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TOM TAT: Nghién ctru nay dugc thuc hién nham khao sat qué trinh tao md s¢o va anh hudng cua chét
diéu hoa sinh truong, pH méi truong, ndng do dudng va thé tich méi truong dén viée nudi cly té bao don
cay Kiwi in vitro. Két qua nghién ctru cho thay, cac mau 14 ciy Kiwi in vitro ¢6 kich thuée 1x1 cm cho
khéi lugng twoi va khéi lugng khé mé seo tot nhat khi nudi ciy trén méi truong MS ¢b bd sung 0,8 mg/l
2,4-D, mau 14 dat ip cho khéi luong tuoi (0,99 g/binh) va khéi luong kho (0,067 g/binh) m6 seo tao thanh
nhiéu hon so v0i mau la dat ngira twong Gmg 1a 0,82 g/binh va 0,055 g/binh. S6 té bao don thu duogc cao
nhat 13 342 té bao/ul sau 16 ngay nudi cdy; 0,8 g mo seo trong 20 ml moi truong MS long co bd sung 0,6
mg/l 2,4-D; 60 g/1 sucrose va pH mai truong 14 6,1. Nghién ctru nay sé& 1a tién d& cho cac nghién ctru vé té

bao don kiwi sau nay.

Tir khéa: Actinidia deliciosa, huyén phu té bao, kiwi, mo seo, té bao don, 2.4-D.

MO PAU

Nubi cdy té bao don hay huyén phu té bao la
phuong phap nuéi cdy thuong dugc sir dung o
nhiéu loai thuc vat nhdm thu nhan cac hop chét
thir cAp noi chung va alkaloid noi riéng [1]. Bén
canh d0, viéc nuoi céy té bao don con duoc st
dung véi nhiéu muc dich khac nhau boi nhiing
thuan loi nhu: didu kién nuéi cdy c6 thé duoc
kiém soét, tir d6 c6 thé tdi wu cho viéc san xuat
cac san phdm trao doi chét thir cip; t& bao co
thé duoc chon loc va cai thién béng cach nhan
dong, gay dot bién hodc biét hoa béng phuong
phap hda hoc hodc sinh hoc; co thé dé dang
nghién ctru chuyén héa cac chat trong té bao va
co ché ciia san pham trao ddi chat thir cap. Hién
nay, di c6 nhiéu coéng bd nghién ciru vé nudi
céy té bao don & nhiéu loai thuc vat khac nhau.
Teng (1997) [8] da tai sinh thanh cong cdy Lan
0 rong (Platycerium bifurcatum) tir huyén phu
té bao l4. Nistri & Somporn (2009) [5] da tai
sinh thanh cong cay Vetiveria zizanioides L. tt
huyén phu té bao thong qua mé seo tir nudi ciy
phat hoa.

Kiwi (Actinidia deliciosa) 1a loai qua co
nhiéu chit dinh dudng, gidu vitamin A, vitamin
E, vitamin C, chit xo, kali, déng, magi€, mangan
va axit béo omega-3, phytonutrient; mang lai
nhiéu loi ich cho strc khoe nhu chdng cac ching
bénh béo phi, ung thu, bénh tim, ngan ngira bénh

tiéu duong va cai thién bénh hen xuyén & tré em.
Hién nay, kiwi dwoc trong rong rdi va tré thanh
mot loai cdy thuong mai hoa trén thé gioi. Tai
Viét Nam, nhiing vung ¢6 khi hau 6n hoa nhu Pa
Lat, Sa Pa c6 thé thich hop dé trong loai cy nay.
Tuy nhién, ¢ Viét Nam loai cdy c6 gia tri nay
chua duoc tréng phd bién ma chu yéu duoc nhap
khiu nén gia ban trén thi truong rat cao, ciing vi
vay, ¢ Viét Nam con it nguoi biét dén loai qua
ndy. V&i mong mudn kiwi tré nén phd bién ¢
Viét Nam ciing nhu giam gid thanh, ching toi
tién hanh nhan gibéng cay Kiwi béng phuong
phap vo tinh nham tao ra sO luong 16n giong cay
niy phuc vu cho viéc trong thir & Viét Nam. Tuy
nhién, cac nghien ctru hién nay moi chi dirng lai
0 nhan glong cay Kiwi tir nudi cdy dinh sinh
trudng, nudi cdy chdi bén cua than non hay cac 14
non, gieo tr hat... ma chua cé nghién ctiru nao
thyc hién trong viéc nhan gidng ciy Kiwi tir nudi
cdy té bao don, mot phuwong phap nhan giéng cho
hé sb nhén cao.

Trong nghién ctru nay, ching toi t1en hanh
khao sat anh huong cia mét so yéu té 1én kha
nang tao mo s¢o tu mau la va qua trinh nudi cay
té bao don cay Kiwi in vitro nhim tim ra mot s6
diéu kién thich hop cho quéa trinh nuéi cdy té
bao don ciing nhu tao tién d& cho cic nghién
ctru tiép theo trén ddi twong nay.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
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Vit liéu

Ngudén miu ban diu 1a cac cay Kiwi
(Actinidia deliciosa) in vitro 8 tudn tudi co tai
phong Sinh hoc Phan tir va Chon tao giong cay
trong, Vién Sinh hoc Tay Nguyén.
MBOi trueong nudi ciy

Méi truong nudi cdy duoc sir dung trong
nghién ciru ndy la moéi truong MS [4] ¢6 bo
sung 30 g/l sucrose (ngoai trur thi nghiém khao
sat anh hudng cua sucrose tré vé sau), 8 g/l agar
(hoac khong bd sung agar dbi voi méi truong
nudi cdy léng lic) va cac chit diéu hoa sinh
truong thuc vat (tiy vao muc dich thi nghiém).

Tét ca mdi truong nudi cay duoc didu chinh
pH vé khoang 5,7-5,8 (trr thi nghiém khao sat
anh hudng cua pH tr¢ vé sau) trude khi hép khir
trung & nhiét do 121°C, 4p suit 1 atm trong 30
phut.

Diéu kién nudi ciy

Tat ca cac mau thi nghiém duoc nudi ciy
trong diéu kién voi: thoi gian chiéu sang 1a 16
gio/ngay; nhiét d6 1a 25 + 2°C; cuong d6 chiéu
sang 2.500-3.000 lux va d6 4m trung binh 13 75-
80%.

Phwong phap thi nghiém
H¢ théng nuéi cdy léng lic

Dung dich huyén phu té bao dugc nudi
trong cdc binh 250 ml va dat trén hé thong may
lac (Orbital Shaker SO1, Hoa Ky) véi toc d6 lac
100 vong/phat.
Xdc dinh mdt d@p té bao
. Pha loang dung dich huyén phu té bao 2
lan hogc 5 lan tuy theo ting giai doan phat trién
cua t& bao. Sau do, hut 5 hoac 10 pul dung dich
huyén phu t€ bao da pha lodng bang pipette roi
nho 1én lam kinh. Tiép theo, dat lamelle 1én giot
huyén phu té bao. Cudi cung, quan sat t& bao
dudi kinh hién vi va dém mat d¢ t€ bao ¢ vat
kinh x10.
Xdc dinh khéi lwgng twoi sinh khoi té bao

Pau tién, cén éng ceppendorf; sau do hut 1
ml dich huyén phu t¢ bao cho vao moi Ong
eppendorf, Sinh khoi huyén phu té bao dugce ly
tdm v6i toc do 6.000 vong/phuit trong 20 phut
bang may ly tdim (Hermle Z233 MK-2, Duc).
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Nhe nhang huat bo dich ndi, giit lai phan ling da
dugc ly tim va dem di can 6ng eppendorf co
chira sinh khéi té bao ling & day 6ng (hinh 6D,
E, F, G). Khéi luong tuoi sinh khéi 1a d6 chénh
léch khéi lwong gitra hai lan can.
Xdc dinh khéi lwong kho sinh khoi té bao

Ong eppendorf c6 chira dich huyén phu té
bao sau khi dd ly tim va hat dich ndi & trén
dugc dem di can, sau d6 sdy trong ti sdy
(Sanyo, Nhét Ban) ¢ nhiét d6 45°C cho dén khi
kh01 luong eppendorf khong d6i va dem di can
bng eppendorf. Khdi lugng kho sinh khéi 1a d6
chénh Iéch kh01 luong gitra éng eppendorf luc
dau va sau khi sdy.

B tri thi nghiém
Khao sat anh hu’(j’ng cua 2,4-D lén su hinh
thanh mo seo tir mdu la cday Kiwi in vitro
Cac mau 14 cay Kiwi in vitro dugc cit voi
kich thudc 1x1 cm, sau do6 cay vao moi truong
MS ¢6 bo sung 30 g/l sucrose, 8 g/l agar va 2,4-
D véi cac nong do khac nhau (0; 0,2; 0,4; 0,6;
0,8 va 1,0 mg/l).
Khao sat anh hwong cua cach dat mau ld lén
kha nang tao mé seo tir mau la cdy Kiwi in vitro
Céac mau la cay Kiwi in vitro duge cit voi
kich thudc 1x1 cm, sau do dat ap (mat gan la
hudng 1én trén) hoac dat nglra (mat gan 14 tiép
xuc v6i bé mit méi trudng) trén moi tmong MS
6 bd sung 30 g/l sucrose, 8 g/l agar voi nong
d6 2,4-D t6t nhat ¢ thi nghiém trén.

Khao sat anh huong cua 2,4-D lén kha nang
sinh truong va phat trlen ciia té bao mé seo
trong qud trinh nudi cdy léng lic

Ciy 0,8 g md seo vao méi truong MS 16ng
c6 bo sung 30 g/l sucrose va 2,4-D & cac nong
d6 khac nhau (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 va 1,0 mg/1).
Khao sat anh huong cia pH dén kha nang sinh
truong va phat trzen ciia té bao mé seo trong
qud trinh nudi cdy long lic

Qéy 0,8 g m6 seo vao mdi truong MS long
¢6 bo sung 30 g/l sucrose, nong do 2,4-D t6t nhat
¢ thi nghiém trén va pH moéi truong duge diéu
chinh vé 4,9; 5,2; 5,5; 5,8; 6,1; 6,4 hoac 6,7.
Khdo sdt anh huéng cia nong do sucrose dén
kha nang sinh trudng va phat trién cua té bdo
mo seo trong qud trinh nudi cdy long lac
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Qéy 0,8 g m6 seo vao moi truong MS 1ong
c6 bo sung nong d6 2,4-D tot nhat, pH thich hgp
thu dugc ¢ thi nghiém trén va duong sucrose &
cac nong do khac nhau (20, 30, 40, 50, 60, 70
va 80 g/l).

Khdo sdt dnh huong cia thé tich moi truong
dén kha néng sinh trucng va phat trién cia té
bao mé seo trong qud trinh nudi cdy long ldc

Qéy 0,8 g m6 seo vao moi truong MS 16ng
¢6 bo sung 2,4-D, sucrose, pH tot nhat thu dugc
O thi nghiém trén voi cac thé tich mdi truong
nudi cdy khac nhau (10, 20, 30 va 40 ml). Binh
nuoi cay dugc stir dung c6 thé tich 250 ml.

Xdc dinh dwong cong sinh trieong ciia té bao

Mb seo duge cdy vao mdi truong MS 1ong
c6 bo sung 2,4-D, sucrose, pH va thé tich moi
truong thich hop nhat & cac thi nghiém trén.

KET QUA VA THAO LUAN

Anh hwéng ciia 2,4-D I1én sy hinh thanh mé
seo tir mau la cay Kiwi in vitro

Céc chit didu hoa sinh truéng thuc vat 1a

thanh phan quan trong ctiia moi trudong nudi cly.
Trong s6 cac auxin, 2,4-D sir dung rat co hiéu
qua trong viéc tao md s¢o & nhiéu loai thuc vat.

Két qua thu dugc cho thiy, ty 16 miu hinh
thanh mo seo & tit ca cac thi nghiém c6 bd sung
2,4-D déu dat 100%, con ¢ mdi truong khong
bd sung chat diéu hoa sinh trudng thi khong co
mAau nao phat sinh mo seo (bang 1, hinh 6A).

Sau 2 tudn nudi cdy, cic miu ciy bit diu
cam Ung hinh thanh mé s¢o. M6 s¢o ban dau
phan bé & ving gan chinh, sau d6 13 & gan hai
bén rdi hinh thanh & xung quanh ria 14, ngay vét
cit. Ung v6i mdi ndng do cua 2,4-D khac nhau
thi kha nang tao moé seo cling khac nhau. Sau 4
tudn nudi cdy, gilta cac cong thuc di co su
chénh Iéch Vé khéi Iugng twoi, khéi luong kho
(bang 1). O ndng d6 0,8 mg/1 2,4-D cho cac chi
tiéu vé khdi lwong tuoi, khéi lwong khé 1a 16n
nhit (khdi luong twoi dat 0,99 g/miu; khdi
luong kho dat 0,067 g/miu). Khéi lugng tuoi va
khéi lugng kho ctia md seo & cac nong do con
lai (0,2; 0,4; 0,6 va 1,0 mg/l 2,4-D) khong c6 su
khac biét nhau 1o rang (bang 1).

Bdng 1. Anh huéng ctia 2,4-D 1én kha ning tao mo seo tir mau 14 ciy Kiwi nudi cdy in vitro sau 4 tuin

nudi cay
Nong do Tylémau | Khbilwong | Khdilugng e A
2,4-D (mg/l) | taoseo (%) | tuoi(g/binh) | kho (g/binh) Hinh thdi m6 sco
0 0 0,21c 0,019¢ M6 seo khong hinh thanh
0,2 100a” 0,58b 0,049b M0o s¢o mau trang duc, cliing
0,4 100a 0,67b 0,054b M0o s¢o mau trang duc, cliing
0,6 100a 0,80b 0,055b MO0 s¢o mau trang xanh, hoi mém
0.8 100a 0,99 0,067a Mb s¢o mau xanh trong, x0p,
mong nudc
1,0 100a 0,53b 0,049b MO0 s¢o mau trang, cing

*Céc mau ty khac nhau (a,b,¢) biéu thi su khac biét co y nghia véi P = 0,05 béng phép thtr Duncan.

Ngoai ra, hinh thai ciia cac mo seo dugc tao
thanh & cac ndng do cling c6 su khac biét kha rd
rét (hinh 6A). M6 seo hinh thanh & nong d6 0,2;
0,4 va 1,0 mg/l 2,4-D c6 mau tréng duc, cing.
Mb seo hinh thanh & ndng d6 0,6 mg/1 2,4-D thi
¢6 mau xanh nhat, trong, mém. Trong khi do,
cac mo seo thu duoc & néng d6 0,8 mg/1 2,4-D
¢6 mau xanh trong, mém, xdp, rat thich hop dé
lam nguyén liéu cho nuéi cy 1ong lc [6] (hinh
6B). Hinh thai nay cia mo sgo con dugc duy tri

t61 khoang 12 ngay nudi ciy tiép theo.

Tir nhitng két qua thu duoc ¢ trén, ta thiy
moi truong MS ¢6 bo sung 0,8 mg/1 2,4-D sau 4
tuan nuoi cay la thich hgp d€ tao md s¢o tir mau
la cay Kiwi in vitro, vi vay ching toi st dung
moi truong nay cho thi nghiém ti€p theo.

Anh hwéng ciia cach dit méu 14 1én kha ning
tao mo seo

Sau 4 tuan nuodi cay, cac mau dat Gp va ngura
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déu cho ty 18 tao mo seo dat 100% (bang 2). Tuy
nhién, cic mau cdy 1a dit Gp cho khéi lwong tuoi
va khoi luong khd cia md seo hinh thanh cao
hon so v&i cac miu cdy dugc dit ngira.

Sau 12 ngdy nudi cy, cac mau 14 bit dau
khoi tao mo seo. Dbi véi miu ciy dat up, cac
md seo dugc tao thanh tir gan chinh cua 14 den
cac gan phu roi dan t6i phan con lai cua vét cat
& 1a. Bdi véi miu cay dat ngura, qua trinh khoi
tao mo s¢o cling glong véi mau la dat up, tuy
nhién, dong thoi voi qua trinh cam tng tao mo
seo la sy uon cong ctia mau la. Hién tuong nay
xdy ra co thé 1a do tinh hiru cyc cua mau cay.
B& mit trén cia 1a gdm nhitng té bao thit 14 co
dang hinh bau duc, xép thing dimg sat nhau véi
chirc ning chinh 14 tong hop cac chét hitu co.
Trong khi d6, bé mit dudi gdm cac té bao thit la
c¢6 dang hinh tron, sip xép 16n xon khong sat

nhau, tao thanh nhidu khoang chira khi véi churc
niang chinh 1a chira va trao d6i khi. Viéc dat up
14 trén bé mdt moi truong tao diéu kién cho su
hép thu va chuyén hoa cac chit dinh dudng & bé
mdt trén va su van chuyén nude thong qua luc
mao dan. Déng thoi bé mat dudi cua 14 duoc
tiép xuc tryc tiép voi khong khi trong binh nudi
céy, tao diéu kién cho qua trinh trao ddi khi va
thiic ddy su van chuyén chat dinh dudng. Khi
dit ngira, 14 s& c6 chiéu huéng phat trién theo
hudng c6 loi nhat cho su hap thu va van chuyen
cac chat dinh dudng bang cach huéng bé mit
trén cua 14 xudng moéi truong, didu nay gy ra
su bé cong ciia mau 1a.

Nhu vy, cac miu cdy 14 non duoc nudi ciy
dat ap trén bé mit moi truong cho Iugng mo se¢o
tao thanh cao hon so vdi cac mau céy duoc dat
nglra bé mit 14.

Bang 2. Anh hudng ciia cach dit mau 14 1én kha ning tao mo seo sau 4 tudn nuoi céy

Céach dat Ty 1é mau hinh | Khdi luong twoi | Khdi lugng kho . o
x N o - N Hinh thai mo s¢o
mau thanh s¢o (%) (g/binh) (g/binh)

Ngura 100 0,82 0,055 Trang, mong nudc
Up 100 0,99 0,067 Trang, mong nudc
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Hinh 1. Anh huéng cua cac ndng do 2,4-D khac nhau 1én mat d§ té bao (N), khédi lugng tuoi (FW) va
khdi luong kho (DW) ctia sinh khdi té bao kiwi trong méi truomg MS 10ng lic sau 21 ngay nudi ciy

Anh huéng cia 2,4-D 1én khi ning sinh
truéng va phat trién cia té bao mo seo trong
qua trinh nudi ciy l16ng lic

Sau 21 ngay nudi cdy, kha ning sinh trudng
cua té bao & cong thirc c6 bd sung 0,6 mg/l 2,4-
D cao hon hdn so voi cic cong thiuc khac
(hinh 1).
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Khi ting nong d6 cua 2,4-D 1én tir 0,2 dén
0,6 mg/l, mat do t& bao, khdi lwong twoi, khdi
lwong khé sinh khéi té bao thu dugc ciing ting
dén va céc té bao ton tai da s & dang cum té bao
(5-10 té bao). Diéu nay c6 thé giai thich 1a do té
bao ting sinh qua nhanh trong khi téc do tach roi
cac té bao do chuyén dong lic ciia méi truong
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khong theo kip su ting sinh cta té bao din dén té
bao két tu thanh timg cum ngay cang nhiéu. Tuy
nhién, khi ndng d6 2,4-D vuot qua 0,6 mg/l, sy
sinh trudng, phat trlen cta té bao lai giam xubng.
Hinh thai ctia cic té bao giita cac cong thuc 1a
giéng nhau. Té bao da sb c6 hinh cau, mot sb it
¢6 hinh bau dyc. Kich thudc cia cac té bao giita
cac cong thirc ciing twong dong nhau. Do do,
nong d6 2,4-D thich hop nhat cho nudi cdy long
lic té bao kiwi 1a 0,6 mg/l.

Anh huéng cia pH 1én kha niing sinh truéng
va phat trién cia té bao méd seo trong qua
trinh nudi cy léng lic

D6 pH anh huong dén sy di chuyén cua cac
ion, su hip thu chét dinh dudng giita mo té bao
thuc vat véi moi truong. Dougall (1980) [2] da
thong qua cac tai liéu lién quan dén sy thay doi
pH in vitro va tac gia cho rang, su thay ddi nay

0,12

0,1

Mat do té bao (t& bao/ul)
3

49 | 5.2
e Mat d6té bao | 30 | 70
——Khdi lugng tuoi| 0,035 0,066 0,069 0,08 | 0,097 | 0,062 0,046

Khéi luong khé | 0,023 10,032 0,037 | 0,05 | 0,054 0,031 0,028

" L0
55 | 58 6,1 6,4 | 6,7
88 98 | 102 | & 68

la do su hép thu amoni va nitrate tor moi truong
nudi cdy. Dougall dd chirng minh ring pH ban
dau ciia moi truong ¢ thé anh huong dén pH
mdi trudng sau khi cdy do anh hudng dén tée do
hép thu nitrate va amoni. Khi té bao thuc vat
hip thu amoni, mét ion H" dugc giai phong lam
cho pH méi trudng giam xubng. Sy thay doi pH
cia mdi truong long va moi trudng ran 1a khac
nhau. Trong nghién ciru cua Skirvin et al.
(1986) [7], mdi truong MS rén va MS 16ng c6
pH & 5,7 thi sau khi hap 1 tuan pH c6 gia tri lan
luot 12 4,6 va 4,4. Sau 6 tuan pH giam xudng la
4,4 dbi véi moi truong rin va 4,1 déi voi moi
truong 16ng. Nhu vay, sau khi hip, gia tri pH
thay d6i nhiéu hon trong méi truong 16ng, moi
truong trd nén axit hon. Vi vay, pH tdi wu cho
mb té bao thuc vat trén moi truong 1ong va ran
khong giéng nhau.
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Hinh 2. Anh huong cua pH 1én mét dg té bao N), khéi luwong twoi (FW) va khéi lugng kho (DW)
cta sinh khdi té bao trong mdi trudong MS 10ng lic sau 21 ngdy nudi cdy

Két qua thu duoc sau 21 ngay nudi cdy cho
thdy, khi ting pH moéi truong tir 4,9 dén 6,1,
mat do té bao, khéi lugng tuoi va khéi luong
kho sinh khdi té bao thu dugc ting dan (hinh 2).
Su thay d6i pH ciing c6 kha ning gdy ra sy xam
nhap tu do cua ion H' vao thanh té bao, tao ra
pH t&i uu cho hoat dong ciia enzyme néi long
thanh té bao [7]. Ton H trong moi trudng s&
xam nhap vao thanh té bao, hoat hoa enzyme
phan hay cac polysacarit lién két gitra cac soi
cellulose 1am cho chung long 1éo va tao diéu
kién cho thanh té bao gidn duéi tac dung cua ap
sudt tham thiu cua khong bao trung tam, kich

thich sy sinh truong cia té bao. Khi pH moi
truong cao hon 6,1, mat do té bao, khoi luong
tuoi va khdi lwong kho cua sinh khdi té bao
giam xubng. Pidu ndy 1a do pH méi trudng qua
thdp hodc qua cao lam giam kha ning hip thu
chit dinh dudng cua té bao tir méi truong, din
t6i té bao tang sinh cham. Nhu vy, pH moi
truong thich hop nhét cho nudi ciy long lic cua
té bao kiwi 1 6,1.

Anh huwéng ciia ndng do duong len kha nang
sinh trudéng va phat trlen cia te bao mo seo
trong qua trinh nudi céy léng lic
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Huyén phu té bao hinh thanh tir mé seo ¢
chira cac té bao don va cum té bao nho riéng 1é
trong mdi trudong 1ong lic. Kha ning sinh tong
hop cua cac té bao don va cum té bao nhd nay
c6 thé kém hon so véi cac té bao trong khdi mo
s¢o, chung cling yéu hon vé mit co hoc, d& chét
hay bi v&, do d6 nhu cau dinh dudng ciia huyén
phu té bao khac so voi nhu cau dinh dudng ciia
md seo trong cung mdt dong. Vi vdy, mét moi
truong giau ngudn nang luong (duong) s& giup
té bao phan chia va ting trudng t6t hon. Pic
biét, trong pha ting trudng tuyén tinh, té bao
thuc vat sé téng hop vach té bao va tinh bot tir
cac ngudn dudng co6 sin trong moi truong.

Két qua thu dugc cho thiy, khi ting ndng do
sucrose tir 20 dén 60 g/l, mat do té bao, khoi
lwong tuoi va khdi luong kho sinh khéi cia té
bao thu dwoc ting dan. Khi ndng d6 duong vuot
qua 60 g/1, mat do té bao, khéi lugng kho, khdi
luong tuoi sinh khéi giam (hinh 3). Sy phan
chia va tach roi cac té bao din ra trong qua
trinh nuéi cay long lic méd seo cdy Kiwi rat cin

o
w

=)
o W
(8] (%)

¢ bao/pl)

0,15

¢ bao (t
‘D

0,05

Mat do t

0
20

mem Vit do té bao | 105

ii'l
30 5

160 220 251 336 60 45
——Khoéi lwgng twoi 0,042/0,067 0,101 0,1470,245(0,074/0,052

ngudn dudng dé tong hop cac vat liéu moi cho
vach té bao va tich liy tinh bot. Tuy nhién,
ndng d6 duong qua cao c6 kha ning lam giam
hay thay ddi cin bang cac chat diéu hoa ting
truong nodi sinh trong cdy. Mic du cac té bao
don va cum té bao nho chua phai 1a co thé hoan
chinh song ciing chiu anh hudng 16n boi ndng
d6 dudng qua cao. Nong do dudng sucrose 60
g/l 1a thich hop nhat cho sy phan chia va ting
truong cua té bao. Néu nong d6 dudng thip hon
s& khong du cung cip ngudn hydratcarbon cho
su phan chia va tong hop vach té bao. Mit khac,
ngoai vai tr6 lam ngudn hydratcarbon, duong
con la mot nhan t6 gdy nén 4p suat thim thiu
[3]. Do @, nong d6 sucrose cao hon 60 g/l gay
nén mot ap suat tham thau bt lgi cho sy tang
truong cua t& bao huyén phu cdy Kiwi, vi thé
lwong té bao huyén phu thu duoc kém hon so
v&i ndng do6 60 g/l.

Nhu vay, ndng do duong sucrose thich
hop nhat cho nuéi cdy long lic té bao la
60 g/l.

400
350

250

N
70 80

(Tw/3) ouy vA 101 101} Yuts Suon] 19y

Khéi lvong khé 0,022 0,043/0,052/0,08610,171/0,041 0,029

Hinh 3. Anh hudng cia cac ndng do duong khac nhau 1én mat do té bao (N), khbi luong tuoi (FW)
va khoi lugng khé (DW) cua sinh khoi t€ bao trong mdi truong MS long lac sau 21 ngay

nuoi cay

Anh hwéng cia thé tich méi truong 1én kha
ning sinh truwéng va phat tri€n cia té bao
mo seo trong qua trinh nudi cay long lac

Sau 21 ngay nudi cdy, su ting trudng cia té
bao trong méi truong long lic dwoc xac dinh
qua hé s6 nhan cua khdi luvong té bao mé seo
dugc thé hién & hinh 4.
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Két qua cho thay, cang tang thé tich mdi
truong nudi cay thi khoi luong tuoi sinh khéi té
bao thu duoc cang ting. Didu ndy c6 thé giai
thich 1a do khi ting thé tich méi truong, mat do
té bao giam dan, moi truong cung cap diy du
hon chit dinh dudng cho su sinh truéng va phat
trién cia té bao, dong thoi khi ting thé tich moi
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truong, san phdm tiét ra tir qua trinh trao ddi
chit cua té bao tich lity trong méi trudng giam,
do d6, su tc ché qua trinh sinh truéng va phat
trién ciia té bao gy ra boi cic cht nay ciing
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=

B Khéi lugng mé seo ban dau (g)

giam dén, tdc do phan chia cua té bao ting 1én,
vi vay, khoi lugng tuoi sinh khoi t€ bao thu
dugc ngay cang tang.
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Hinh 4. Anh huéng cua thé tich méi truong 1én sy sinh trudng va phat trién cia té bao mé seo trong

qua trinh nuoi cay 16ng lac sau 21 ngay nudi cay

Heé s nhan cua sinh khéi té bao dat cao nhat
khi ting thé tich méi trudng nudi cay tir 10 ml
1én 20 ml (2,65 1an & mdi truong co thé tich 10
ml ting 1én 4,78 & moi truong co thé tich 20
ml). Khi ting thé tich moi trudong tir 20 ml 1én
40 ml, khéi lugng tuoi sinh khéi té bao van tiép
tuc ting nhung téc do ting cham hon nhiéu so
voi khi tang thé tich trong khoang tir 10 ml 1én
20 ml (chénh léch vé hé sb nhan giira thé tich 10
ml va thé tich 20 ml 14 2,13; chénh Iéch vé sé
nhan giita thé tich 20 ml va thé tich 30 ml la
0,73; chénh 1éch vé hé sé nhén giita thé tich 30
ml va thé tich 40 ml 1a 0,39) (hinh 4). Mat khéc,
neu cang tang the tich méi truong thi cang tiéu
tén nhidu hon vé chi phi méi truong nudi cdy,
d6ng thoi kha ning bi tap nhiém vi sinh vét ciia
mdi trudng cang cao do trong qua trinh lic, moi
truong d& bi dinh 1én miéng binh. Vi vy, dé tiét
kiém chi phi cho méi truong nudi cdy va giam
kha ning tap nhiém vi sinh vat, nén chon mdi
truong co thé tich 1a 20 ml cho nudi ciy
0,8 g md sco trong binh nudi c6 thé tich 1a
250 ml.

Tém lai, v6i binh nudi cé thé tich 250 ml,
thi thé tich moi trudng tdi wu cho 0,8 g md seo
sinh trudng va phat trién trong méi truong 1ong
lc 14 20 ml.

Xac dinh dwong cong sinh trwdng cia té bao
nudi cy in vitro

Trong thi nghiém nay, mo seo ciy Kiwi
dugc ciy sang moi truong cd bd sung 0,6 mg/l
2,4-D, 60 g/l sucrose, pH méi trudong duoc didu
chinh v& 6,1 va thé tich méi truong trong binh la
20 ml (hinh 6C;). Sau 28 ngay nu6i cay, duong
cong sinh truéng cua té bao duge thé hién &
hinh 5. Trong quéa trinh phat trién trong moi
truong long, té bao don cua thuc vt thuong trai
qua bdn giai doan: thich nghi, tang trudng, can
bang va suy tan. Hinh 5 cho thiy, & 4 ngay nudi
cdy dau tién, té bao dang trong giai doan thich
nghi. Té bao mé seo cay Kiwi khi chuyén tur
mdi trudng ran sang moi trudng 1ong s€ chiu
mot s6 x4o tron nhit dinh, vi vy, can thoi gian
de thich nghi v6i méi truong nhu diéu kién nudi
cdy, 4p suit thdm thiu, chit didu hoa sinh
trudng...
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Mat do té bao (té bélofgl)
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Hinh 5. Su sinh truéng va phat trién cia sinh khdi té bao cay Kiwi trong méi truong MS 10ng sau
cac khoang thoi gian nudi cay khac nhau [N: Mat d6 t€ bao (t€ bao/ul), FW: Khoi lugng tuoi sinh

khéi (g/ml), DW: Khéi lwong khé sinh khdi (g/ml)]

Tir ngdy nudi cdy thir 8 téi ngay nudi cdy thu
16, t& bao budc vao giai doan ting truéng. Dudi
tac dung cua auxin, té bao phéan chia manh, mat
d6 cia t& bao ngdy cang ting, cao nhét la vao
ngay thir 16 (342 t& bao/ul) (hinh 5). Trong 4
ngay tlep ‘theo, té bao budc vao giai doan cén
bang, sb té bao sinh ra va chét di bang nhau. Sau
ngay nudi cdy thtr 20, s lwong té bao bat diu
giam. Didu d6 c6 thé giai thich 1a do chit dinh
dudng trong té bao bit dau can kiét dan, dong
thoi cac chat thai tich iy trong méi trudng ngay
cang nhleu trc ché sy sinh truong va phat trién
cta té bao. Quan sat dudi kinh hién vi ciing cho
thdy cac té bao dang & trong cac giai doan phan
chia khac nhau (hinh 6H, I, J, K).

Huyén phu té bao duoc duy tri biang cach
cdy chuyén vao dau pha 6n dinh, thoi diém nay
strc ting trudng cua huyén phu té bao 13 manh
nhit. Nhu viy, dua vao dudng cong sinh trudng
cta té bao, chung t6i nhan thiy rang thoi diém
cdy chuyén thich hop nhét cua té bao ciy Kiwi
14 vao ngay nudi ciy thir 16.
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Céc té bao don thu duoc trong nudi cdy 1ong
lic dugc rai 1én trén moéi truong thach 1a moi
truong MS khong bd sung cac chat diéu hoa
tang trudong nhdm quan sat sy tai sinh cta té bao
don. Sau 30 ngay va sau 60 ngay nudi cdy, cac
té bao don tiép tuc phat trién va hinh thanh
nhitng khéi mé seo (hinh 6C,, Cs).

KET LUAN

Tir cac két qua thu dwoc & trén cho thay,
mdi truong MS ¢6 bd sung 30 g/l sucrose, 8 g/l
agar va 0,8 mg/l 2,4-D v6i mau la dat up la
thich hop nhét cho sy hinh thanh mé seo tir miu
14 cay Kiwi in vitro. Mbi trudng MS 10ng ¢ bd
sung 0,6 mg/1 2,4-D, 60 g/I sucrose voi pH duoc
diéu chinh vé 6,1 1a m6i trudng tdi wu nhét cho
su sinh trudng va phat trién cia té bao mé seo
trong qua trinh nudi cdy léng lic. Thé tich moi
truong 1ong 20 ml (déi v6i binh nuéi ¢6 thé tich
250 ml) va ctr sau moi 16 ngay thi cdy chuyén
1a t6i wu nhat cho nudi cay 0,8 g md sgo cay
Kiwi dé thu huyén phu té bao.
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Hinh 6. Sy hinh thanh mé seo va nudi cay té bao don cay Kiwi

A. Anh huéng cua 2,4-D (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 va 1,0 mg/1 theo thir tw tir trdi qua phai) 1én kha nang
tao mo seo tir mau 14 cay Kiwi nudi cdy in vitro sau 25 ngay; B. Mo sco tao thanh tir miu 14 cay
Kiwi nudi cdy dit up trén méi truong MS ¢6 bd sung 0,8 mg/l 2,4-D duoc st dung dé nuéi cy té
bao don; C;. Binh nuo6i céy té bao don; C,, Cs. Su phat trién cua té bao don trén méi truong thach
sau 30 ngdy va sau 60 ngdy nudi cdy; D, E, F, G. Sinh khdi tuoi t& bao thu dugc sau khi ly tim tir
dich huyén phu té bao trong méi truong MS 16ng lic bd sung 2,4-D & cac ndng do khac nhau (0,2;
0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mg/l), diéu chinh pH & cac gia tri khac nhau (4,9; 5,2; 5,5; 5,8; 6,1; 6,4; 6.,7), bo
sung dudng ¢ cdc noéng d6 khac nhau (20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 g/), the tich moi tru’O'ng nudi ciy
khac nhau (10; 20; 30; 40 ml/binh); H. Té bao don cay Kiwi; I. Cum 4 té bao; J. Té bao dang phan
chia; K. Té bao vira phan chia xong.
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STUDY THE FORMATION OF CALLUS AND SINGLE CELL OF KIWI
(Actinidia deliciosa)

Duong Tan Nhut, Tran Thi Thu Ha, Trinh Thi Huong, Hoang Van Cuong, Nguyen Phuc Huy
Tay Nguyen Institute of Biology, VAST

SUMMARY

This study was conducted to study the callus induction and the effect of plant growth regulators, pH of
medium, sugar concentration and medium volume on single cell culture of Kiwi in vitro. Results showed that
in vitro Kiwi leaf explant size of 1x1 cm gave the best callus induction on MS medium with 0.8 mg/1 2,4-D.
Leaf explant placed with the abaxial surface down on the medium induced more callus formation than that
placed with the adaxial surface down on the medium (0,99 g fresh weight and 0.067 g dry weight with the
abaxial surface down; 0.82 g fresh weight and 0.055 g dry weight with the adaxial surface down). Number of
single cells were the highest (342 cells/pl) in 250 ml culture vessel with 20 ml liquid MS medium with 0.6
mg/l 2,4-D, 60 g/l sucrose and pH at 6.1. In addition, the most appropriate intervals of callus subculture in
shaking liquid culture is 16 days. This research is a prerequisite for further studies of single cell of Kiwi.

Keywords: Actinidia deliciosa, callus, single cell, suspension cell, 2,4-D.
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