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ABSTRACT 

In this study, petioles, leaf blades, juvenile root, and epicotyls of L14 

peanut were used as source materials for micropropagation. The results 

revealed that dual disinfection with 2.5 percent NaOCl and 0.5 mL 

Tween20 solution for 5 minutes for the first time and for 15 minutes for 

the second time is an efficient sterilization method used for peanut seed. 

On MS medium supplemented with 10 mg/L 2,4-D, the proportion of callus 

formation from leaf blades was highest (100%). The structure and color of 

their callus were spongy and green in treatments supplemented with 2,4-

D concentration of 5 mg/L, leaf-induced callus showed the highest shoot 

regenerating ability on medium treated with 2,4-D 1.25 mg/L and BA 1 

mg/L. The highest rooting rate achieved on medium supplemented with 

NAA 0.2 mg/L and with non-reducing MS content (100%). 

TÓM TẮT 

Nghiên cứu này được thực hiện với nguồn vật liệu từ cuống lá, phiến lá, 

rễ mầm và trục thượng diệp của giống lạc L14. Kết quả nghiên cứu cho 

thấy công thức khử trùng hiệu quả đối với mẫu hạt lạc là khử trùng kép 

bằng dung dịch NaOCl 2,5% và 0,5ml Tween20 trong thời gian lần 1 là 5 

phút, lần 2 là 15 phút, giữa 2 lần mẫu được rửa sạch bằng nước cất tiệt 

trùng ít nhất 3 lần. Sau 3 tuần nuôi cấy trên nền môi trường MS có bổ 

sung 10 mg/L 2,4-D, mẫu cấy từ phiến lá cảm ứng tạo mô sẹo cao nhất: 

100%. Môi trường 2,4-D nồng độ 5 mg/L cho mô sẹo dạng chắc và xanh, 

mô sẹo cảm ứng từ phiến lá tạo chồi cao nhất trên môi trường bổ sung 

2,4-D 1,25 g/L và BAP 1 mg/L. Tỉ lệ tạo rễ từ chồi cảm ứng từ mô sẹo 

phiến lá cao nhất trên môi trường bổ sung NAA 0,2 mg/L và với hàm lượng 

đa lượng MS 100%. 

1. GIỚI THIỆU 

Lạc (Arachis hypogaea L.) là cây trồng phổ biến 

ở đồng bằng sông Hồng, Đông Nam Bộ và đồng 

bằng sông Cửu Long của Việt Nam. Lạc được sử 

dụng cho nhiều mục đích khác nhau như làm nguyên 

liệu cho công nghiệp, làm thức ăn cho con người và 

gia súc, làm phân bón cũng như cải tạo đất (Thủy và 

ctv., 2013). Lạc là một loại thực phẩm có giá trị dinh 

dưỡng cao và là nguồn thức ăn giàu lipid, protein 

(Palanivel et al., 2002). Ở nước ta, lạc trồng rải rác 

khắp cả nước, trên nhiều loại đất và địa hình khác 

nhau. Diện tích trồng lạc tăng nhanh trong gần 30 

năm trở lại đây, đạt khoảng 246.000 ha (Thủy và 

ctv., 2013). Cây lạc quan trọng về mặt kinh tế trong 

nền nông nghiệp thế giới, sự chú trọng trong sản 

xuất đã chuyển từ đầu vào tối thiểu sang đầu vào 
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cường độ cao, dẫn đến năng suất cao và chất lượng 

hạt giống được cải thiện (Bhavya et al., 2013).  

Gần đây, kỹ thuật di truyền thực vật tạo ra cây 

trồng với các đặc điểm mong muốn đã và đang phát 

triển để phục vụ cho việc sử dụng thực vật của nhân 

loại (Kiên, 2002). Nuôi cấy mô sẹo cung cấp một 

loạt các ứng dụng trong dược lý và dược phẩm, cũng 

như trong nông nghiệp và làm vườn. Nuôi cấy mô 

sẹo có thể được sử dụng để tạo ra các chất chuyển 

hóa thứ cấp có hoạt tính sinh học và tạo ra các cây 

trồng có khả năng chống chịu mặn, hạn, bệnh và sâu 

bệnh. Mặc dù, tiềm năng của công nghệ nuôi cấy 

thực vật chưa được khai thác hết, nhưng đã đến lúc 

phải phát triển và đưa ra thị trường nhiều sản phẩm 

dựa trên mô sẹo (Thạch và ctv., 2009). Năm 2002, 

Palanivel và các cộng sự đã đánh giá hiệu quả của 

quá trình cảm ứng mô sẹo và tái sinh cây con từ các 

phân đoạn cây một lá mầm trưởng thành của giống 

lạc VRI-2 và VRI-3 (Palanivel et al., 2002). Năm 

2011, Iqbal và các cộng sự đã đưa ra quy trình hiệu 

quả và đơn giản để tái sinh cây lạc thông qua hình 

thành phôi trực tiếp và cảm ứng mô sẹo (Iqbal et al., 

2011). Thủy và ctv. (2013) đã xử lý mô sẹo của 

giống lạc L18 bằng thổi khô và bằng kết hợp chiếu 

xạ với thổi khô ở ngưỡng chọn lọc thổi khô 9 giờ kết 

hợp với chiếu xạ tia gamma 2 krad, kết quả đã tạo 

được 198 dòng cây lạc có khả năng chịu hạn.  

Trước đây, nhiều nghiên cứu đã thành công 

trong việc xây dựng hệ thống tái sinh và chuyển gen 

từ mô sẹo lạc. Hiện nay, đa phần các nghiên cứu 

nuôi cấy mô sẹo lạc chủ yếu từ phôi. Tuy nhiên, việc 

nuôi cấy mô sẹo từ phôi sẽ tạo ít mô sẹo hơn số mô 

sẹo được cảm ứng từ các bộ phận khác của cây lạc. 

Vì vậy, nghiên cứu này được tiến hành nhằm tạo 

nguồn mẫu in vitro từ các bộ phận của cây lạc để tìm 

nguồn mẫu cấy tối ưu cho việc thực hiện quy trình 

vi nhân giống cây lạc. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  

2.1. Nguyên liệu 

Hạt giống lạc L14 có nguồn gốc từ Viện Cây 

lương thực và Cây thực phẩm (thành phố Hải 

Dương, tỉnh Hải Dương). Môi trường nuôi cấy là 

MS (Murashige & Skoog, 1962) với 20 g/L sucrose, 

10 g/L agar và bổ sung chất điều hòa sinh trưởng 

khác nhau tùy theo mục đích thí nghiệm. Điều kiện 

nuôi cấy: nhiệt độ 26 oC - 28oC và thời gian chiếu 

sáng là 16 giờ/ngày. 

2.2. Tạo mẫu cấy vô trùng 

Hạt lạc được rửa sạch dưới vòi nước 15 – 30 

phút. Trước khi đem vào tủ cấy để khử trùng, hạt lạc 

được lau sạch với với bông thấm cồn 70o. Sau đó, 

chúng được kẹp tách bỏ vỏ lụa.  

Mẫu được khử trùng sơ bộ bằng cồn 70o trong 

30 giây, sau đó rửa sạch bằng nước cất khử trùng. 

Trong nghiên cứu này, NaOCl 2,5% và 0,5 mL 

Tween20 được sử dụng để khử trùng kép mẫu. Thí 

nghiệm được bố trí theo 7 nghiệm thức sau:  

Nghiệm thức 1: Khử trùng trong 10 phút.  

Nghiệm thức 2: Khử trùng trong 15 phút.  

Nghiệm thức 3: Khử trùng trong 20 phút.  

Nghiệm thức 4: Khử trùng trong 25 phút.  

Nghiệm thức 5: Khử trùng lần 1 trong 5 phút + 

lần 2 trong 10 phút.  

Nghiệm thức 6: Khử trùng lần 1 trong 5 phút + 

lần 2 trong 15 phút.  

Nghiệm thức 7: Khử trùng lần 1 trong 5 phút + 

lần 2 trong 20 phút.  

Sau khi khử trùng lần 1, mẫu được rửa sạch bằng 

nước cất 3 lần trước khi tiến hành khử trùng lần 2. 

Sau khi khử trùng lần 2, mẫu được rửa sạch bằng 

nước cất ít nhất 6 lần, sau đó để khô nước trước khi 

cấy vào môi trường MS.  

Chỉ tiêu đánh giá: tỉ lệ mẫu nhiễm (%); tỉ lệ mẫu 

vô trùng và còn sống (%) và tỉ lệ mẫu vô trùng và 

chết (%)  

Thời gian đánh giá: sau 2 tuần nuôi cấy. 

2.3. Khảo sát khả năng tạo mô sẹo từ các bộ 

phận mẫu cấy khác nhau trên cây lạc   

Các bộ phận mẫu cấy gồm cuống lá, phiến lá, 

rễ mầm và trục thượng diệp của cây lạc được nuôi 

in vitro 2 tuần tuổi và được sử dụng làm vật liệu cho 

thí nghiệm. Mỗi bộ phận mẫu cấy được cắt với kích 

thước khoảng 0,3 - 0,5 cm. Riêng lá được cắt thành 

những mảnh kích thước 0,5 x 0,5 cm. Sau đó, 

mẫu được cấy lên môi trường tạo mô sẹo MS với 20 

g/L sucrose, 10 g/L agar và 2,4-D 10 mg/L. Mỗi 

nghiệm thức lặp lại 6 lần, mỗi lần lặp lại là 1 bình 

nuôi với 5 mẫu. Thời gian ghi nhận số liệu là 1 

tuần/lần, trong thời gian 3 tuần. 

2.4. Ảnh hưởng của 2,4-D và BAP lên sự 

hình thành mô sẹo và tạo chồi từ phiến 

lá lạc L14 

Mẫu cấy phiến lá đựợc nuôi cấy trên môi trường 

MS bổ sung các nồng độ auxin và cytokinin khác 

nhau. Thí nghiệm được bố trí theo thể thức hoàn 

toàn ngẫu nhiên với 2 nhân tố là các nồng độ 2,4-D 

(1,25; 2,5; 5 và 10 mg/L) và BAP (0; 0,5 và 1 mg/L). 

https://link.springer.com/article/10.1007/BF03030428#auth-S_-Palanivel
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Mỗi nghiệm thức lặp lại 10 lần, mỗi lần lặp lại là 1 

bình nuôi với 5 mẫu phiến lá. 

Chỉ tiêu theo dõi:  

− Tỉ lệ tạo mô sẹo (%): (tổng số mẫu tạo mô 

sẹo/tổng số mẫu cấy) x 100.  

− Tỉ lệ tạo chồi (%): (tổng số mẫu tạo chồi/tổng 

số mô sẹo) x 100.  

Thời gian ghi nhận số liệu: 1 tuần/lần trong thời 

gian 4 tuần. 

2.5. Ảnh hưởng của NAA và khoáng đa 

lượng đến sự tạo rễ của chồi phát triển 

từ mô sẹo phiến lá lạc L14 

Mẫu mô sẹo từ lá lạc L14 tạo chồi được cấy vào 

môi trường MS có bổ sung các nồng độ NAA và 

hàm lượng khoáng khác nhau. Thí nghiệm được bố 

trí theo thể thức hoàn toàn ngẫu nhiên 2 nhân tố là 

nồng độ NAA (0; 0,1; 0,2 và 0,4 mg/L) và hàm 

lượng khoáng đa lượng (MS và 1/2 MS) với 8 

nghiệm thức. Mỗi nghiệm thức lặp lại 10 lần, mỗi 

lần 1 bình nuôi, mỗi bình nuôi với 5 mẫu. 

Chỉ tiêu theo dõi: tỉ lệ tạo rễ (%): (số chồi tạo 

rễ/tổng số chồi) × 100  

Chỉ tiêu ghi nhận ở thời điểm 2 và 4 tuần sau khi 

cấy (SKC). 

2.6. Thống kê phân tích số liệu  

Kết quả được phân tích thống kê bằng phần mềm 

Minitab 16.0. Kết quả thí nghiệm được biểu thị bằng 

giá trị trung bình cộng/trừ độ lệch chuẩn. Giá trị 

trung bình giữa các mẫu thử được so sánh bằng phép 

thử Tukey. Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê khi 

p<0,05.  

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Tạo mẫu sạch in vitro 

Trong kỹ thuật nuôi cấy mô tế bào thực vật, khâu 

đầu tiên rất quan trọng là xác định vật liệu nuôi cấy 

và phương pháp khử trùng thích hợp (Barna & 

Wakhlu, 1994). Phương pháp khử trùng thích hợp 

phải đảm bảo tỉ lệ nhiễm thấp, tỉ lệ mẫu sống cao, 

mô nuôi cấy sinh trưởng tốt (Bhatia et al., 1985). Có 

nhiều hoá chất khác nhau được sử dụng để khử trùng 

mô nuôi cấy: Ca(OCl)2, NaOCl, HgCl2, H2O2,… 

(Cheng et al., 1992). Trong nghiên cứu này, dung 

dịch NaOCl 2,5% và 0,5 mL Tween20 được sử dụng 

trong thể tích 200 mL để khử trùng mẫu trong 

khoảng thời gian khác nhau. Kết quả khử trùng được 

trình bày ở Bảng 1: 

Bảng 1. Hiệu quả khử trùng với các phương thức khác nhau (%) 

Nghiệm 

thức 

Thời gian xử lý  NaOCl 2,5% (phút) 
Số mẫu 

Tỉ lệ mẫu sạch Tỉ lệ mẫu 

nhiễm (%) Lần 1 Lần 2 Mẫu sống (%) Mẫu chết (%) 

1 10 - 10 20 10 70 

2 15 - 10 30 10 60 

3 20 - 10 50 30 20 

4 25 - 10 20 70 10 

5 5 10 10 50 10 40 

6 5 15 10 60 20 20 

7 5 20 10 30 60 10 

Kết quả ở Bảng 1 cho thấy, đối với khử trùng 

đơn (1 lần), khi thời gian xử lý càng dài (từ 10 phút 

đến 20 phút) thì tỉ lệ mẫu vô trùng và còn sống càng 

tăng lên (từ 20% đến 50%). Tuy nhiên, khi tăng thời 

gian xử lý NaOCl 2,5% lên 25 phút thì tỉ lệ mẫu sống 

vô trùng lại giảm (từ 50% xuống còn 20%). Thời 

gian khử trùng mẫu kéo dài (25 phút) làm tỉ lệ mẫu 

nhiễm giảm rõ rệt nhưng tỉ lệ mẫu chết lại tăng lên 

dẫn đến giảm hiệu quả khử trùng.  

Đối với khử trùng kép (2 lần: lần 1 khử trùng 

bằng NaOCl 2,5% trong 5 phút, lần 2 tăng dần thời 

gian khử trùng bằng NaOCl 2,5% từ 10 đến 20 

phút), kết quả cũng cho thấy, khi tăng thời gian khử 

trùng lần 2 từ 10 đến 20 phút thì tỉ lệ mẫu nhiễm 

giảm rõ rệt (từ 40% xuống còn 10%), tỉ lệ mẫu sạch 

sống đạt cao nhất ở nghiệm thức 6 (lần 1: 5 phút, lần 

2: 15 phút) đạt 60%, tỉ lệ mẫu nhiễm còn lại 20%. 

Khi tăng thời gian khử trùng lần 2 lên 20 phút, tỉ lệ 

mẫu nhiễm cũng giảm còn 10%. Tuy nhiên, tỉ lệ mẫu 

sạch sống cũng giảm chỉ còn 30%, tỉ lệ mẫu chết 

tăng cao lên đến 60%, đồng thời quan sát mẫu sạch 

sống thấy có hiện tượng hóa nâu và khả năng tạo sẹo 

kém.  

Khi so sánh hiệu quả của việc khử trùng đơn và 

khử trùng kép cho thấy: với cùng khoảng thời gian 

xử lý hóa chất khử trùng, hiệu quả khử trùng kép cao 

hơn so với khử trùng đơn. Điều này thể hiện rõ ràng 

ở nghiệm thức 3 và nghiệm thức 6, với cùng tổng 

thời gian khử trùng là 20 phút nhưng công thức khử 

trùng kép cho tỉ lệ mẫu sạch sống cao hơn (60% so 

với 50%), tỉ lệ mẫu nhiễm như nhau (20%) và tỉ lệ 

mẫu chết giảm so với khử trùng đơn (20% so với 
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30%). Đặc biệt, khi quan sát hình thái mẫu sạch 

sống, có thể thấy, mẫu được khử trùng kép có hình 

thái trắng, không có hiện tượng hóa nâu như đối với 

các mẫu được khử trùng đơn (Hình 1). Điều này có 

thể được lý giải như sau: đối với khử trùng đơn, việc 

sử dụng hóa chất khử trùng duy nhất 1 lần trong thời 

gian kéo dài có thể gây tổn thương đối với các tế bào 

thực vật, đặc biệt là những tế bào còn non, dẫn đến 

tình trạng tỉ lệ mẫu chết cao và sức sống của các mẫu 

sạch giảm. Đối với khử trùng kép, việc chia thời 

gian khử trùng thành 2 lần (giữa 2 lần rửa sạch bằng 

nước cất ít nhất 3 lần) có tác dụng làm giảm phản 

ứng gây tổn thương đối với các tế bào thực vật. 

Đồng thời, lần khử trùng thứ nhất có thể loại bỏ các 

chất bẩn còn bám trên bề mặt mẫu, điều này làm 

tăng hiệu quả khử trùng lần 2 (Daimon & Mii, 

1991).  

 

Hình 1. Hình thái mẫu sạch sống 

Như vậy, công thức khử trùng hiệu quả đối với 

hạt lạc là khử trùng kép bằng dung dịch NaOCl 2,5% 

và 0,5 mL Tween20 trong thời gian lần 1 là 5 phút, 

lần 2 là 15 phút, giữa 2 lần mẫu được rửa sạch bằng 

nước cất tiệt trùng ít nhất 3 lần. 

3.2. Sự tạo mô sẹo từ các bộ phận khác 

nhau ở cây lạc 

Tái sinh cây in vitro từ các bộ phận khác nhau 

của cây trồng trong ống nghiệm (cây mầm) đã và 

đang nhận được sự quan tâm đáng kể. Nhiều nhà 

nghiên cứu đã sử dụng các bộ phận khác nhau của 

cây mầm được trồng trong ống nghiệm làm mẫu cấy 

để cải thiện phương pháp vi nhân giống cho nhiều 

loài thực vật (Lavanya et al., 2014; Aruna & 

Niranjana, 2016). Các mẫu vô trùng được cấy vào 

môi trường MS bổ sung 2,4-D 10 mg/L (Paduchuri 

et al., 2010). Sau 21 ngày nuôi cấy, kết quả ở Bảng 

2 cho thấy phần lớn các mẫu cấy đã cảm ứng với 

môi trường và tạo thành mô sẹo. Tỉ lệ tạo sẹo khác 

nhau tuỳ theo các bộ phận nuôi cấy, trong đó, rễ 

mầm không có khả năng tạo sẹo, lá có tỉ lệ tạo sạo 

100%, tiếp theo là trục thượng diệp rồi đến cuống lá 

(Hình 2A). Trong khi đó, sau 7 ngày nuôi cấy phiến 

lá và trục thượng diệp, các mẫu bắt đầu gia tăng kích 

thước, sau 21 ngày thì bắt đầu hình thành mô sẹo. Tỉ 

lệ mẫu tạo mô sẹo cao nhất đạt 100% ở phiến lá và 

90,67 ± 8,33% ở trục thượng diệp. Bên cạnh đó, đa 

số mẫu cấy từ phiến lá tạo mô sẹo là những khối có 

màu xanh, trong khi mẫu cấy từ trục thượng diệp tạo 

mô sẹo là những khối có màu trắng (Hình 2B). So 

với mẫu cấy là phiến lá thì mẫu cấy trục thượng diệp 

có thời gian cảm ứng tạo sẹo dài, nhưng cũng đạt 

khá cao và cao hơn so với cuống lá. Tỉ lệ tạo mô sẹo 

của trục thượng diệp thấp hơn so với mẫu phiến lá, 

nhưng cũng đạt khá cao và cao hơn so với cuống lá 

(74,67 ± 2,31%). Về hình thái, các mô sẹo tạo thành 

từ cuống lá có màu trắng, khối rời (Hình 2A). Như 

vậy, sau 21 ngày nuôi cấy, đa số các mẫu cấy đều có 

biểu hiện tạo mô sẹo trên hầu hết các mẫu cấy là 

cuống lá, phiến lá và trục thượng diệp của cây lạc. 

Tuy nhiên, thời gian cảm ứng tạo mô sẹo và tỉ lệ tạo 

mô sẹo ở phiến lá là cao nhất so với cuống lá, rễ 

mầm và trục thượng diệp. Kết quả này khá phù hợp 

với nghiên cứu của Limbua et al. (2019). Mặt khác, 

theo kết quả nghiên cứu, trên 4 loại mẫu cấy thì 

phiến lá là cho tỉ lệ mẫu tạo mô sẹo cao nhất. Đến 

giai đoạn 21 ngày SKC, hầu như không có sự tạo mô 

sẹo tăng thêm ở các mẫu cấy. Qua 21 ngày theo dõi 

và ghi nhận kết quả, sự tạo mô sẹo ở cả 4 loại mẫu 

cấy không khác biệt so với thời điểm 7 ngày SKC. 

Tuy nhiên, có sự thay đổi kích thước và màu sắc mô 

sẹo. Đối với cuống lá, mô sẹo chuyển từ màu xanh 

sang màu trắng. Trên phiến lá, mô sẹo phát triển tốt, 

một số mô sẹo màu trắng chuyển dần sang màu 

xanh. Đối với trục thượng diệp, màu sắc mô sẹo 

chuyển từ màu xanh sang màu trắng. Nhìn chung, 

phiến lá tạo mô sẹo tốt hơn cuống lá, đa số cho mô 

sẹo chặt, có màu xanh là các mô sẹo dễ dàng tái sinh 

chồi hơn so với mô sẹo xốp (Lượng & Tiên, 2002). 

    

Hình 2. Mô sẹo 21 ngày SKC. A: cuống lá. B: phiến lá. C: rễ mầm. D: trục thượng diệp. 
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Bảng 2. Tỉ lệ (%) mẫu tạo mô sẹo của cuống lá, phiến lá, rễ mầm và trục thượng diệp cây lạc 3 tuần sau 

cấy trên môi trường có 2,4-D 10 mg/L 

Nguyên liệu Tỉ lệ mẫu tạo mô sẹo (%) Đặc điểm mô sẹo 

Cuống lá 74,67 ± 2,31a Trắng, khối rời 

Phiến lá 100 ± 0b Xanh, khối chặt 

Rễ mầm - Không tạo mô sẹo 

Trục thượng diệp 90,67 ± 8,33b Trắng, khối chặt 

Trong cùng một cột, các giá trị có mẫu tự theo sau giống nhau thì không khác biệt có ý nghĩa thống kê với độ tin cậy > 

95%. (-) là không tạo mô sẹo. 

3.3. Ảnh hưởng của 2,4-D và BAP lên sự hình 

thành mô sẹo và tạo chồi từ phiến lá lạc L14 

Mẫu phiến lá giống lạc L14 khi nuôi cấy trên môi 

trường bổ sung 2,4-D từ 1,25 – 10 mg/L kết hợp với 

BAP 0; 0,5 và 1 mg/L có sự hình thành mô sẹo với 

hình thái khác nhau. Sau 1 tuần nuôi cấy, mẫu phiến 

lá bắt đầu có sự hình thành mô sẹo với sự cong lên 

của mẫu cấy và sau đó là sự xuất hiện của mô sẹo ở 

vị trí mẫu tiếp xúc trực tiếp với môi trường (mặt 

dưới). Sau đó, mô sẹo hình thành khắp mặt dưới mẫu 

cấy. Mô sẹo có màu xanh, dạng khối chặt (Hình 3). 

 

Hình 3. Sự hình thành mô sẹo từ lá trên môi 

trường MS bổ sung 2,4-D 5 mg/L ở 2 tuần SKC 

 

 

Hình 4. Tỉ lệ tạo mô sẹo (%) từ phiến lá lạc L14 ảnh hưởng bởi 2,4-D và BAP ở 1, 2, 3 và 4 tuần SKC Trong 

cùng một cột, các giá trị có mẫu tự theo sau giống nhau thì khác biệt không ý nghĩa thống kê với độ tin cậy 

> 95%. (*) là sự khác biệt giữa có ý nghĩa thống kê với độ tin cậy > 95% ở từng nồng độ 2,4-D. 
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Ở hHình 4, 1 tuần SKC, tỉ lệ tạo mô sẹo không 

khác biệt giữa các nồng độ 2,4-D nhưng có sự khác 

biệt giữa các nồng độ BAP. Môi trường chỉ bổ sung 

2,4-D, không kết hợp BAP cho tỉ lệ tạo mô sẹo cao 

nhất, trung bình là 82,5 ± 4,3%, kế đến là các môi 

trường bổ sung 2,4-D 1,25 mg/L kết hợp với BAP 

0,5 mg/L (80 ± 6,4%) và thấp nhất là khi kết hợp với 

BAP 1 mg/L (65 ± 1%). 

Bảng 3. Tỉ lệ tạo chồi từ mô sẹo lá sau 2 và 4 tuần 

nuôi cấy (%) 

Nồng độ 2,4-D và BAP 

(mg/L) 

Tuần SKC 

2 4 

2,4-D 1,25 + BAP 0 15 17,5 

2,4-D 2,5 + BAP 0 - 2,5 

2,4-D 5 + BAP 0 - - 

2,4-D 10 + BAP 0 - - 

2,4-D 1,25 + BAP 0,5 19,4 44,4 

2,4-D 2,5 + BAP 0,5 - 6,9 

2,4-D 5 + BAP 0,5 - - 

2,4-D 10 + BAP 0,5 - - 

2,4-D 1,25 + BAP 1 100 100 

2,4-D 2,5 + BAP 1 87,5 100 

2,4-D 5 + BAP 1 77,5 100 

2,4-D 10 + BAP 1 - 100 

Trung bình (nồng độ 2,4-D mg/L) 

2,4-D 1,25 44,8d 54c 

2,4-D 2,5 29,2bc 36,5b 

2,4-D 5 25,8a 33,3a 

2,4-D 10 - 33,3a 

Trung bình (nồng độ BAP mg/L) 

BAP 0 3,75a 5a 

BAP 0,5 4,85a 12,8b 

BAP 1 66,3b 100c 

F2,4-D 26,88** 39,69** 

FBAP 93,15** 124,14** 

F2,4-D x BAP 3,01** 2,02* 

CV (%) 19,5% 21,2% 

Trong cùng một cột, các số liệu có chữ theo sau giống 

nhau khác biệt không có ý nghĩa thống kê khi sử dụng 

phương pháp kiểm định Tukey. (*) là sự khác biệt có ý 

nghĩa ở mức 5 %. (**) là sự khác biệt có ý nghĩa ở mức 

1 %. (-) là không tạo chồi. 

Từ 2 – 4 tuần SKC, tỉ lệ tạo mô sẹo có sự gia 

tăng ở các nghiệm thức. Nồng độ 2,4-D cũng như 

BAP khi bổ sung kết hợp không có ảnh hưởng khác 

biệt lên sự tạo mô sẹo của phiến lá lạc L14. Tỉ lệ tạo 

mô sẹo đạt từ 85 đến 100% ở các nghiệm thức. Phản 

ứng tạo mô sẹo là một phản ứng thường gặp trong 

công nghệ nuôi cấy mô, đặc biệt là trong môi trường 

MS có chất kích thích mạnh như 2,4-D. Nguyên lý 

của phản ứng tạo mô sẹo chính là quá trình phản 

phân hóa tế bào (Sun et al., 2000). Hiệu quả tạo mô 

sẹo của 2,4-D đã được ứng dụng trong rất nhiều 

nghiên cứu. Một trong những Auxin tổng hợp quan 

trọng, 2,4-D đóng một vai trò quan trọng trong mô 

nuôi cấy, hệ thống tế bào tạo phôi và cảm ứng mô 

sẹo ở thực vật nghiên cứu nuôi cấy mô (Fei et al., 

2016). Cấu trúc và màu sắc mô sẹo ở nghiệm thức 

có bổ sung 2,4-D đơn nồng độ từ 1,25 đến 10 mg/L 

có dạng rắn, tương đối chặt và màu xanh. Sự kết hợp 

2,4-D và BAP cho mô sẹo có dạng cứng, chặt, màu 

xanh. Kết quả ở bBảng 3 cho thấy nồng độ 2,4-D sử 

dụng trong nghiên cứu này thấp hơn so với nghiên 

cứu của Thủy và ctv. (2013) trên cùng đối tượng 

nuôi cấy. Giống như kết quả của nghiên cứu này, 

Priyanka and Anita (2014) chỉ ra rằng, môi trường 

MS chỉ bổ sung 2,4-D 0,5 và 1 mg/L không kết hợp 

BAP có khả năng cảm ứng mô sẹo tốt hơn từ các 

đỉnh chồi và mẫu cấy nốt của cây bồ đề. Kết quả 

nghiên cứu của Su et al. (2011) cũng cho thấy môi 

trường MS bổ sung 2,4-D 0,5 mg/L kết hợp BAP 

0,05 mg/L cho mô sẹo cảm ứng là 100%. Kết quả 

này cho thấy rằng tỉ lệ của auxin/cytokinin cao là rất 

quan trọng cho sự hình thành mô sẹo (Su et al., 

2011). 

Kết quả Bảng 3 cho thấy ở 2 tuần SKC, sự tạo 

chồi từ mô sẹo có nguồn gốc từ lá khác nhau theo 

nồng độ 2,4-D và BAP sử dụng. Nồng độ 2,4-D thấp 

(1,25 mg/L) cho tỉ lệ tạo chồi cao nhất. Tỉ lệ tạo chồi 

giảm khi tăng nồng độ 2,4-D và ở nồng độ 2,4-D 10 

mg/L không có sự tạo chồi. Nồng độ BAP tăng cũng 

làm tăng tỉ lệ tạo chồi (tăng từ 15% ở nồng độ 0 đến 

100% ở nồng độ 1 mg/L). Nghiệm thức 2,4-D 1,25 

mg/L không kết hợp BAP cho tỉ lệ tạo chồi thấp 

nhất, đạt 100%. Nghiệm thức 2,4- D 10 mg/L đơn 

hoặc bổ sung BAP hay nghiệm thức 2,4-D 2,5 và 5 

mg/L kết hợp bổ sung BAP 0,5 và 1 mg/L không có 

sự tạo chồi. Ở 4 tuần SKC, tỉ lệ tạo chồi đạt 100% ở 

tất cả các nghiệm thức có bổ sung BAP 1 mg/L, 

nghiệm thức 2,4-D 5 và 10 mg/L kết hợp BAP 0,5 

không có sự tạo chồi. Các nồng độ 2,4-D và BAP bổ 

sung có ảnh hưởng đến sự tạo chồi. Nồng độ 2,4-D 

thấp (1,25 mg/L) và BAP cao (1 mg/L) có hiệu quả 

tạo chồi đối với mẫu mô sẹo phiến lá lạc. Kết quả 

trên cho phép sử dụng nồng độ BAP thấp hơn nghiên 

cứu của Vũ Thị Thu Thủy và công sự là 2 mg/L so 

với 1 mg/L của nghiên cứu này (Thủy và ctv., 2013). 

 

Hình 5. Chồi tái sinh từ mô trên môi trường bổ 

sung 2,4-D 1,25 mg/L và BAP 1 mg/L sau 2 tuần 

 10 mm 
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3.4. Ảnh hưởng của NAA và khoáng đa 

lượng đến sự tạo rễ của chồi phát triển 

từ mô sẹo phiến lá lạc L14 

 

Hình 6. Chồi cây tái sinh rễ trên môi trường MS 

bổ sung NAA 0,2 mg/L 

Bảng 4. Tỉ lệ tạo rễ (%) của chồi lạc L14  ảnh 

hưởng bởi NAA và khoáng đa lượng ở 2 

và 4 tuần SKC 

Nồng độ NAA (mg/L) và hàm 

lượng khoáng đa lượng 

Tuần SKC 

2 4 

NAA 0 + MS 40 60 

NAA 0,1 + MS 40 60 

NAA 0,2 + MS 80 100 

NAA 0,4 + MS 60 100 

NAA 0 + 1/2 MS 20 20 

NAA 0,1 + 1/2 MS 20 20 

NAA 0,2 + 1/2 MS 60 80 

NAA 0,4 + 1/2 MS 40 80 

Trung bình (NAA) 

NAA 0 30c 40d 

NAA 0,1 30c 40d 

NAA 0,2 70b 90c 

NAA 0,4 50a 90c 

Trung bình (đa lượng) 

MS 55a 80a 

1/2 MS 70b 50b 

FNAA 26,88** 30.36** 

Fđa lượng 93,15** 191,69** 

FNAA x đa lượng 3,01** 2,72** 

CV (%) 19,5% 22,45% 

Trong cùng một cột, các số liệu có chữ theo sau giống 

nhau khác biệt không có ý nghĩa thống kê khi sử dụng 

phương pháp kiểm định Tukey. (**) là sự khác biệt có ý 

nghĩa ở mức 1 %. 

Kết quả ở Bảng 4 cho thấy sự tạo rễ từ chồi xảy 

ra ngay khi không có sự hiện diện của NAA trong 

môi trường nuôi cấy (40%). Tỉ lệ chồi ra rễ tăng theo 

sự gia tăng nồng độ NAA. Hàm lượng khoáng đa 

lượng cũng ảnh hưởng đến tỉ lệ tạo rễ của chồi cây 

lạc. Chồi được cấy trên môi trường có hàm lượng 

khoáng MS cho tỉ lệ tạo rễ cao (80%) so với chồi 

được cấy trên môi trường có hàm lượng khoáng 1/2 

MS (60%). Tỉ lệ chồi tạo rễ tăng ở tuần thứ 4 SKC 

so với tuần thứ 2. Nhân tố NAA có ảnh hưởng đến 

sự tạo rễ của chồi cây lạc. Tỉ lệ tạo rễ cao nhất 

(100%) ở môi trường có bổ sung NAA 0,2 mg/L và 

0,4 mg/L và thấp nhất là ở nồng độ NAA 0 và 0,1 

mg/L (20%). Hàm lượng khoáng đa lượng cũng ảnh 

hưởng đến tỉ lệ tạo rễ của chồi cây lạc. Chồi được 

cấy trên môi trường có hàm lượng khoáng đa lượng 

MS có tỉ lệ tạo rễ (100%) cao hơn so với chồi được 

cấy trên môi trường có hàm lượng khoáng đa lượng 

1/2 MS (80%). Chồi lạc tạo rễ cao nhất ở môi trường 

MS bổ sung NAA 0,2 mg/L và 0,4 mg/L (100%) và 

thấp nhất là ở môi trường 1/2 MS không bổ sung 

hoặc bổ sung NAA 0,1 mg/L. Kết quả trên cho phép 

sử dụng nồng độ NAA thấp hơn nghiên cứu của 

Thủy và ctv. (2013) là 0,5 mg/L so với 0,2 mg/L của 

nghiên cứu này. Siwach and Gill (2011) đã báo cáo 

rằng một số Auxin như IBA và NAA đóng một vai 

trò quan trọng trong cảm ứng tạo rễ khi môi trường 

MS bổ sung NAA 1 mg/L có cảm ứng tạo rễ ở cây 

bồ đề. 

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu tạo mẫu in vitro từ các bộ phận khác 

nhau phục vụ cho công tác nhân giống cây lạc cho 

thấy, khử trùng bằng dung dịch NaOCl 2,5% và 0,5 

mL Tween20 trong thời gian lần 1 là 5 phút, lần 2 là 

15 phút, giữa 2 lần mẫu được rửa sạch bằng nước 

cất tiệt trùng ít nhất 3 lần là tốt nhất, dưới mức thời 

gian này sẽ cho tỉ lệ nhiễm cao. Trong 4 loại mẫu 

cấy được khảo sát, phiến lá và trục thượng diệp đều 

cho kết quả tạo mô sẹo rất cao lần lượt là 100% và 

90,67% sau 21 ngày SKC, tốt hơn so với cuống lá 

chỉ đạt 74,67% và rễ mầm là 0%. Môi trường MS bổ 

sung 2,4-D nồng độ 5 mg/L cho mô sẹo dạng chắc 

và có màu xanh. Mẫu phiến lá tạo chồi cao nhất trên 

môi trường bổ sung 2,4-D là 1,25 g/L kết hợp với 

BAP 1 mg/L. Tỉ lệ tạo rễ cao nhất trên môi trường 

bổ sung NAA 0,2 mg/L và với hàm lượng khoáng 

đa lượng của môi trường MS (100%). 
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