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NGHIEN CUU QUY TRINH NHAN IN VITRO CAY SAN RUQT VANG PHU THQ
Lé Thi Thanh', Pham Thi Hiép', Téng Thi Huyén', Lé Thi Thu Trang',
Nguyén Phuong Nga', Tang Thi Diép', Vit Thi Phuong', D6 Thi Thanh Thanh', Nguyén Thi Nga!,
Hoang Minh Chinh', Pham Thi Thu Ha', Nguyén Thi Thu Phuong? Pham Thién Thanh"

TOM TAT

Trong nghién ctiu nay, sy hinh thanh phoi soma va sy tai sinh ctia ciy san ruft vang Phu Tho tii dinh chéi
va manh 14 non ldy tu cdy tréng in vitro da dugc ki€m tra. Cac tht nghiém cho thdy, khi tring mau bang
NaOCl 3% trong 15 phut, 1ap lai hai lan cho ty 1é mau sach cao (77,8%) va ty 1é mau chét thap (24,3%). Moi
truong phat sinh mo seo t6t nhat 1a MS nén c¢6 bé sung 10 mg/L 2,4-D cho ty 1¢ hinh thanh mo6 seo cao dat
79,4% v6i nuoi cdy manh 14 va 81,8% véi nudi cdy choi dinh. Moi trudng tao choi tét nhéat la MS nén c6 bo
sung 0,2 mg/L BAP cho ty ¢ hinh thanh cay con ti t€ bao soma manh 14 1a 49% va té bao soma chdi dinh
la 51,7%. Sau 3 tudn nuoi cdy, choi dat 4 - 5 cm. D€ nhan nhanh, mdi chéi dugc cit thanh ting dét va cdy trén
mai trudng tai sinh ciy. Hé s6 nhén chéi tii mot chéi ban dau sau 12 thang c¢6 thé nhan dugc 76.527.504 cay
in vitro. Moi trudng tai sinh cay hoan chinh 1a MS nén c¢6 b6 sung 0,25 mg/L NAA va 0,4 g/L than hoat tinh cho
ty 1é ra ré dat 100%. Cay san in vitro thich nghi t6t véi gia thé 60% dat phu sa + 40% trdu hun. Cay con c6 ty 1é
song 100%, s6 1a trung binh dat 7,3 14 va chiéu cao cay dat 10,2 cm sau hai tudn uom cay. Quy trinh nhén in vitro
c6 hé s6 nhan cao, ciy con sinh trudng tét, c6 kha ning ting dung phuc vu san xudt cay san rudt vang Pha

Tho quy mo cong nghiép.

Tu khoa: Cay san (Manihot esculenta Crantz), san ru¢t vang Phu Tho, nhan giéng in vitro

I. DAT VAN DE

San (Manihot esculenta Crantz) thudc ho
Euphorbiaceae, 1a mét trong ba loai cay luong thuc
chinh & Chau Phi (FAO, 2013), dong thoi 1a ngudn
cung cdp carbohydrate 16n thi ba (sau lda va ngo)
cho ché d¢ an uong ctia hon 800 triéu nguoi trén thé
gi6i (Obueh & Kolawole, 2016). Ngoai ra, mot s6 bao
cdo (Amelework et al., 2021; Madukosiri, 2013) nhan
manh vai tré quan trong ctia né déi véi muc dich st
dung cong nghiép, bao gdm san xudt tinh bot, thiic
an chan nudi, ethanol, dugc phim, hoa chit, gidy, dét
may va nhién liéu sinh hoc. Pham vi sti dung rong rai
nhu vay xuat phat tu thuc t€ la tat ca cac bo phén cua
cay san déu c6 thé dugc sti dung, tury theo dac tinh vét
ly va thanh phén héa hoc cu thé ctia cay san.

San la loai ciy trong nhan gidng sinh dudng phat
trién chim, cin it nhat 8 thang thai tiét 4m 4p dé€ thu
hoach (Santana et al., 2009). Viéc nhan giong sin theo
phuong phdp truyén théng bing mat hom co ty 1é
nhén thép, chat lugng bao quan vt liéu trong kém,
kha nang nhiém bénh cao (Escobar et al., 2006). Ky
thuat in vitro da dugc sti dung dé tao ra vat liéu trong
sach bénh c6 tiém ndng cho nang sudt cao, ngay ca ti
cay me bi nhiém bénh (Acedo, 2006). Viéc tao ra mot

gidng cdy trong van giti dugc nhiing dic tinh tot c6 thé
dat dugc thong qua nhan giong in vitro. Phuong phap
nhan giéng nay c6 kha nang bao ton ngudn gen cd
gia tri (Staden et al., 2008), c6 thé dugc thuc hién bat
ké mua sinh trudng, cho phép cé dugc vét liéu trong
quanh ndm véi s6 lugng 16n cay con trong khoang
thoi gian ngan (Hopkins, 2007) va do d6 dam bao még
rong san xuét. O Viét Nam, nhu cu tiéu thu sin ngay
mot tang, trong d6 san rudt vang Phu Tho la giong
san ban dia c6 nhiéu ddc di€ém quy nhu kha nang sinh
trudng tot, nang sudt cao, chat lugng tot (déo, ngot, an
ngon), dac biét c6 chiia beta carotene ¢ gia tri dinh
dudng cao. Tuy nhién, dién tich san xuét giong sin
nay trong thuc tién con khiém ton. Trai qua qua trinh
san xuat lau dai do nhan giong vo tinh thiéu chon loc
nén giéng sidn rudt vang Phu Tho bi thodi hoa, 1an
giong, do thuan giong thip. Vi vay, d€ md rong san
xudt giong san nay cin phai c6 phuong phap tai sinh
in vitro pht hgp d€ nhanh chdng tao ra ciy con c6 dic
diém di truyén 6n dinh, dong nhat va khong bi bénh.
Trong nghién ctiu nay, chiing t6i da nd luc thiét lap
mot quy trinh nhén in vitro ciy san rudt vang Phu Tho
dam bao sy san sang cho viéc nhén cay giong quanh
nam ma khdng cé bét ky rao can mua vu nao.

' Vién Cay luong thuc va Céy thuc phdm; 2 Dai hoc Nong Lam Béc Giang

* Tac gia lién hé, email: thanhpttm@gmail.com
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I1. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu nghién ciu

Gibng san rudt vang Pht Tho dugc cung cép boi
Trung tdm Nghién ctiu va Phat trién Cay c6 cu, Vién
Cay luong thuc va Cay thuc phdm.

2.2. Phuong phap nghién ciu
2.2.1. Phuiong phdp bé tri thi nghiém

Gidm canh sin ru¢t vang Phu Tho (Manihot
esculenta Crantz) trong chiu v6i hon hgp dat thit va
cat min theo ty 1é 1 : 1 d€ cai thién kha néng thoat
nudc trong diéu kién nha ludi. Sau 4 - 6 tuan, cic
doan chai dai khoang 15 - 20 cm (5 - 7 d6t) dugc cat
thanh tiing doan 1,5 - 2 cm chia dét than lam nguén
mau cho thi nghiém tao cdy in vitro sach dé st dung
cho cac thi nghiém nhan nhanh in vitro.

Cac thi nghiém dugc ti€n hanh trén moi truong co
ban MS (Murashige va Skoog, 1962) + 5 g/L agar + 30
g/L sucrose; pH 5,8 va cac chat kich thich sinh trudng.
biéu kién nudi cdy: 25 - 28°C, d6 4m 70 - 80%, thoi
gian chiéu sang 16 h sang va 8 h t6i, cudng do anh
sang 2.000 - 2.500 Lux. Thi nghiém trong phong
dugc b6 tri hoan toan ngau nhién RCBD (Gomez &
Gomez, 1984).

Khit trimg mau: mau mang mat ngu, dinh choi dai
1,5 - 2 cm cit ra ti hom sdn gidm trong bau dat dugc
rtia sach bang xa phong trong 5 - 10 phut, rtia sach
bang nudc cit vo triing 3 14n trong budng ciy, sau do
khti tring bang HgCl,, NaOClI véi nong d6 va thoi
gian khdc nhau (HgCl, 0,1% trong 5 phut, 10 phut;
HgCl, 0,2% trong 5 pht, 10 phit va 2 ldn 10 phut;
NaOCl 2% trong 10 va 15 phuat; NaOCl 3% trong
10 phat, 15 phut va 2 lan 15 phat). Moi cong thiic
thuc hién vé6i 3 14n nhic lai, méi 1an 10 mau va ciy
1 mau/binh, 10 binh/cong thic/lan 1ap lai. Sau khi
kht trung, mau dugc cdy 1én méi trudng nén MS. Sau
14 ngay danh gia két qua thi nghiém ctia cac cong thuc.

Nudi cdy tao mé seo: manh la non, dinh choi ctia
céy con in vitro giai doan 2 tudn tudi trén moi trudng
nén MS dugc cit thanh cdc manh cé kich thudc
2 mm x 2 mm cdy trén moi trudng bé sung 2,4-D
Vi cac nong do 8 mg/L, 10 mg/L va 12 mg/L dé tim
dugc ndng do t6i uu cho viéc hinh thanh mo seo. Thi
nghiém dugc thuc hién véi 3 cong thiic ndong do 2,4-D,
10 binh/cong thiic, cdy 5 mau/binh, ldp lai 3 lan. Thi
nghiém dugc theo déi dinh ky 7 ngay.

Nudbi cdy tdi sinh tao chéi: Mo seo ¢ phoi sau d6
dugc chuyén sang mdi truong phat sinh va kéo dai

choi gobm moi trudng nén MS va chat kich thich sinh
truéng (Kinetine, BAP v6i cac nong do 0,2 mg/L,
0,4 mg/L va 0,6 mg/L) dé tim dugc hoat chét va nong
do thich hgp cho tao choi. Kha ning tao choi dugc
danh gia sau bon tuan nudi céy.

Nuéi cdy tao cdy hoan chinh: Tti moi truong tao choi,
mau dugc chuyén sang moi trudng tao cay hoan chinh
gdm MS co ban, 5 g/L agar, 30 g/L sucrose, pH 5,8 va
cac chat diéu tiét sinh trudng: BAP 0,2 mg/L va Indole-
3-butyric acid (IBA: 0,25; 0,5; 1,0 mg/L); Kinetine 0,2
mg/L va IBA (0,25; 0,5; 1,0 mg/L); NAA (0,25; 0,5 va
1,0 mg/L) va than hoat tinh 0,4 g/L. Banh gia kha nang
sinh trudng ctia cay in vitro sau 4 tudn nudi cdy.

Nghién ciiu gia thé cho cdy hoan chinh: Céy con
hoan chinh dugc trong trong 4 loai gia thé: 60% dat
phtt sa + 40% trau hun, 50% dat phu sa + 50% xao dtia,
50% dat ph sa + 25% cat + 25% xo dia, 50% dat phu
sa +25% cat + 25% trau hun. Moéi cong thiic thuc hién
v6i 100 cay, lap lai 3 lan. Cay con dugc ddt trong nha
ludi, sau 2 tudn theo doi, dém s6 cay song, s6 la/cay
va chiéu cao cay.

2.2.2. Cdc chi tiéu theo doi

Ty 1é mau sach, mau nhiém trong qua trinh kht
trung. Hé s6 nhan choi trung binh dugc tinh trén don
vi s6 choi tai sinh/canh gidm. Ty 1¢ hinh thanh m6
seo, ty 1é mo seo ¢ phoi. Ty 1é phoi soma tao thanh
cay con. Ty 1é ra ré, s6 ré/mau, chiéu dai ré, chiéu cao
céy, s0 ld/mau ctia cay con in vitro. Ty 1é song ctia cay
con in vitro trén gia thé.

2.2.3. Phuiong phdp xii ly s0 liéu

S6 liéu dugc xti ly bang phan mém Excel 2013 va
IRRISTAT 4.0.
2.3. Thoi gian va dia diém nghién ciiu

Nghién ctiu dugc thyc hién tii thang 10 nam 2022
dén thang 12 nam 2023 tai B¢ mon Cong nghé Sinh
hoc, Sinh ly Sinh héa va Cong nghé sau thu hoach,
Vién Cay luong thuc va Cay thuc phidm, xa Lién
Hong, TP. Hai Duong, tinh Hai Duong.
I1I. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Tao vat liéu khdi dau vo trung

Khi khong khtt triing v6i HgCL, NaOCI thi 100%
mau dua vao déu bi nhiém ném, vi khuén. Phan ting
ctia mau cdy v6i hai hoa chét khit triing sau 2 tudn
nudi cdy kha giong nhau. Khi xtt Iy mau véi HgCl
(0,1%; 0,2%), NaOCI (2%, 3%) trong thoi gian cang
dai thi ty 1é mau sach cang cao tuy nhién ty 1é mau
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chét ciing ting lén. Khi xtt ly mau bing dung dich
HgCL, ty 1¢ mau sach cao (84,4 - 94,4%) nhung ty 1é
mau chét ciing cao, dao dong tii 55,6 - 84,7%. Xu ly
kép HgCl, 0,2% trong théi gian 10 phut cho ty 1¢ mau
sach cao nhat (94,4%) nhung ty 1¢ mau chét ciing cao
nhét (84,7%). Khi xu ly bang NaOCl 3% trong thai
gian 2 1an 15 pht cho ty 1é chét 1a 24,3% cao hon 1,7%
so v6i khi xti ly 1 14n 15 phut nhung ty 16 mau sach dat
77,8%, cao hon 8,9% so véi khi xti ly 1 1an 15 phut. Do
do, xtt ly mau bang dung dich NaOCI 3% trong 2 lan
15 phut dugc chon stt dung vao mau tao nguén vat liéu
cay in vitro cho cac thi nghiém tiép theo (Hinh 1).

Hinh 1. Tao vat liéu khai ddu cho nhan in vitro
cay san rudt vang Phu Tho
Ghi chii: a) Hom san dugc gidm trong bau dat sau
6 tudn; b) Mau dugc khit trung 2 ldn trong 15 phiit vdi
NaOCl 3%, cdy trén mai trudng nén MS sau 2 tudn nudi cdy.

Bang 1. Anh huéng ctia ndng do HgCl, va NaOCl dén kha nidng tao mau sach

Chat Nong d6 | Thoi gian xu ly S8 miu Ty 1é mau sach | Ty 1é mau nhiém | Ty 1é mau chét
khit trung (%) (phut) (%) (%) (%)
0,1 5 30 84,4 15,6 60,5
0,1 10 30 90,0 10,0 55,6
0,2 5 30 90,0 10,0 65,4
0,2 10 30 92,2 7,8 69,9
HgCl, 0,2 2 14n 10 phat 30 94,4 5,6 84,7
2 10 30 54,4 45,6 32,6
2 15 30 60,0 40,0 27,8
3 10 30 66,7 33,3 30,0
3 15 30 68,9 31,1 22,6
NaOCl 3 2 l4n 15 phut 30 77,8 22,2 24,3
Khong kht trung 30 0,0 100,0 100,0

Ghi chii: Moéi trudng nén MS (MS + 5 g/L agar + 30 g/L sucrose, pH 5,8).

3.2. Xac dinh méi truong nudi ciy tao choi

Trong nghién ctiu tdi sinh cay sin bang phuong
phép nudi cdy in vitro, ngudn vat liéu dung cho nuoi
cdy c6 thé tui choi nach (Konan et al., 1997; Nguyén
Thi Thanh Duyén va cs., 2022; Pham Thi Huong va cs.,
2022), tui choi dinh va 1a non cay con in vitro (Vidal et
al., 2014), nhung phd bién nhét la ti dt than (Kabir et
al., 2015; Mahdi & Edward, 2017; Sessou et al., 2020).
Trong thi nghiém nay, manh 14 non va dinh chéi tu
céy con in vitro giai doan 2 tuan tudi dugc dung lam
vét liéu nghién ctiu. La non dugc cat nho thanh tling
manh kich thudc 2 mm x 2 mm. Moéi chdi c6 thé cat
dugc 20 manh la. Cac manh 14 va dinh choi dugc cay
trén mai truong nén MS + 2,4-D (0 mg/L, 8 mg/L,
10 mg/L, 12 mg/L) trong diéu kién 7 ngay to6i sau do
chuyén sang diéu kién phong sang 14 ngay. Kha nang
hinh thanh mo6 seo dugc danh gid sau 3 tudn nuoi céy.
Cong thiic nén MS c6 b6 sung 2,4-D phét sinh mo
seo 100% doi véi ca manh 1 va choi dinh (Bang 2).
Tuy nhién ty 1é mo seo xudt hién phoi khac nhau &

56

2 vat liéu nghién ctiu. Ty 1é mo seo c6 phdi tang dan
khi n6ng d6 2,4-D tang tli 0-10 mg/L. Nhung khi ting
nong do 2,4-D 1én 12 mg/L thi ty 1é m6 seo phat sinh
phdi bat dau giam. Ty 1é mo seo c6 phoi dat cao nhét
& cdng thiic nén MS c6 b6 sung 10 mg/L 2,4-D doi
vGi ca 2 vat liéu nghién ctiu la manh 14 (79,4%) va
choi dinh (81,8%). Quan sat qua trinh nudi cay cho
thdy, 14 non va dinh choéi sau khi cam ting hinh thanh
mo seo la nhiing hat nho li ti, x6p, c6 mau trang kem,
vang tuoi, sinh trudng tot trén moi truong chia 2,4-D
(Hinh 2). Nhung khi ting nong d¢ 1én 12 mg/L thi
cac mo seo khong con do xdp, vang dam, uét, nhiéu
mo6 hoéa nau va chét dan. Ngudn nguyén liéu va moi
truong nuoi cdy anh hudng dén kha nang hinh thanh
mo seo va ty 1é tao phoi. Diéu nay dugc thé hién qua
nghién ctiu ctia Nguyén Thi Minh Héng va cong su
(2018) doi véi 5 giong san ctia Viét Nam. Ty 1é hinh
thanh mo seo tti 14 non dao dong 88,6 - 100% va tu
dinh choi la 87,2 - 100%. Ty 1¢é mo seo c6 kha nang
phat sinh phoi cao nhét dat 80,4% véi giong san S5.
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Bang 2. Anh huéng ctia ndng d6 2,4-D dén kha ning hinh thanh mé seo (sau 3 tun)
va phat sinh phoi san ru¢t vang Phu Tho

. . Manh la Choi dinh

Nongdop24-D | . = o ‘ PO PTY Ry ‘ PO, e
(mg/L) S0 mau | Ty I¢ hinh thanh | Ty 1¢ mé seo cé phoi| Ty 1é hinh thanh | Ty 1é mé seo c6 phoi

mo seo (%) (%) mé seo (%) (%)

0 150 0 0 0 0

8 150 100 43,7 100 56,6

10 150 100 79,4 100 81,8

12 150 100 57,9 100 61,0

CV (%) 36 4,2

LSD, . 0,12 0,18

5L

Hinh 2. Nuo6i ¢y manh 14 va chéi dinh tao mo6 seo trén mai trudng nén MS + 10 mg/L 2,4-D
Ghi chii: a) Nudi cdy mdnh g ti cdy san in vitro; b) Mo seo bat ddu hinh thanh sau 10 ngdy nudi cdy mdnh 1d;
¢) Nuéi cdy mau chéi dinh tir cdy san in vitro; d) M6 seo bdt ddu hinh thanh sau 10 ngay nudi cdy choi dinh.

3.3. Nghién ctiu méi trudng tao choi va kéo dai choi
Trong nuoi cdy mo té bao thuc vat, chét diéu tiét
sinh trudng dugc b sung vao mdi trudng nham
kich thich sy phéat sinh hinh thdi ctia mau cdy
(Musashige & Skoog, 1962). Trong thi nghiém nay,
chét kich thich sinh trudéng cua nhém cytokinin
(Kinetine, BAP) dugc stt dung nham diéu khién su
phat sinh choi trong nudi cdy in vitro thuc vat.

Khi cac mé seo xudt hién phoi (md seo c6 mam
xanh) tit dinh cho6i va méanh 14 non thu dugc & thi

nghiém trén sé dugc chuyén sang moéi trudng chiia
chat diéu hoa sinh truéng Kinetine va BAP ting dan
ti 0 - 0,6 mg/L dé€ kich thich phoi soma ndy mam.
Sau khoang 2 tuan, cum phdi bat dau bat chéi, luc
nay choi thit xuét hién va phat trién nhanh. Tu khi
phat sinh choi, sau 2 tuan choi da dat kich thuéc 4 -
5 cm. Tuy thudc vao nong do kinetine va BAP khac
nhau ma moéi khdi moé seo phoi héa o thé xuit hién
1 - 3 chéi (Bang 3 va Hinh 3). Nhu véy, v6i 20 manh
l1a/choi sau khi tao mo seo va kéo dai choi thi thu
dugc trung binh la 8 chéi c¢6 14 hoan chinh.

Bang 3. Anh hudng ctia Kinetine, BAP dén kha nang tai sinh chéi sin rudt vang Pha Tho sau 4 tudn nudi ciy

Chit diéu tiét Nong d6 chit diéu tiét Ty 1¢ phéi soma tao thanh cay con (%)
sinh trudng sinh trudng (mg/L) Phéi soma tii mdnh ld non Phoi soma tii choi dinh
0 0 0
Kinetine 0.2 45,7 46,7
0,4 34,3 38,0
0,6 23,0 27,3
CV (%) 28 3,0
LSD, 0,12 0,16
0 0 0
BAP 0,2 49,0 51,7
0,4 39,3 45,0
0,6 24,0 30,0
CV (%) 3,6 3,1
LSD, . 0,18 0,2

Ghi chii: Moéi trudng nén MS (MS + 5 g/L agar + 30 g/L sucrose, pH 5,8).
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O cling néng do chét kich thich sinh truéng, BAP
ludén cho kha nang phat sinh chdi cao hon Kinetin.
Khi ting nong d6 Kinetine hoac BAP tii 0,2 mg/L Ién
0,4 mg/L va 0,6 mg/L thi ty 1& phoi soma tao thanh
cay con khong ting ma giam dan. Ty 1€ tao thanh cay
con & phoi soma hinh thanh tii manh 14 non va chéi
dinh déu dat cao nhét khi b6 sung 0,2 mg/L Kinetine
hodc 0,2 mg/L BAP véi ty 1é lan lugt la 45,7%; 49,0%

v6i phoi soma tii manh 14 non va 46,7%; 51,7% véi
phoi soma tii choi dinh. Ty 1¢ hinh thanh céy con tu
phoi soma tao thanh tii cho6i dinh cao hon so véi ti
manh la non 1% - 2%. Ty 1é phoi soma tao céy trong
thi nghiém nay dat cao nhét1a 51,7%, thap hon so véi
két qua nghién ctiu ctia Nguyén Thi Minh Hong va
cong su (2018) khi bé sung 0,3 mg/L BAP cho ty 1é tao
cay dat cao nhat véi giong san Huay Bong 1a 81,0%.

i

Hinh 3. Mo seo phat sinh choéi trén mdi trudng nén MS + 0,2 mg/L BAP
Ghi chii: a) Mo seo bat ddu xudt hién choi; b) Chéi sau 2 tudn nudi cdy; c) Chéi sau 3 tudn nudi cdy.

Chéi kich thuéc 4 - 5 cm dugce st dung lam vét liéu
nhan nhanh. Cét choi thanh tling dét, khii tring bang
NaOCl 3% trong 15 phut va cdy trén moi truéng MS
nén c6 bo sung 0,2 mg/L BAP (Hinh 4). Sau 3 tuin
nudi ciy dugc choi trudng thanh 4 - 5 cm. Chdi nay
c6 thé dugc st dung cho chu ky nhan choi tiép theo
hodc ciy sang moi truong ra ré tao cdy hoan chinh dé
ra vuon uom. Nhu véy, tii mot hom san ban dau gidm
dugc choi c6 trung binh 6 dot (Hinh 1a). Tt vat liéu nay

nhan chdi sach bénh (Hinh 1b). Méi choi sach bénh cit
dugc 20 manh 14 va mot dinh sinh truidng cay vao moi
truong tao mo seo. Qua giai doan tao chéi (sau 13 - 15
tudn), thu dugc 8 chdi trudng thanh tit mét mau sach
bénh trung gian (Hinh 1b). Nhu vy, tif m¢t hom sin
ban dau sé thu dugc 48 choi trudng thanh (6 dot than
x 8 choi/dot than). Cac choi nay dugc su dung nhan
nhanh, cti 3 tuan cho mot chu ky v6i hé s6 nhan 3 lan.
Sau 12 thang c6 thé thu dugc 76.527.504 ciy (Bang 4).

Bang 4. Hé s6 nhén chéi ciy san rudt vang Phu Tho

$6 choi nhan vong 1

Mau ban dau (sau 13 - 15 tuan)

$6 choi nhan vong 2
(sau 16 - 18 tuan)

$6 chdi nhan vong 14
(sau 12 thang)

DPoan than trudng thanh

gbm 6 dot 144

432 76.527.504

Ghi chii: Cong thiic tinh hé s6 nhan choi; 48 x 3" n - s6 vong nhdn nhanh (tif vong 2, ci sau moi 3 tudn hoan thanh 1 vong).

Hinh 4. Nhin nhanh giong san ru¢t vang Phu Tho trén moéi trudng nén MS + 0,2 mg/L BAP

Ghi chii: a) Cay sin duigc sti dung lim vat liu nhan nhanh; b) Cay sin 1 tudn tudi nhan dot than tii chi in vitro; ¢) Cay san 2 tudn tudi,

3.4. Nghién citu mdi trudng tao cay hoan chinh
Choi cay san rudt vang Phu Tho hinh thanh ti
mo seo dat 4 - 5 cm dugc sti dung nghién ctiu moi
truong ra ré. St dung chét kich thich sinh trudng
nhom cytokinin (BAP, Kinetin) 6 néng d6 0,2 mg/L,
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nhom auxin (IBA, NAA) & cac dai ndong do 0 - 1,0
mg/L va than hoat tinh noéng d6 0,4 g/L tao moi
truong khao sat kha nang ra ré ctia cay sin in vitro.

Giai doan nay thuong st dung cac chat thudc
nhoém auxin kich thich qua trinh tao ré, tuy nhién
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trong mot s6 truong hgp khi bé sung két hgp gitia
auxin va cytokinin vao mdi trudng nudi cdy cling
cho két qua tao ré t6t hon so véi bd sung don chat
auxin. Khi khong bd sung vao moi trudng bét ct
chat diéu tiét sinh trudng nao thi ré ciy con van
xudt hién nhung thoi gian rat dai va s6 lugng ré it, ré
phat trién khong dong déu, ré ngan, cay phat trién
cham. Két qua nay khac vé6i két qua nghién ctiu ctia
Nguyén Thi Minh Héng va cong su (2018), choi san

trén moi trudng MS phat trién ré manh hon cac moi
trudng chua chat diéu tiét sinh trudng. Khi b6 sung
thém vao moi truong nudi ciy 0,2 mg/L BAP va 0,25
- 1 mg/L IBA thi ty 1é ra ré ting 1én 50%, s6 ré, chiéu
dai ré, chiéu cao cay va s6 la cing ting lén nhung
khi b8 sung IBA vugt qué 0,25 mg/L thi cic chi tiéu
nay bat ddu giam dan. Nhu véy, b6 sung 0,25 mg/L
IBA + 0,2 mg/L BAP vao moéi trudng nudi ciy tao
cay hoan chinh cho két qua tot nhat (Bang 5).

Bang 5. Anh hudng ctia BAP va IBA dén kha ning tao ré cy sin in vitro

Nong do Nong do Thoi gian Tyléra S5 ré Chiéudairé | Cao cay 614
BAP (mg/L) | IBA (mg/L) | xuét hién ré (ngay) | ré (%) (cm) (cm)
0 0 42 9,7 0,7 1,2 5,7 2,7
0,2 0,25 12 50,0 2,0 3,7 6,7 4,3
0,2 0,5 16 34,3 1,7 3,7 6,0 2,7
0,2 1,0 21 28,7 1,3 3,0 5,7 2,3
CV (%) 2,1 0,8 3,0
LSD 0,9 0,20 0,17

Ghi chii: Moéi trudng nén MS (MS + 5 g/L agar + 30 g/L sucrose, pH 5,8).

Cong thtic két hgp b sung 0,2 mg/L Kinetine va
0,25 mg/L IBA vao mdi trudng nén MS nudi ciy tao
cay hoan chinh t6t hon cac cong thtic con lai véi cac

chi s6 nhu: Thoi gian xuét hién ré sém (13 ngay), ty 1é
raré cao (45,7%), sO ré cao (2,3 ré), chiéu dai ré dat 3,8
cm, chiéu cao cay dat 7 cm va s la dat 4 1a (Bang 6).

Bang 6. Anh huéng ctia Kinetine va IBA dén kha ning tao ré cay sin in vitro

Nong d6 Kinetine | Nong do IBA Thoi gian Tylé raré S5 ré Chiéu dai | Cao cay 614
(mg/L) (mg/L) xuit hién ré (ngay) (%) ré (cm) (cm)
0 0 43 10,7 1,0 0,8 5,0 2,3
0,2 0,25 13 45,7 2,3 3,8 7,0 4,0
0,2 0,5 16 35,0 2,0 3,3 6,7 3,0
0,2 1,0 21 29,3 1,7 3,2 6,3 2,7
CV (%) 3,2 1,0 3,2
LSD, . 1,1 04 | 022

Ghi chii: Moéi trudng nén MS (MS + 5 g/L agar + 30 g/L sucrose, pH 5,8).

Khi b6 sung 0,2 mg/L BAP + 0,25 mg/L IBA hodc
0,2 mg/L Kinetine + 0,25 mg/L IBA thi ty 1¢ choi hinh
thanh ré méi dat cao nhét 1a 50%. Tuy nhién, ré c6 dic
diém 13 ngan, map, san sui va it ré phu (Hinh 5a).

Mo sin thudng cé nhya, giy anh hudng dén chét
lugng phoi soma va phéan chia t€ bao, tao chéi. Theo
mot s6 nghién ctiu thi than hoat tinh ¢6 tac dung cai
thién sy tang trudng ctia t€ bao cling nhu hdp phu cac
chét tc ché sy tang trudng t€ bao thyc vét, lam giam
qua trinh oxy hoa ctia phenol hay sy tich tu cac chat
gy hoa nau, thay doi pH trung binh dén muic t6i uu,
tao moi trudng toi lam gidm hoat dong ctia enzyme
lién quan dén qud trinh oxy hoa ctia phenol giy nén
hién tugng héa nau. Tac dong cta than nhu mot chét
diéu hoa tang trudng con chua ré rang nhung mot s6

dan chiing cong nhan kha ning giai phong dan mét s6
san phdm hép phu (chat dinh dudng, cac chat diéu hoa
tang trudng thuc vat), tu ban than than hoat tinh cting
giai phong mot s6 chét ty nhién c6 thé thic déy sy tang
trudng (Thomas, 2008). Do do6 than hoat tinh (THT)
dugc b6 sung vao moi truong véi nong do 0,4 g/L cung
v6i NAA nong do 0,25 - 1,0 mg/L. Ké qua cho thay,
thoi gian ré xudt hién sém tii 8 dén 19 ngay, ty 1é ra ré
dao dong 65 - 100%, s6 ré dao dong 2,0 - 3, ré chinh
phat trién dai, khoe, nhiéu ré nhanh, chiéu cao ciy va
s0 14 cling vugt troi hon cac cong thiic thi nghiém BAP
+ IBA hodc Kinetine + IBA. Cong thtic b6 sung 0,25
mg/L NAA va 0,4 g/L than hoat tinh vao mdi truong
nén MS tao cay hoan chinh thi thoi gian xudt hién ré rat
sém (8 ngay), ty 1é ra ré dat 100%, bo ré cay con khoe
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manbh, ré dai (5,7 cm) va c6 nhiéu ré phu. Cay phat trién
tot dat chiéu cao trung binh 8,3 cm va c6 trung binh 4,7
14 (Bang 7). Tit ca cdy ra ré cd kha nang tai sinh tot va

6 thé ra bau uom. Két qua nay phtt hgp véi nghién ciu
ctia Nguyén Thi Minh Hong va cong su (2018).

Bang 7. Anh hudng ctia NAA va than hoat tinh dén kha ning tao ré cay sn in vitro

Nong do NAA Nong d6 THT Thoi gian Tylé raré S& 13 Chiéu dai| Cao cay S5 14
(mg/L) (g/L) xudt hién ré (ngay) (%) ré (cm) (cm)

0 0,4 14 77,7 2,0 3,7 7,0 3,7

0,25 0,4 8 100,0 3,0 5,7 8,3 4,7

0,5 0,4 16 80,7 2,7 4,3 7,3 4,3

1,0 0,4 19 65,0 2,3 33 6,7 4,0

CV (%) 1,18 2,1 2,8

LSD,, 0,23 0,21 0,19

Ghi chii: Mo6i truong nén MS (MS + 5 g/L agar + 30 g/L sucrose, pH 5,8).

a) :.‘

Hinh 5. Choi dugc nuoi cdy trén moi trudng tao ré
Ghi chii: a) Cay san c6 b ré hoan chinh phdt trién ti méi trudng nén MS + 0,2 mg/L BAP + 0,25 mg/L IBA.
b) Cay san hoan chinh phdt trién ti moéi truong nén MS + 0,25 mg/L NAA + 0,4 ¢/L THT.

3.5. Nghién ctiu gia thé thich hgp cho cay san in
vitro trong vuon uom

Cay in vitro khi chuyén tu trang théi di dudng sang
trang thai tu dudng phai chiu nhiéu yéu t6 tac dong cuia
ngoai canh nhu anh sang, nhiét do va dd dm khong khi
sé anh hudng khong nhd dén sy sinh trudng va phat
trién ctia cay. Do do, budc dém trude khi chuyén cay ra
ngoai san xudt 1a vo cling quan trong va cin thiét. Trong

nghién ctiu nay, ciy con hoan chinh dat tiéu chuén (b
ré khoe, 4 - 614, cao 8 cm - 9 cm) tui cong thiic nén MS
+0,25 mg/L NAA + 4 g/L THT dugc trong ra gia thé,
chdm soc va theo déi trong 2 tudn (Bang 8, Hinh 6). Cay
con in vitro trong vuon uom c6 ty 1é song dao dong tu
85,7 - 100%, cay sinh trudng va phat trién tét. Trong
bon cong thiic gia thé, gia thé 60% dit phu sa + 40%
trdu hun la thich hgp nhat: cay con c6 ty 1é song 100%,
s0 14 dat 7,3 va chiéu cao céy dat 10,2 cm.

Bang 8. Anh hudng cac loai gi4 thé dén su phét trién ciy sin in vitro

Cong thiic gia thé Ty 1é song (%) So1a Chiéu cao cy (cm)
60% Dat phu sa + 40% trdu hun 100,0 7,3 10,2
50% dét phu sa + 50% xo diia 97,7 7,3 8,7
50% dét phu sa + 25% cat + 25 % xo dua 90,3 6,7 8,3
50% dét phu sa + 25% cat + 25 % trdu hun 85,7 6,3 7,7
CV (%) 3,3 41
LSD, . 0,28

Hinh 6. Gia thé ra ciy va trong thtt nghiém: a) Cay con san in vitro hoan chinh dugc uom trén gia thé;
b) Cay san in vitro trong tht nghiém trong nha ludi sau 2 thang
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IV. KET LUAN

Nghién ctiu da xdc dinh dugc quy trinh nhan
nhanh in vitro cay san ru¢t vang Phu Tho: Khti trung
mau bang NaOCl 3% trong 15 phut, ldp lai hai lan.
Moi truong phat sinh mo seo t6t nhat 1a MS nén c6 bé
sung 10 mg/L 2,4-D. Méi truong tao choi tot nhat la
MS nén c6 bs sung 0,2 mg/L BAP. Méi trudng tai sinh
cay hoan chinh la MS nén ¢6 b sung 0,25 mg/L NAA
va 0,4 g/L than hoat tinh. Gia thé thich hgp cho cay
san in vitro 1a 60% dat phu sa + 40% trdu hun. Trén
moi trudng gia thé nay, ciy con ¢ ty 1é séng 100%, s6
la trung binh 7,3 14 va chiéu cao cay dat 10,2 cm sau
hai tuan uom cay. Hé s6 nhan choi tit moét choi ban
dau, sau 12 thang c6 thé nhan dugc 76.527.504 ciy.
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Study on in vitro propagation of Phu Tho yellow flesh cassava

Le Thi Thanh, Pham Thi Hiep, Tong Thi Huyen, Le Thi Thu Trang,
Nguyen Phuong Nga, Tang Thi Diep, Vu Thi Phuong, Do Thi Thanh Thanh, Nguyen Thi Nga,
Hoang Minh Chinh, Pham Thi Thu Ha, Nguyen Thi Thu Phuong, Pham Thien Thanh

Abstract

In this study, somatic embryo formation and regeneration of Phu Tho yellow-flesh cassava plants were investigated
using in vitro shoot tips and young leaf fragments. The results showed that sterilizing the samples with 3% NaOCl for
15 minutes (repeated twice), resulted in a high rate of clean samples (77.8%) and a low sample mortality (24.3%). The
optimal callus induction medium was MS supplemented with 10 mg/L 2,4-D which showed callus formation rate of
79.4% for leaf fragments and 81.8% for shoot tips. For bud production, the best medium was MS supplemented with
0.2 mg/L BAP, which resulted in a seedling formation rate of 49% from leaf fragment somatic cells and 51.7% from
apical bud somatic cells. After three weeks of culture, the shoots reached a length of 4 - 5 cm. For rapid multiplication,
each shoot was cut into nodal segments and cultured onto a plant regeneration medium. From a single initial shoot,
the multiplication process yielded an impressive 76,527,504 in vitro plants after 12 months. The complete plant
regeneration medium consisting of MS supplemented with 0.25 mg/L NAA and 0.4 g/L activated charcoal achieved a
100% rooting rate. In vitro cassava plants adapted well to the substrate mixture of 60% alluvial soil and 40% rice husk.
Under this condition, the plantlets exhibited a 100% survival rate with an average of 7.3 leaves and height of 10.2 cm
after two weeks of cultivation. The in vitro multiplication process had a high multiplication coefficient, the plantlets
grew well, and could be applied in large scale production of Phu Tho yellow cassava.

Keywords: Cassava (Manihot esculenta Crantz), Phu Tho yellow flesh cassava, in vitro propagation
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D6 Xuan Dat", Lai Tién Ding!, Pham Thi Thu Trang', Pd Minh Dtc!, Khuc Duy Ha!,
béng Thanh Thuy', Pham Van Duyén', Hoang Trudng Sinh?, Bui Thi Phong Lan?

TOM TAT

Két qua diéu tra thuc trang canh tdc mit tai tinh Lim Déng va Pak Lak ndm 2023 cho théy, hién nay c6 07 giéng
mit, trong d6 giong mit Thai siéu sém dugc trong pho bién chiém 58 - 70% s6 ho, chii yéu dugc trong xen canh (vion
tap) chiém 69,2 - 76,7% va it dugc dau tu cham soc. Dién tich trong chuyén canh chiém 23,3 - 30,8% va dugc dau tu
chdm s6c¢ nhu lam ¢o, bén phan, tudi nudc, cit tia, xt ly ra hoa dau qua va trai vu. Trén cay mit c6 cac loai sdu bénh
hai chinh nhu sau duc qua (Glyphodes sp.), ruoi duc qua (B. dorsalis), rép sap (Pseudococcus sp.) bénh thoi den qua
(L. theobromae), bénh x0 den (Pantoea sp.), bénh théi than xi ma (Phytophthora spp.), bénh vang 14 thoi ré (Phytophthora sp.,
Fusarium sp. va Meloidogyne sp.),... Sti dung thu6c héa hoc chiém 75 - 100% s6 ho, bién phap sinh hoc 4,2 - 16,7% va
c6 4,2 - 14,2% s6 ho két hop ca hai bién phap sinh hoc va héa hoc d€ phong chong sau bénh hai chinh trén cay mit.

Tu khéa: Cay mit, hién trang canh téc, Pdk Lak, Lim Dong

1. DAT VAN BE mo tap trung. Tinh dén ndm 2022, dién tich trong
mit ctia Tay Nguyén khoang 7.900 ha, dién tich cho
san phdm la 3.383 ha, san lugng dat 65.946 tdn/nam.
Trong d6, Bak Lak la tinh trong nhiéu nhét (2.446,6 ha),
sau la Lam Pong (1.613,8 ha) (Cuc Trong trot, 2022).

Tay Nguyén dugc danh gid 1a mot ving c6 nhiéu
diéu kién thuén lgi, tiém nang dat dai, kinh nghiém
canh tac va lgi thé san c6 d€ phat trién cay mit & quy

! Trung tdm D4u tranh sinh hoc, Vién Béo vé Thuc vat; ? Vién Khoa hoc Ky thuat Nong Ladm nghiép Tay Nguyén
* Tac gia lién hé, email: doxuandatct@yahoo.com
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