m«i tr­êng 1,5 ppm BA vµ 0,25 ppm IBA ®­îc sö dông. 
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H×nh 1. Chåi cãi b«ng n©u  trªn c¸c m«i tr­êng kh¸c nhau



                        (A) M«i tr­êng khëi ®éng chåi  MS +1,5 mg/l BA



                        (B) M«i tr­êng nh©n nhanh chåi  MS + 1,5 mg/l BA


B¶ng 5. ¶nh h­ëng cña than ho¹t tÝnh ®Õn sù sinh tr­ëng ph¸t triÓn cña chåi cãi
(sau 6 tuÇn nu«i cÊy)


		Công thức

		BA (ppm)

		IBA (ppm)

		Than hoạt tính


(g/l)

		Hệ số nhân chồi (lần)

		Chiều cao TB/chồi (cm)

		Số lá TB/chồi
(lá)



		Đối chứng

		1,5

		0,25

		0

		2,19

		2,98

		2,15



		1

		1,5

		0,25

		1

		2,34

		3,15

		2,3



		2

		1,5

		0,25

		2

		2,48

		3,07

		2,47



		LSD 5%

		0,17

		

		



		CV%

		3,50

		

		






Ghi chú : Nền môi trường : MS + 30 g/l đường + 7 g/l agar, pH 5,7, ppm: mg/l, TB: Trung bình 


Than ho¹t tÝnh tá ra cã t¸c dông tèt ®èi víi sù nh©n chåi cña cãi b«ng n©u, c¸c chåi ph¸t triÓn mËp h¬n víi l¸ cã mÇu xanh ®Ëm. Khi bæ sung than ho¹t tÝnh vµo m«i tr­êng nu«i cÊy hÖ sè nh©n chåi ®Òu cao h¬n so víi ®èi chøng (kh«ng bæ sung than ho¹t tÝnh). KÕt qu¶ chØ ra khi bæ sung 1g/l than ho¹t tÝnh hÖ sè nh©n ®¹t 2,34 lÇn, khi t¨ng nång ®é than ho¹t tÝnh lªn 2 g/l hÖ sè nh©n ®¹t cao nhÊt 2,48 lÇn, trong khi m«i tr­êng kh«ng bæ sung than ho¹t tÝnh hÖ sè nh©n chØ ®¹t 2,19 lÇn. Nh­ vËy than ho¹t tÝnh kh«ng nh÷ng kÝch thÝch sù nh©n chåi mµ cßn cã t¸c dông tèt ®èi víi sù ph¸t triÓn cña chåi.


3.2.4. Nghiªn cøu ¶nh h­ëng cña kiÓu nu«i 
          cÊy ®Õn sinh tr­ëng ph¸t triÓn cña
         chåi cãi


Trong nu«i cÊy m«, sù sinh tr­ëng ph¸t


triÓn cña c©y kh«ng chØ chÞu ¶nh h­ëng cña dinh d­ìng, ¸nh s¸ng, nhiÖt ®é mµ cßn chÞu ¶nh h­ëng bëi nhiÒu yÕu tè kh¸c trong ®ã kiÓu nu«i cÊy lµ mét nh©n tè cã ¶nh h­ëng lín ®Õn sù sinh tr­ëng, ph¸t triÓn cña c©y in vitro ®Æc biÖt lµ hÖ sè nh©n chåi (B¶ng 6). Nh»m t×m hiÓu ¶nh h­ëng cña c¸c kiÓu nu«i cÊy kh¸c nhau ®Õn sinh tr­ëng ph¸t triÓn cña chåi cãi, c¸c chåi cãi ®¬n ®­îc t¸ch ra vµ nu«i cÊy trªn m«i tr­êng nh©n nhanh cho hÖ sè nh©n cao nhÊt lµ MS bæ sung 1,5 ppm BA, 0,25 ppm IBA, 2 g/l THT vµ bæ sung agar víi nång ®é kh¸c nhau ®Ó t¹o c¸c d¹ng m«i tr­êng  ®Æc (bæ sung 7g/l agar), láng (kh«ng bæ sung agar), ®Æc láng (7 g/l agar t¹o m«i tr­êng ®Æc phÝa d­íi b×nh nu«i cÊy, m«i tr­êng láng ë phÝa trªn); b¸n láng (3,5 g/l agar) vµ láng l¾c (kh«ng bæ sung agar vµ sö dông m¸y l¾c 100 vßng/phót).


		B¶ng 6. ¶nh h­ëng cña ®iÒu kiÖn nu«i cÊy sù sinh tr­ëng, ph¸t triÓn vµ
hÖ sè nh©n chå× (sau 4 tuÇn nu«i cÊy)


Công thức

		Kiểu môi trường

		Hệ số nhân chồi (lần)

		Chiều cao TB/chồi (cm)

		Số lá TB/chồi (lá)



		1

		Đặc

		2,32

		2,82

		1,91



		2

		Đặc- lỏng

		2,35

		2,81

		2,05



		3

		Lỏng

		2,48

		2,91

		2,12



		4

		Bán lỏng

		2,60

		2,89

		2,1



		5

		Lỏng lắc

		2,81

		2,95

		2,17



		    LCD 5%

		0,20

		

		



		CV%

		4,30

		

		






Ghi chú : Nền môi trường : MS + 30 g/l đường, pH 5,7, CT: Công thức, TB: Trung bình


B¶ng 7a.  ¶nh h­ëng cña than ho¹t tÝnh ®Õn kh¶ n¨ng ra rÔ cña gièng cãi b«ng n©u (sau 4 tuÇn cÊy)


		Than hoạt tính (g/l)

		Số rễ TB/mẫu (cái)

		Chiều dài TB (cm)

		Mầu sắc



		0

		5,41

		3,46

		Nâu nhạt



		1

		5,98

		3,77

		Nâu nhạt+ lông hút



		2

		5,35

		2,69

		Nâu nhạt+ lông hút



		3

		5,26

		2,63

		Nâu



		4

		5,22

		2,57

		Nâu



		LSD5%

		0,17

		

		



		CV%

		1,70

		

		





Ghi chú : Nền môi trường : MS + 30g/l đường, pH : 5,7, TB : Trung bình, 7 g/l, THT : than hoạt tính


B¶ng 7b. ¶nh h­ëng cña (-NAA ®Õn kh¶ n¨ng ra rÔ cña gièng cãi b«ng n©u
(sau 4 tuÇn cÊy)


		Nồng độ α-NAA (ppm)

		Số rễ TB/mẫu (cái)

		Chiều dài TB (cm)

		Mầu sắc



		0

		6,31

		3,46

		Nâu nhạt



		0,1

		5,57

		1,67

		Nâu nhạt



		0,25

		5,37

		1,56

		Nâu đen



		0,5

		4,37

		1,30

		Nâu đen



		1

		3,42

		0,97

		Nâu đen



		LSD 5%

		0,18

		

		



		CV%

		2,00

		

		





Ghi chú : Nền môi trường : MS + 30 g/l đường, pH 5,7, TB: Trung bình, 7 g/l, THT: than hoạt tính


KÕt qu¶ ë b¶ng 6 cho thÊy c¸c kiÓu nu«i cÊy kh¸c nhau cã ¶nh h­ëng kh¸c nhau ®Õn sù sinh tr­ëng vµ ph¸t triÓn cña chåi cãi ®Æc biÖt lµ hÖ sè nh©n chåi. Trªn m«i tr­êng ®Æc, sù h×nh thµnh chåi diÔn ra chËm h¬n so víi nu«i cÊy trªn c¸c kiÓu m«i tr­êng kh¸c (2,32 lÇn sau 4 tuÇn nu«i cÊy), trªn c¸c m«i tr­êng ®Æc láng, láng, b¸n láng, láng l¾c, hÖ sè nh©n chåi t¨ng dÇn, trong ®ã chåi ®¬n ®­îc nu«i cÊy trªn m«i tr­êng láng l¾c cho hÖ sè nh©n cao nhÊt ®¹t 2,81 lÇn sau 4 tuÇn nu«i cÊy, c¸c chåi ph¸t triÓn m¹nh, chÊt l­îng chåi tèt, chåi xanh, mËp m¹p. So s¸nh hÖ sè nh©n in vitro cña c©y cãi b«ng n©u víi c¸c ®èi t­îng kh¸c th× hÖ sè nh©n cña c©y cãi cßn thÊp, tuy nhiªn ®©y lµ mét ®èi t­îng míi v× vËy cÇn ph¶i tiÕp tôc nghiªn cøu nh»m môc ®Ých t¨ng hÖ sè nh©n.

3.3. Nghiªn cøu t¹o rÔ cho chåi in vitro 

Ra rÔ lµ kh©u cuèi cïng trong qu¸ tr×nh nh©n gièng in vitro nh»m gióp c©y in vitro thÝch nghi tèt h¬n ngoµi v­ên ­¬m vµ trong ®iÒu kiÖn s¶n xuÊt. §Ó t¹o rÔ cho c¸c chåi in vitro, 2 chÊt kÝch thÝch ra rÔ lµ NAA vµ than ho¹t tÝnh (THT) ®­îc bæ sung vµo m«i tr­êng c¬ b¶n lµ MS+ 30 g/l ®­êng+ 7 g/l agar (B¶ng 7a vµ 7b).


Sè liÖu b¶ng 7a vµ 7b cho thÊy, than ho¹t tÝnh tá ra cã hiÖu qu¶ h¬n ®èi víi sù ra rÔ cña cãi b«ng n©u c¶ vÒ sè l­îng rÔ trung b×nh trªn mÉu, vÒ chiÒu dµi vµ chÊt l­îng cña rÔ (H×nh 2). Khi bæ sung 1 g/l THT vµo m«i tr­êng nu«i cÊy chåi cã kh¶ n¨ng h×nh thµnh rÔ tèt nhÊt víi sè rÔ trung b×nh trªn mÉu ®¹t 5,98 rÔ, chiÒu dµi trung b×nh rÔ lµ 3,77 ®ång thêi rÔ h×nh thµnh cã mµu n©u nh¹t vµ cã nhiÒu l«ng hót. Theo ®¸nh gi¸ c¶m quan th× nh÷ng rÔ nµy sÏ gióp c©y thÝch nghi nhanh ngoµi ®iÒu kiÖn tù nhiªn. Trong khi ®ã khi t¨ng hµm l­îng THT lªn 2, 3, 4 g/l ®Òu lµm cho sè rÔ trung b×nh h×nh thµnh trªn mÉu gi¶m, chiÒu dµi trung b×nh trªn rÔ gi¶m vµ rÔ h×nh thµnh cã mµu n©u Ýt hoÆc kh«ng h×nh thµnh l«ng hót. 


Tr¸i víi than ho¹t tÝnh, viÖc bæ sung (-NAA vµo m«i tr­êng nu«i cÊy lµm gi¶m kh¶ n¨ng h×nh thµnh rÔ. C«ng thøc ®èi chøng kh«ng bæ sung (-NAA cho kh¶ n¨ng h×nh thµnh rÔ tèt nhÊt víi sè rÔ trung b×nh trªn mÉu lµ 6,31 rÔ, chiÒu dµi trung b×nh rÔ lµ 3,46 cm, rÔ h×nh thµnh cã mµu n©u nh¹t, rÔ ng¾n, ®iÒu nµy cã thÓ sÏ g©y khã kh¨n khi ®­a ra trång ngoµi v­ên ­¬m. Nh­ vËy viÖc bæ sung (-NAA  vµo m«i tr­êng lµ kh«ng cÇn thiÕt cho sù h×nh thµnh chåi cãi b«ng n©u. KÕt qu¶ nµy ®óng víi nhËn ®Þnh cña Rosetto

vµ cs. (1992) khi nghiªn cøu kh¶ n¨ng ra rÔ cña chåi Cautis dioica, cho r»ng kh¶ n¨ng c¶m øng h×nh thµnh rÔ cña (-NAA  thÊp vµ cho chÊt l­îng chåi kÐm.


M«i tr­êng bæ sung 1 g/l than ho¹t tÝnh ®­îc sö dông lµm c«ng thøc tèt nhÊt ®èi víi sù ra rÔ cña cãi b«ng n©u, víi sè rÔ trung b×nh trªn mÉu ®¹t 5,98 rÔ, chiÒu dµi trung b×nh rÔ lµ 3,77 cm rÔ t¹o ra cã nhiÒu l«ng hót.


3.4. ThÝch nghi c©y ngoµi v­ên ­¬m


Tr­íc khi ®­a c©y vµo ®iÒu kiÖn s¶n xuÊt viÖc thÝch nghi c©y trong v­ên ­¬m ®Ó ®¶m b¶o tû lÖ sèng cao, c©y sinh tr­ëng vµ ph¸t triÓn tèt lµ mét kh©u quan träng. C©y cãi cã chiÒu cao trªn 5 cm, rÔ ®­îc röa s¹ch agar, lo¹i bá rÔ ®en; c¸c chåi cã chiÒu cao trªn 10 cm ®­îc c¾t bít phÇn l¸ vµ trång trùc tiÕp trªn c¸c gi¸ thÓ kh¸c  nhau, ®Æt trong nhµ l­íi che bít 50% ¸nh s¸ng, chÕ ®é t­íi 2 lÇn/ngµy.


Ba lo¹i gi¸ thÓ sö dông ®Ó thö nghiÖm viÖc thÝch nghi c©y cãi b«ng n©u ngoµi v­ên ­¬m (H×nh 3): (1) TrÊu hun, (2) Bïn, (3) TrÊu hun: c¸t: s¬ dõa víi tû lÖ 1:1:1. KÕt qu¶ sau 4 tuÇn tû lÖ c©y sèng ®¹t 100% trªn tÊt c¶ c¸c lo¹i gi¸ thÓ, tuy nhiªn trªn gi¸ thÓ bïn, c©y sinh tr­ëng ph¸t triÓn m¹nh nhÊt.






H×nh 2. Sù ra rÔ cña cãi b«ng n©u trªn c¸c m«i tr­êng kh¸c nhau


(a) MS ; (b) MS + 1  g/l THT; (c) MS + 2 g/l THT; (d) MS + 3 g/l THT;  (e) MS + 4 g/l THT






H×nh 3. ThÝch øng cãi b«ng n©u trªn c¸c gi¸ thÓ kh¸c nhau


(A) TrÊu hun ; (B) TrÊu hun: c¸t: s¬ dõa (1:1:1); (C) Bïn


4. KÕT LUËN Vµ §Ò NGHÞ


Cã thÓ khö trïng ®o¹n th©n ngÇm mang mÇm ngñ cãi b«ng n©u b»ng dung dÞch HgCl2 0,1% trong thêi gian 13 phót, cho tû lÖ mÉu sèng s¹ch cao nhÊt ®¹t 42,33%. 


M«i tr­êng nu«i cÊy khëi ®éng tèt nhÊt ®o¹n th©n ngÇm mang mÇm ngñ cãi b«ng lµ: MS + 1,5 ppm BA + 30 g/l ®­êng + 6,5 g/l agar, sè chåi t¸i sinh ®¹t cao nhÊt 1,86 chåi/mÉu sau 4 tuÇn nu«i cÊy, chiÒu cao trung b×nh cña chåi lµ 8,86 cm.


M«i tr­êng thÝch hîp cho nh©n nhanh chåi lµ MS + 1,5 ppm BA + 0,25 ppm IBA + 30 g/l ®­êng + 7 g/l agar, cho hÖ sè nh©n chåi lµ 2,24 lÇn/mÉu cÊy/4 tuÇn vµ chiÒu cao trung b×nh chåi ®¹t 2,86 cm. KiÓu nu«i cÊy tèt nhÊt cho sù sinh tr­ëng, ph¸t triÓn cña chåi cãi vµ cho hÖ sè nh©n chåi cao nhÊt lµ nu«i cÊy láng l¾c cho hÖ sè nh©n chåi lµ 2,76 lÇn/mÉu cÊy/4 tuÇn, chiÒu cao chåi ®¹t 2,96 cm. Trong qu¸ tr×nh nh©n nhanh khi bæ sung than ho¹t tÝnh cã t¸c dông t¨ng hÖ sè nh©n h¹n chÕ hiÖn t­îng mÉu bÞ cßi cäc do ®éc tè trong mÉu tiÕt ra.


Than ho¹t tÝnh cã t¸c dông tèt trong viÖc t¹o rÔ cho chåi in vitro ë nång ®é 1g/l. Tû lÖ ra rÔ ®¹t 100%, sè rÔ trung b×nh ®¹t 5,98 rÔ/chåi, dµi rÔ 3,77 cm.


Gi¸ thÓ thÝch hîp nhÊt ®Ó thÝch nghi c©y trong v­ên ­¬m lµ gi¸ thÓ bïn, cho 100% c©y sèng sãt sau 4 tuÇn.
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