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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.  

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 Ninh ®Õn Thanh Ho¸ vμ däc 
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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 tr−ëng cña c©y in vitro   
cã thÓ ®−îc c¶i thiÖn ®¸ng kÓ do hiÖn t−îng 
‘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 ch−a ®−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 l−îng c©y gièng ®−îc c¶i thiÖn ®ång thêi 
lμm c¬ së b−íc ®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 
tr−êng 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 tr−ëng ph¸t triÓn tèt ®−îc lμm s¹ch 
bïn ®Êt d−íi vßi n−íc, 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 d−íi 
vßi n−íc 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 n−íc cÊt 
v« trïng 1 lÇn sau ®ã tiÕn hμnh khö trïng víi  
HgCl2 0,1% trong 13 phót, röa mÉu b»ng 
n−íc cÊt v« trïng 4 lÇn.  

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

- C¸c lo¹i m«i tr−êng sö dông trong thÝ 
nghiÖm ¶nh h−ëng cña kiÓu nu«i cÊy:  

M«i tr−êng ®Æc: cã bæ sung 7 g/l agar. 
M«i tr−êng b¸n láng: cã bæ sung 1/2 

l−îng agar so víi m«i tr−êng ®Æc.  
M«i tr−êng láng: kh«ng bæ sung agar. 
M«i tr−êng ®Æc láng: 7 g/l agar t¹o m«i 

tr−êng ë líp d−íi b×nh nu«i cÊy, m«i tr−êng 
láng ë líp trªn. 

M«i tr−êng 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; 
c−êng ®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).  
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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%), 
nh−ng 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 h−ëng 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 tr−êng 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 tr−êng 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 tr−ëng 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 tr−êng bæ sung KI c¸c 
chåi bËt chËm, ph¸t triÓn kÐm trong khi ®ã 
trªn m«i tr−êng cã bæ sung BA c¸c chåi mËp, 
sinh tr−ëng kháe, l¸ xanh h¬n. Khi tiÕp tôc 
t¨ng nång ®é BA, KI lªn 2 ppm th× hiÖn 
t−îng 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 
tr−íc ®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 
tr−êng 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 tr−êng 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. 
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B¶ng 2a. ¶nh h−ëng 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 h−ëng 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 h−ëng tÝch cùc ®Õn sinh tr−ëng 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 α- NAA 
vμ IBA ë c¸c nång ®é tõ 0 - 0,5 ppm ®−îc 
tiÕn hμnh. 

3.2.1. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña tæ hîp BA  
          vμ α- NAA ®Õn kh¶ n¨ng nh©n nhanh  
          chåi cãi 

B¶ng 3 cho thÊy, viÖc bæ sung α- NAA 
vμo m«i tr−êng 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 α- NAA, ë 
c«ng thøc cho hÖ sè nh©n chåi cao nhÊt 1,5 
ppm BA vμ 0,25 ppm α-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 tr−íc. 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 tr−êng cã tæ hîp 
gi÷a cytokinin vμ α- 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 tr−ëng 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 tr−êng nu«i cÊy ®· ®−îc tiÕn hμnh ®Ó 
kh¶o s¸t sù nh©n chåi cña gièng cãi nμy. 
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B¶ng 3. ¶nh h−ëng cña tæ hîp BA vμ α- 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 h−ëng 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 h−ëng 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 tr−êng 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 α-NAA. HÖ sè nh©n chåi 
®¹t cao nhÊt 2,24 lÇn sau 4 tuÇn trªn m«i 
tr−êng 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 tr−êng cã bæ sung 2 μM 
BA vμ 1 μM IBA lμ tèi −u cho qu¸ tr×nh 
nh©n nhanh tõ nguån vËt liÖu khëi ®Çu lμ 
®Ønh sinh tr−ëng. 

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 tr−ëng 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 h−ëng cña than ho¹t tÝnh ®Õn sù 
           sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña chåi cãi 

Sarma vμ cs. (2000) cho r»ng than ho¹t 
tÝnh bæ sung vμo m«i tr−êng nu«i cÊy lμm t¨ng 
tû lÖ ra rÔ, sù sinh tr−ëng 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 t−îng m«i tr−êng bÞ hãa n©u vμ sù sinh 
tr−ëng ph¸t triÓn chåi cãi gi¶m do c¸c s¶n 
phÈm trao ®æi chÊt ë cãi ®−îc tiÕt vμo m«i 
tr−êng. §Ó kh¾c phôc hiÖn t−îng trªn, thÝ 
nghiÖm nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña than ho¹t 
tÝnh ®Õn sù sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña chåi cãi 
®· ®−îc tiÕn hμnh (B¶ng 5). NÒn m«i tr−êng 
1,5 ppm BA vμ 0,25 ppm IBA ®−îc sö dông.  
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BA 

H×nh 1. Chåi cãi b«ng n©u  trªn c¸c m«i tr−êng kh¸c nhau 

                         (A) M«i tr−êng khëi ®éng chåi  MS +1,5 mg/l BA 
                         (B) M«i tr−êng nh©n nhanh chåi  MS + 1,5 mg/l BA 

B¶ng 5. ¶nh h−ëng cña than ho¹t tÝnh ®Õn sù sinh tr−ëng 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 tr−êng 
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 tr−êng 
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 h−ëng cña kiÓu nu«i  
          cÊy ®Õn sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña 
         chåi cãi 

Trong nu«i cÊy m«, sù sinh tr−ëng ph¸t 

triÓn cña c©y kh«ng chØ chÞu ¶nh h−ëng cña 
dinh d−ìng, ¸nh s¸ng, nhiÖt ®é mμ cßn chÞu 
¶nh h−ëng bëi nhiÒu yÕu tè kh¸c trong ®ã 
kiÓu nu«i cÊy lμ mét nh©n tè cã ¶nh h−ëng 
lín ®Õn sù sinh tr−ëng, 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 h−ëng cña c¸c kiÓu nu«i 
cÊy kh¸c nhau ®Õn sinh tr−ëng ph¸t triÓn 
cña chåi cãi, c¸c chåi cãi ®¬n ®−îc t¸ch ra vμ 
nu«i cÊy trªn m«i tr−êng 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 
tr−êng  ®Æc (bæ sung 7g/l agar), láng (kh«ng 
bæ sung agar), ®Æc láng (7 g/l agar t¹o m«i 
tr−êng ®Æc phÝa d−íi b×nh nu«i cÊy, m«i 
tr−êng 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). 
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B¶ng 6. ¶nh h−ëng cña ®iÒu kiÖn nu«i cÊy sù sinh tr−ëng, 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 h−ëng 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 h−ëng cña α-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 h−ëng kh¸c nhau ®Õn 
sù sinh tr−ëng vμ ph¸t triÓn cña chåi cãi ®Æc 
biÖt lμ hÖ sè nh©n chåi. Trªn m«i tr−êng ®Æc, 
sù h×nh thμnh chåi diÔn ra chËm h¬n so víi 
nu«i cÊy trªn c¸c kiÓu m«i tr−êng kh¸c (2,32 
lÇn sau 4 tuÇn nu«i cÊy), trªn c¸c m«i tr−êng 
®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 tr−êng 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 l−îng 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 

t−îng kh¸c th× hÖ sè nh©n cña c©y cãi cßn 
thÊp, tuy nhiªn ®©y lμ mét ®èi t−îng 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 v−ên −¬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 tr−êng 
c¬ b¶n lμ MS+ 30 g/l ®−êng+ 7 g/l agar (B¶ng 
7a vμ 7b). 
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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 l−îng rÔ trung 
b×nh trªn mÉu, vÒ chiÒu dμi vμ chÊt l−îng 
cña rÔ (H×nh 2). Khi bæ sung 1 g/l THT vμo 
m«i tr−êng 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 l−îng 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 α-
NAA vμo m«i tr−êng nu«i cÊy lμm gi¶m kh¶ 
n¨ng h×nh thμnh rÔ. C«ng thøc ®èi chøng 
kh«ng bæ sung α-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 v−ên −¬m. Nh− vËy viÖc 
bæ sung α-NAA  vμo m«i tr−êng 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 α-NAA  thÊp vμ 
cho chÊt l−îng chåi kÐm. 

M«i tr−êng 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 v−ên −¬m 

Tr−íc khi ®−a c©y vμo ®iÒu kiÖn s¶n 
xuÊt viÖc thÝch nghi c©y trong v−ên −¬m ®Ó 
®¶m b¶o tû lÖ sèng cao, c©y sinh tr−ëng 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 l−íi che bít 50% ¸nh s¸ng, chÕ ®é t−íi 2 
lÇn/ngμy. 

Ba lo¹i gi¸ thÓ sö dông ®Ó thö nghiÖm 
viÖc thÝch nghi c©y cãi b«ng n©u ngoμi v−ên 
−¬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 tr−ëng ph¸t triÓn m¹nh nhÊt. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

c e a  b d

H×nh 2. Sù ra rÔ cña cãi b«ng n©u trªn c¸c m«i tr−êng 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 
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 A C B

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 tr−êng 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 tr−êng 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 tr−ëng, 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 t−îng 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 v−ên −¬m lμ gi¸ thÓ bïn, cho 100% c©y 
sèng sãt sau 4 tuÇn. 
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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. 

[image: image1.jpg]



                   [image: image2.jpg]





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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Nghiªn cøu nµy ®­îc thùc hiÖn víi sù hç trî kinh phÝ tõ ®Ò tµi ®éc lËp cÊp nhµ n­íc, m· sè §T§L.2008/32 (giai ®o¹n 2008-2010).
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