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TÓM TẮT  

 Nuôi cấy mô, tế bào và cơ quan thực vật hiện nay đã trở thành một phương pháp nhân giống 
chuẩn và phổ biến đối với nhiều loại cây trồng như: cây cảnh, cây dược liệu, cây ăn trái và rau 
xanh. Ưu điểm của phương pháp này là tạo ra được một số lượng lớn cây giống đồng nhất về mặt di 
truyền, kiểm soát được các yếu tố gây bệnh cho cây, tạo ra các cây giống sạch bệnh, là công cụ để 
bảo tồn, phát triển nguồn gen và nghiên cứu những đặc tính sinh lý của thực vật. Bên cạnh những 
ưu điểm thì phương pháp này vẫn tồn tại những hạn chế chưa khắc phục được như hình thái, sinh lý 
và cấu trúc giải phẫu bất thường, cây bị thoái hóa, dị dạng, khí khổng mất chức năng... Những bất 
thường này tác động rất lớn lên hệ số nhân giống cũng như sự sinh trưởng và phát triển của thực vật 
ở giai đoạn vườn ươm. Điều kiện nuôi cấy in vitro như hệ thống nuôi cấy kín, thành phần và hàm 
lượng các chất dinh dưỡng, chất điều hòa sinh trưởng thực vật trong môi trường nuôi cấy, ánh sáng, 
nhiệt độ, độ ẩm, tuổi và nguồn gốc mẫu cấy… là những nguyên nhân chủ yếu gây ra những bất 
thường này. Do đó, việc cải tiến và tối ưu hóa hệ thống nuôi cấy đồng thời nâng cao chất lượng cây 
giống vẫn luôn là một trong những mục tiêu chính của vi nhân giống thương mại. Trong bài tổng 
quan này chúng tôi tập trung phân tích một số hiện tượng bất thường hay gặp trong vi nhân giống 
thực vật như thủy tinh thể; hiện tượng vàng và rụng lá; sự nhiễm vi sinh vật; hoại tử chồi đỉnh, rễ và 
mẫu mô nuôi cấy; sự hóa nâu mẫu, môi trường nuôi cấy và một số hạn chế khác. Bên cạnh đó, đề 
xuất các giải pháp hiệu quả để khắc phục những hiện tượng bất thường này. 

Từ khóa: Hóa nâu, hoại tử mẫu cấy, nhiễm vi sinh vật, nuôi cấy in vitro, rụng lá, thủy tinh thể. 

GIỚI THIỆU 

 Thuật ngữ nhân giống vô tính thực vật 
thường đề cập đến các phương pháp sinh sản vô 
tính từ các mô hoặc cơ quan sinh dưỡng để bảo 
tồn các kiểu gen mong muốn hoặc các giống 
thực vật tốt được chọn lựa trong nông nghiệp và 
lâm nghiệp. Theo truyền thống, phương pháp 
này đạt được bằng cách sử dụng các đoạn cắt 
(giâm hom), chiết cành, tách cây, ghép.... Tuy 
nhiên, đối với nhiều loài thực vật, đặc biệt là 
hoa lan và các loài cây thân gỗ thì những 

phương pháp này rất khó thực hiện hoặc mất rất 
nhiều thời gian (Bhojwani, Dantu, 2013). Nhiều 
năm qua, khi diện tích sản xuất được mở rộng, 
nhu cầu về giống cũng tăng theo và phương 
pháp nhân giống cũng không ngừng cải tiến thì 
những phương pháp truyền thống không thể đáp 
ứng kịp nhu cầu về giống, mặt khác còn mang 
nguy cơ làm lây lan bệnh hại và làm thoái hóa 
giống.  

 Vào đầu những năm 1960, khi tính toàn 
năng của tế bào thực vật được thiết lập và một 
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số lượng lớn thực vật đã được tái tạo bắt đầu từ 
những mảnh nhỏ của các mô sinh dưỡng ở điều 
kiện vô trùng thì nuôi cấy mô được đã dự đoán 
là một phương pháp thay thế tiềm năng để nhân 
giống thực vật một cách nhanh chóng. Nhân 
giống vô tính thực vật in vitro hay còn được gọi 
là vi nhân giống đã tạo nên một cuộc cách mạng 
trong khoa học công nghệ và đang được sử 
dụng rộng rãi trên thế giới để nhân giống các 
loại cây cảnh, cây ăn quả và cây rừng (George 
et al., 2008; Yam, Arditti, 2009).  

 Phương pháp vi nhân giống tỏ ra hiệu quả 
trong sản xuất số lượng cây giống sạch bệnh với 
tốc độ nhanh, chất lượng đồng đều và đồng nhất 
về mặt di truyền bởi có những lợi thế  vượt trội 
so với các phương pháp nhân giống vô tính 
thông thường: (a) trong một thời gian và không 
gian tương đối, một số lượng lớn thực vật có thể 
được sản xuất bắt đầu từ một cá thể riêng lẻ, (b) 
điều kiện nuôi cấy vô trùng đảm bảo sạch bệnh, 
(c) tỷ lệ nhân giống in vitro thành công thường 
cao hơn nhiều so với phương pháp nhân giống 
ex vitro vì trong quá trình nuôi cấy có thể điều 
chỉnh nồng độ các chất dinh dưỡng và chất điều 
hòa sinh trưởng, nhiệt độ và ánh sáng một cách 
tối ưu và hiệu quả, (d) có thể áp dụng cho nhiều 
kiểu gen mà ở phương pháp truyền thống trong 
khó hoặc không thể thực hiện, (e) có thể tiến 
hành quanh năm và không phụ thuộc thời tiết 
hay mùa vụ, (f) nếu sử dụng thực vật từ những 
nguồn sạch virus, chúng sẽ được bảo vệ khỏi sự 
tái nhiễm và các cây con vi nhân giống có thể 
được xuất khẩu với ít vấn đề về kiểm dịch, (g) 
thực vật không bị phá hoại bởi vi sinh vật, (h) 
thực vật sản xuất trong ống nghiệm có thể được 
hoạch định tốt hơn bằng cách lưu trữ các nuôi 
cấy ở nhiệt độ thấp trong thời điểm nhu cầu thị 
trường thấp và (i) cây trồng vi nhân giống có 
thể có được những đặc điểm mong muốn mới 
chẳng hạn như thay đổi màu sắc hoa của cây 
cảnh và tăng số lượng ngó (cây con) ở cây dâu 
tây (Bhojwani, Dantu, 2013). 

 Bên cạnh rất nhiều lợi ích mang lại thì 
phương pháp này với những đặc trưng như điều 
kiện nuôi cấy kín, nhiệt độ, độ ẩm cao trong 
bình nuôi cấy, môi trường dinh dưỡng… vẫn 
còn có những hạn chế chưa khắc phục được như 

hiện tượng thủy tinh thể; vàng, rụng lá; sự 
nhiễm môi trường nuôi cấy; hóa nâu mẫu cấy và 
môi trường nuôi cấy; hoại tử mẫu cấy và hiện 
tượng biến dị soma. 

Hiện tượng thủy tinh thể 

 Các chồi vi nhân giống được nuôi cấy dưới 
điều kiện độ ẩm cao và dị dưỡng bên trong các 
bình nuôi cấy kín thường thể hiện các bất 
thường về hình thái, sinh lý và hoạt động trao 
đổi chất. Những bất thường về hình thái giải 
phẫu và sinh lý được miêu tả bằng rất nhiều 
thuật ngữ: hiện tượng thủy tinh thể hóa, sự tích 
lũy nước quá mức, sự mọng nước hay hiện 
tượng trong vắt như thuỷ tinh (Hình 1A, B, C). 
Thuật ngữ “vitrification” là thuật ngữ chính đề 
cập đến một quá trình sinh lý chứ không phải 
một quá trình sinh học, đó là thuật ngữ được 
dùng nhiều nhất để diễn tả sự biến đổi của mẫu 
dẫn đến hiện tượng thủy tinh thể (Kharrazi et 
al., 2011). 

 Những bất thường liên quan đến hiện tượng 
“thủy tinh thể” là sự biệt hóa và hóa gỗ kém của 
mô, các tế bào trong những lá bị thủy tinh thể 
được bao quanh bởi những vách mỏng và chứa 
nguyên sinh chất nghèo dinh dưỡng với không 
bào lớn, hàm lượng lục lạp thấp. Kiểm tra qua 
kính hiển vi phát hiện ra rằng, trong nhiều 
trường hợp những lá bị mọng nước có thể thiếu 
mô giậu hay chỉ chứa một lớp mô giậu mỏng. Ở 
cây táo, những cơ quan bị dị tật đã phát triển 
vượt mức, sự gia tăng thể tích của lá bị khiếm 
khuyết gấp năm lần so với lá bình thường. Ở 
cây hoa cẩm chướng, sự gia tăng không gian nội 
màng đồng nghĩa với việc gia tăng nước trong 
nguyên sinh chất, khi nuôi cấy trong môi trường 
lỏng lục lạp chứa nhiều hạt tinh bột lớn. Đối với 
cây mận, cây hoa cẩm chướng và cây mâm xôi, 
hàm lượng lục lạp trong lá bị thủy tinh thể thấp 
hơn trong lá bình thường (Ziv, 1991). Đối với 
một vài loài cây, sự thủy tinh thể lá kéo theo sự 
khiếm khuyết của mô biểu bì. Sự khiếm khuyết 
trong quá trình hình thành của lớp lông sừng 
trên những lá bị thủy tinh thể đã được nghiên 
cứu cả về số lượng và chất lượng. Lớp lông 
sừng của lá cây bị thủy tinh thể mỏng manh hơn 
so với những lá bình thường. Thủy tinh thể còn 
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làm cho khả năng định hướng của những vi sợi 
cellulose trên vách tế bào bảo vệ lỗ khí giảm đi 
nên khả năng đóng, mở khí khổng của chúng 
kém đi. Những khí khổng dị thường cho thấy có 
những vết thương xung quanh lỗ khí và chúng 
không đáp ứng được với stress nước, abscisic 
acid (ABA) cũng như nồng độ CO2 cao (Gaspar 
et al., 2002). Sự mất nước của chồi là một trong 
những vấn đề nghiêm trọng nhất trong vi nhân 
giống ở quy mô thương mại bởi vì những chồi 
bất thường này thể hiện sự đáp ứng của rễ kém 
và tỷ lệ sống thấp. Những triệu chứng bất 
thường sẽ không giống nhau ở tất cả các loài 
cây và được biểu hiện ở nhiều mức độ của sự 
phát sinh hình thái dị thường, mức độ tích lũy 
nước phụ thuộc vào loài hoặc giống cây trồng, 
tính chất vật lý của môi trường, loại bình nuôi 
cấy, loại và hàm lượng của các tác nhân làm 
đông, nồng độ và loại cytokinin (Gaspar et al., 
1987).  

 Sự sản sinh quá mức ethylene bởi mô thực 
vật, tác động của photon quang hợp, nồng độ 
CO2, độ ẩm cao bên trong bình nuôi cấy (≥ 
95%), nhiệt độ không khí... làm cho cây không 
tăng trưởng hoàn chỉnh được, gây dị dạng cho 
thân và đặc biệt là gây ra hiện tượng thủy tinh 
thể. Ethylene (C2H4) là một hormone thực vật 
duy nhất ở dạng khí, tác động đến sự sinh 
trưởng, sự biệt hóa và sự già hóa của thực vật ở 
nồng độ rất thấp 0,01 µl/L (Chang, 2016). Cùng 
với việc nghiên cứu các chất điều hoà sinh 
trưởng thực vật cổ điển như cytokinin và auxin 
thì tốc độ sản sinh hormone thực vật dạng khí 
như ethylene đã được chứng minh là có ảnh 
hưởng đến sự biệt hóa, sự tăng sinh và sinh 
trưởng của các mẫu tế bào và mô nuôi cấy in 
vitro. Các mô thực vật nuôi cấy in vitro thường 
sinh ra ethylene do các tổn thương của mẫu cấy 
trong quá trình cấy chuyền cùng với rất nhiều 
điều kiện stress khác nhau (Kumar et al., 1998). 
Hàm lượng ethylene thay đổi phụ thuộc vào giai 
đoạn sinh trưởng của mẫu cấy, nồng độ chất 
điều hoà sinh trưởng được sử dụng và kiểu 
giống. Đối với loài cẩm chướng ‘Ceris 
Royallete’ khi được bổ sung 5 x 10-6 M amino 
oxyacetic acid (AOA), một chất ức chế sự tạo 
thành ethylene vào môi trường đã làm giảm số 

lá bị thủy tinh thể, tăng hàm lượng chlorophyll 
và lớp lông sừng của lá khi nuôi cấy trên môi 
trường lỏng. Nuôi cấy thoáng khí bằng cách đục 
một lỗ trong nắp nhựa và bao phủ nó bằng một 
màng micropore (kích thước lỗ màng 0,20 µm) 
cũng giúp giảm sự tích tụ ethylene trong bình 
nuôi cấy và do đó làm giảm hiện tượng thủy 
tinh thể (Bhojwani, Dantu, 2013). 

 Hai thành phần quan trọng của điều kiện 
nuôi cấy có liên hệ trực tiếp đến sự phát sinh 
hình thái bất thường và sự phát triển của cây đó 
là trạng thái hóa học và lý học của môi trường. 
Agar có ảnh hưởng đến thế nước, độ ẩm, nước 
có sẵn và những chất hòa tan có trong môi 
trường; đối với nuôi cấy lỏng, hiện tượng thủy 
tinh thể được ghi nhận ở một vài loài thậm chí 
khi những chồi không bị ngập chìm trong nuôi 
cấy lắc và được tiếp xúc với không khí trong 
bình khi nằm trên một số giá thể (như cầu giấy 
lọc hay giá thể khác). Sự gia tăng hàm lượng 
agar giúp giảm được hiện tượng thủy tinh thể 
nhưng lại cho tỉ lệ nhân giống thấp hơn. Khả 
năng đáp ứng của những mẫu nuôi cấy đối với 
trạng thái agar hay các chất tạo gel khác phụ 
thuộc vào nồng độ chất tạo gel và loài cây được 
nuôi cấy. Đối với cây táo, khi sử dụng giá thể 
gelrite chứa nhiều K+ và Mg2+ đã làm gia tăng 
hiện tượng thủy tinh thể (García-Gonzáles et 
al., 2010). Việc sử dụng chất làm khô để làm 
giảm độ ẩm tương đối của không khí bên trong 
các bình nuôi cấy sẽ giúp gia tăng lớp lông sừng 
ở lá cây cẩm chướng và cây cải bắp; sử dụng lớp 
lanolin phủ trên lớp agar làm giảm độ ẩm tương 
đối trong môi trường nuôi cấy đến 35%. Điều 
này cũng có thể đạt được bằng cách đặt bình nuôi 
cấy trên đĩa lạnh, vì khi sử dụng đĩa lạnh hơi 
nước sẽ ngưng tụ trên môi trường agar, do đó 
giảm được hiện tượng thủy tinh thể (Ziv, 1991). 

 Ngoài trạng thái vật lý của môi trường, 
nhiều thành phần hòa tan cũng có thể ảnh 
hưởng đến sự phát sinh hình thái của cây. 
Sucrose là carbohydrate chính được cung cấp 
trong nuôi cấy in vitro. Đối với cây cẩm 
chướng, chồi đỉnh có số lá bị thủy tinh thể ít 
hơn khi lượng đường là 3%, thành phần sucrose 
nếu được thay thế bởi dung dịch mannitol cùng 
nồng độ thì lại cảm ứng sự mọng nước của lá. 
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Hiện tượng này xuất hiện theo mức độ khác 
nhau tùy từng loài cây và đáp ứng của chúng 
đối với sự gia tăng hàm lượng carbohydrate 
trong môi trường. Đối với cây Philodendron, 
việc bổ sung thêm mannitol làm gia tăng hàm 
lượng chlorophyll trong lá nhưng không cải 
thiện được sự sinh trưởng. Đối với cây hạnh 
nhân và cây ô liu, rất nhiều loại carbohydrate 
được thử nghiệm trong đó 4,5% fructose làm 
giảm đáng kể hiện tượng thủy tinh thể 
(Bahmani et al., 2009). Môi trường giàu khoáng 
như môi trường MS (Murashige, Skoog, 1962) 
cho thấy có khả năng làm gia tăng hiện tượng 
thủy tinh thể ở một số loài cây. Dùng môi 
trường có hàm lượng khoáng thấp hơn hay chỉ 
bằng phân nửa khoáng MS sẽ cải thiện sự phát 
triển của cây cẩm chướng và cây dưa leo; giảm 
hàm lượng NH4

+ trong môi trường làm gia tăng 
sự hóa gỗ và giảm hiện tượng thủy tinh thể ở 
cây liễu, cây mận, cây xương rồng. Gia tăng 
hàm lượng Ca2+ đã được chứng minh giúp giảm 
được hiện tượng thủy tinh thể ở cả loài cây thân 
thảo và cây thân gỗ, tuy nhiên, việc gia tăng 
nồng độ Ca2+ có thể cản trở sự hóa gỗ thông qua 
hoạt động của enzyme peroxidase và sẽ cảm 
ứng hình thành mô sẹo (Mayor et al., 2003). 
Gần đây, các nghiên cứu đã cho thấy việc sử 
dụng nano bạc (AgNPs) cũng giúp hạn chế hiện 
tượng thủy tinh thể trong vi nhân giống một số 
loại cây trồng. AgNPs hạn chế hiện tượng thủy 
tinh thể trong vi nhân giống cây dâu tây (Dương 
Tấn Nhựt et al., 2014), cây hoa cúc (Luong 
Thien Nghia et al., 2017), cây hoa đồng tiền 
(Hà Thị Mỹ Ngân et al., 2019) đã được ghi 
nhận.  

 Quá trình tái sinh chồi in vitro và nhân 
giống đòi hỏi cung cấp chất điều hòa sinh 
trưởng trong môi trường nuôi cấy. Những chất 
điều hòa sinh trưởng thường được dùng là các 
chất thuộc nhóm auxin và cytokinin riêng rẽ hay 
dùng chung với tỉ lệ rất đa dạng phụ thuộc vào 
loài cây và loại mô dùng để nuôi cấy. Nghiên 
cứu trên cây cẩm chướng cho thấy benzyl 
amino purine (BA), kinetin (KIN) đã cảm ứng 
hiện tượng thủy tinh thể khi sử dụng ở nồng độ 
cao do gia tăng sự phân bào và thay đổi các quá 
trình biến dưỡng in vitro, đây là lý do vì sao mà 

nhiều loài cây lại đáp ứng một cách khác nhau 
đối với các hàm lượng khác nhau của cytokinin. 
Mối liên hệ giữa auxin với hiện tượng thủy tinh 
thể ít được nghiên cứu và trong hầu hết các 
trường hợp, ảnh hưởng của chúng đều có mối 
liên hệ với cytokinin, sự mất cân bằng giữa 
auxin và cytokinin cũng có thể cảm ứng hiện 
tượng thủy tinh thể (Kharrazi et al., 2011). 

 Cây nuôi cấy in vitro được cung cấp nguồn 
carbohydrate và vì thế chúng sống theo hình 
thức dị dưỡng. Tuy nhiên, chất lượng ánh sáng, 
thời gian và cường độ chiếu sáng cũng có ảnh 
hưởng đến sự sinh trưởng và phát sinh hình thái 
từ đó có vai trò trong quang hợp. Ánh sáng 
kiểm soát kích thước của lá và thân cũng như 
con đường phát sinh hình thái, vì vậy có ảnh 
hưởng tới việc hình thành các sắc tố và hiện 
tượng thủy tinh thể. Đối với cây phong lữ, cây 
hoa hồng và bạch diệp lá lớn trong điều kiện 
nuôi cấy in vitro sự phát triển hình thái dị 
thường được cho là do cường độ ánh sáng thấp 
trong phòng nuôi cấy. Tăng cường độ chiếu 
sáng và làm giàu CO2 trong phòng nuôi cấy có 
thể cải thiện được hiệu quả quang hợp. Sự sinh 
trưởng của một số loài thực vật được đẩy mạnh 
một cách rõ khi được đặt dưới điều kiện cường 
độ ánh sáng cao cùng với sự làm gia tăng lượng 
CO2 trong không khí bao quanh phòng nuôi cấy. 
Nhiều nghiên cứu về vai trò của cường độ ánh 
sáng cho thấy nó có liên quan đến giai đoạn 
cuối của giai đoạn thích nghi của cây (Da Silva 
et al., 2013)  

 Các bằng chứng nêu trên về những bất 
thường trong cấu trúc của cây bị thủy tinh thể, 
cho thấy nhiều nhân tố và phức hợp trong môi 
trường nuôi cấy cũng như những mối quan hệ 
bên trong của nhiều con đường biến dưỡng đã 
cảm ứng sự dị thường trong cấu trúc và chứng 
năng của lá. Hậu quả là giảm khả năng sống sót 
khi chuyển ra ngoài bầu đất, chúng đòi hỏi phải 
trải qua bước thích nghi kéo dài trong điều kiện 
ex vitro và kể cả việc tạo lá mới thay thế những 
lá cũ. 

Hiện tượng vàng và rụng lá 

 Thực vật vi nhân giống thường xuyên chịu 
ảnh hưởng bởi những stress sinh học và phi sinh 
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học gây tác động xấu đến sự sinh trưởng, phát 
triển, sinh sản và giảm tỷ lệ sống khi chuyển ra 
vườn ươm từ đó làm giảm năng suất cây trồng. 
Bên cạnh hiện tượng thủy tinh thể, vi nhân 
giống một số loài thực vật còn gặp phải hiện 
tượng vàng và rụng lá (Hình 1D). 

 Sự rụng cơ quan là thuật ngữ được sử dụng 
để mô tả quá trình mà các bộ phận của thực vật 
bị tách rời, nó thường xảy ra ở các cơ quan như 
lá, hoa, quả hoặc hạt. Tiến trình này chịu tác 
động cả về thời gian lẫn không gian, ví dụ nếu 
thụ phấn thất bại thì toàn bộ hoa có thể bị rụng 
trong khi thụ phấn đạt hiệu quả sẽ xúc tác sự 
rụng của tơ bao phấn, cánh hoa và đài hoa. 
Những quan sát như vậy cho chúng ta biết rằng 
các dấu hiệu dẫn đến sự rụng một cơ quan nào 
đó phải được phối hợp chặt chẽ với các tín hiệu 
dẫn đến sự xáo trộn tại một số địa điểm trong 
khi kích hoạt quá trình này ở những nơi khác 
(Roberts et al., 2002). Kết quả là sự tách rời của 
các cơ quan thường liên quan đến giai đoạn phát 
triển của cơ quan bị mất. Lá rụng ở các loài 
thực vật rụng lá cũng được liên kết với sự suy 
giảm của quang chu kỳ; tuy nhiên, hiện tượng 
này có thể xảy ra sớm bởi sự tác động của các 
yếu tố môi trường như hạn hán, mặn, thiếu chất 
dinh dưỡng hoặc sự tấn công của mầm bệnh. 
Trong tự nhiên, đặc biệt là trong nông nghiệp và 
khoa học cây trồng quá trình này cũng có vai trò 
hữu ích. Nếu như sự rụng sớm của hoa hoặc trái 
non do những tác động của môi trường có thể 
gây ra hậu quả nghiêm trọng đến năng suất thì 
sự rụng trái cây trưởng thành, thông qua việc áp 
dụng các hóa chất kích thích quá trình rụng như 
ethylene hay ethephone có thể tạo điều kiện cho 
việc thu hoạch sớm (Taylor, Whitelaw, 2001; Li 
et al., 2006). 

 Trong vi nhân giống thực vật, rụng cơ quan 
đặc biệt là rụng lá ở các chồi nuôi cấy thường 
liên quan tới tác động của khí ethylene và auxin. 
Các tế bào chịu tác động dẫn đến khiếm khuyết 
trong sự hóa gỗ, trong điều kiện bất lợi sẽ kích 
thích sự tạo nên các enzyme phân huỷ thành tế 
bào của tầng rời, làm tầng rời nhanh chóng xuất 
hiện. Tầng rời (2 - 3 lớp tế bào nối liền cơ quan 
thực vật với thân chính) gồm một số tế bào nhu 

mô đặc biệt có đặc trưng là tế bào bé hơn, tròn, 
chất nguyên sinh đặc hơn, gian bào bé, không 
hóa suberin và lignin, hệ thống dẫn qua vùng 
này rất mỏng manh. Các cấu trúc trên làm cho 
vùng này yếu hơn các vùng tế bào khác. Khi có 
những điều kiện cảm ứng sự rụng thì tầng rời 
xuất hiện nhanh chóng. Các biến đổi xảy ra 
trong vùng tế bào này cũng rất mạnh đặc biệt là 
sự huy động các enzyme thủy phân như enzyme 
pectinase và cellulase sẽ phân huỷ thành tế bào 
làm các tế bào trở nên rời rạc, không dính nhau 
và lá chỉ còn giữ lại được bằng bó mạch mỏng 
manh và dễ dàng rụng (Phan, Letouze, 1983; 
Ngan et al., 2020). 

 Ethylene là yếu tố quan trọng liên quan đến 
sự rụng lá, mặc dù nó không phải là yếu tố duy 
nhất điều khiển sự rụng cơ quan thực vật trong 
nhiều trường hợp, và trong một số trường hợp 
có thể thậm chí không quan trọng. Tuy nhiên 
trong vi nhân giống với điều kiện nuôi cấy trong 
bình kín, độ ẩm cao cùng với hình thức sinh 
dưỡng dị dưỡng của thực vật nuôi cấy thì sự 
tích tụ khí ethylene lại trở thành một trong 
những yếu tố chính điều khiển sự rụng lá 
(Agustí et al., 2009). Tiến trình rụng lá đã được 
nghiên cứu rộng rãi và nhiều phân tích đã được 
thực hiện bằng cách cho các mô hoặc các mẫu 
cấy tiếp xúc với các chất điều hòa sinh trưởng 
thực vật như ethylene hoặc auxin trong thời 
gian dài từ vài giờ đến vài ngày (González-
Carranza et al., 2002). Thông thường, những 
cây nuôi cấy trong môi trường ở độ ẩm cao rất 
nhạy cảm với tác động của ethylene và trong 
một số nghiên cứu cho thấy auxin nội sinh hoặc 
ngoại sinh từ môi trường nuôi cấy có khả năng 
ức chế sự rụng lá. Ở giai đoạn I sự rụng lá bị ức 
chế bởi các auxin và các tác động của ethylene 
không gây ra hiện tượng rụng. Sau đó, các tế 
bào ở vùng rụng trở nên nhạy cảm hơn với tốc 
độ sản sinh nhanh và nhiều hơn của ethylene và 
lúc này vai trò ức chế của auxin không được thể 
hiện vì dòng auxin từ lá đã bị giảm và cơ chế 
vận chuyển theo cực bị phá bỏ. Thực tế lá non 
là cơ quan sản sinh ethylene nhiều hơn nhưng 
sự rụng lại xảy ra nhiều nhất ở những lá già 
nhất, thấp nhất trên cây vì ethylene được cho là 
đã rút ngắn thời gian của giai đoạn I và ức chế 
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sự chuyển hóa auxin (Tucker et al., 2007)  

 Nồng độ cao của ethylene cũng gây ra hiện 
tượng rụng cánh hoa hồng, nồng độ ethylene 
trong vùng rụng thường tăng ngay trước khi xảy 
ra sự phân tách cơ quan. Sự gia tăng nồng độ 
ethylene được cho là kích hoạt sự tiết ra và sự 
biểu hiện của các gen mã hóa cho các enzyme 
thủy phân thành tế bào, chẳng hạn như 
pectinase và cellulase (MacDonald et al., 2011, 
Ngan et al., 2020). Trong cà chua, khi hoa nở 
được tiếp xúc với ethylene khí quyển thì sự 
rụng cuống hoa xảy ra nhanh hơn so với trong 
môi truờng không có ethylene. Ngược lại, khi 
các mẫu cấy được tiền xử lý bằng amino-
ethoxyvinyl glycine (AVG), một chất ức chế 
sinh tổng hợp ethylene, sự tách rời cơ quan đã 
bị kìm hãm; tương tự như vậy khi tiền xử lý các 
mẫu cấy bằng một chất ức chế hoạt động 
ethylene khác là 1-metyl-cyclopropene (1-
MCP) cũng giúp làm chậm gây chậm tiến trình 
rụng (Meir et al., 2010).  

 Gần đây, công nghệ nano được biết đến như 
một lĩnh vực khoa học mới và những khám phá 
thuộc công nghệ nano có thể mở ra các nghiên 
cứu tiên tiến và được ứng dụng trong nhiều lĩnh 
vực như y học, môi trường, năng lượng, điện tử, 
khoa học đời sống và bao gồm cả khoa học cây 
trồng. Tác động tích cực của các hạt nano kim 
loại lên thực vật đã được chứng minh thông qua 
khả năng gia tăng tỉ lệ nảy mầm, tăng cường 
sinh trưởng và hoạt động sinh lý, hạn chế sự 
rụng các cơ quan sinh sản của thực vật, tăng sản 
lượng và năng xuất cây trồng, tăng cường 
chuyển hóa các hợp chất thứ cấp trên nhiều cây 
trồng quan trọng (Nair et al., 2010). Nano bạc 
(AgNPs) và nano cobalt (CoNPs) là hai nano 
kim loại có vai trò quan trọng trong khắc phục 
hiện tượng thủy tinh thể, vàng và rụng lá cây 
trồng nuôi cấy in vitro thông qua khả năng ức 
chế sự sinh tổng hợp cũng như hoạt động của 
khí ethylene. AgNPs có thể ngăn ngừa hoạt 
động của khí ethylene bằng cách làm đảo lộn 
vùng bám dính ở thụ thể của ethylene thông qua 
việc thay thế Cu2+ bằng Ag+, điều này khiến cho 
thụ thể không thể liên kết với ethylene và ngăn 
ngừa các tín hiệu ức chế của ethylene lên thực 
vật (Kumar et al., 2009). Bổ sung 3 mg/L 

AgNPs vào môi trường nuôi cấy cây hoa hồng 
đã giúp hạn chế sự tích lũy khí ethylene bên 
trong bình nuôi cấy, giảm hoạt độ của các 
enzyme thủy phân và gia tăng chất lượng cây 
con in vitro (Hà Thị Mỹ Ngân et al., 2019).  

 Bên cạnh đó, CoNPs lại đóng vai trò quan 
trọng trong ức chế sự sinh tổng hợp của khí 
ethylene thông qua ức chế enzyme l-
aminocyclo-propane carboxylic acid (enzyme 
ACC) – enzyme quan trọng trong quá trình 
chuyển đổi ACC thành ethylene (Thao et al., 
2015). CoNPs ở nồng độ thích hợp đã được sử 
dụng để thay thế muối CoCl2 trong môi trường 
nhân giống in vitro cây hoa hồng, kết quả ghi 
nhận được cho thấy CoNPs đóng vai trò quan 
trọng trong khắc phục hiện tượng vàng lá, rụng 
lá cũng như ức chế sự hình thành và hoạt động 
của khí ethylene trong vi nhân giống loài cây 
này (Ngan et al., 2020). Từ đó cho thấy việc sử 
dụng các chất ức chế hoạt động cũng như sinh 
tổng hợp ethylene, thay đổi điều kiện môi 
trường nuôi cấy, sử dụng màng thoáng khí… có 
thể điều khiển được hiện tượng rụng lá trong 
nhân giống in vitro. 

 Trong hiện tượng rụng lá, auxin và ethylene 
đã được chỉ ra như là những tác nhân chính điều 
khiển quá trình này và có tác động qua lại với 
nhau, nồng độ auxin ở các vị trí xa và gần với 
vùng rụng lá có liên quan đến thời điểm rụng lá 
và sự phụ thuộc nồng độ này là không tuyệt đối. 
Nồng độ auxin sẽ thấp ở vị trí xa và nồng độ 
cao ở vị trí gần vùng rụng lá, trong khi sự rụng 
sẽ được trì hoãn khi nồng độ auxin cao ở xa 
vùng rụng lá. Do đó, các nhà nghiên cứu đã gợi 
ý rằng một dãy nồng độ auxin xung quanh khu 
vực rụng lá có khả năng điều chỉnh và cảm ứng 
sự rụng. Như vậy, việc giảm nồng độ auxin ở 
phía xa, sự tăng cường sinh tổng hợp ethylene 
và sự nhạy cảm của mẫu cấy với ethylene đã 
gây ra hoạt động của các enzyme thủy phân làm 
suy yếu thành tế bào và tăng cường sự rụng và 
già hóa của lá. Trong các auxin thì acid 
indoleacetic (IAA) nội sinh đã được chứng 
minh làm trì hoãn quá trình phân tách cơ quan ở 
cây cà chua, tuy nhiên, auxin ngoại sinh lại 
không ảnh hưởng đến hình thái của hiện tượng 
này. Các kết quả cho thấy ngoài IAA thì NAA 
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và IBA cũng có thể làm hạn chế sự rụng tuy 
nhiên tác dụng rất yếu và auxin có thể trì hoãn 
sự phân tách tế bào bằng cách ức chế sự biểu 
hiện của các enzyme phân hủy tế bào nhất định 
nhưng nó không ảnh hưởng đến sự biệt hóa 
cũng như hình thái giải phẫu của vùng rụng 
(Tucker et al., 2002). Các nhà nghiên cứu cho 
rằng giảm lượng auxin ở vùng rụng lá làm gia 
tăng tín hiệu ethylene và ngược lại khi nồng độ 
auxin ở vùng này cao, sự phân tách tế bào bị ức 

chế, do đó, auxin tự do trong tầng rời điều chỉnh 
độ nhạy với ethylene và khi có bất kỳ yếu tố 
nào điều tiết quá trình sinh tổng hợp auxin, hoặc 
sự vận chuyển auxin trong tầng rời cũng có thể 
ảnh hưởng đến độ nhạy của các tế bào này với 
ethylene. Vì vậy, nghiên cứu về vai trò của 
ethylene và IAA là cần thiết để xác định 
chínhxác cách thức chúng hoạt động để điều 
chỉnh thời gian rụng cơ quan (Taylor, Whitelaw, 
2001; González-Carranza et al., 2012). 

 

 

Hình 1. Một số hiện tượng bất thường trong nhân giống in vitro thực vật. Thủy tinh thể chồi cây cẩm chướng (A), 
chồi hoa hồng (B) và chồi đồng tiền (C). Hiện tượng vàng lá và rụng lá ở chồi hoa hồng nuôi cấy in vitro (D)
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 Nếu cả ethylene lẫn IAA đều không phải là 
yếu tố quyết định cho việc phân tách của tế bào, 
thì những tác nhân khác như acid abscisic 
(ABA) ban đầu được cho là một chất điều hòa 
sinh trưởng quan trọng, tuy nhiên, trong những 
năm gần đây vai trò của nó đã được thay đổi trở 
thành là một trong những tác nhân cảm ứng sự 
lão hóa của mô và sự sản xuất ethylene một 
cách nhanh chóng thậm chí ở những mô ở xa và 
có thể liên quan trực tiếp hơn với sự tách rời cơ 
quan thực vật; một số nghiên cứu khác cũng cho 
thấy methyl jasmonate cũng có chức năng điều 
chỉnh thời gian rụng (Patterson, 2001). 

Hiện tượng nhiễm vi sinh trong vi nhân 
giống thực vật 

 Sự nhiễm vi sinh vật trong bình nuôi cấy là 
một vấn đề nghiêm trọng đối với bất kỳ phòng 
thí nghiệm nào, đặc biệt đối với phòng thí 
nghiệm thương mại vì nó có thể gây ra thiệt hại 
về kinh tế to lớn không chỉ do mất trực tiếp môi 
trường nuôi cấy mà còn làm chậm tiến độ sản 
xuất. Trong các phòng thí nghiệm thương mại 
được thiết lập tốt, vấn đề nhiễm được nhấn 
mạnh bởi thực tế là loại ô nhiễm thay đổi theo 
thời gian. Ban đầu, sự nhiễm do vi khuẩn, nấm, 
virus là do những bệnh liên quan đến thực vật, 
trong một vài trường hợp vấn đề nhiễm vi sinh 
vật nghiêm trọng hơn do vi khuẩn phát triển 
chậm và có thể mang trong mô thực vật mà 
không bị phát hiện và xuất hiện ở giai đoạn rất 
muộn khi mọi thứ dường như sạch sẽ 
(Bhojwani, Dantu, 2013).  

 Nhiễm vi sinh vật trong vi nhân giống được 
chia làm hai loại: ngoại sinh từ môi trường và 
nội sinh có nguồn gốc từ mẫu cấy, và dù ở dạng 
nào thì chúng đều có thể gây thiệt hại nghiêm 
trọng cho mẫu cấy ở từng giai đoạn sinh trưởng 
khác nhau (Hình 2A). Các vi sinh vật ngoại sinh 
có thể được loại bỏ một cách hiệu quả bằng 
cách sử dụng các chất khử trùng bề mặt; nhưng 
sự nhiễm nội sinh không thể dễ dàng loại bỏ 
được và là một vấn đề nghiêm trọng trong vi 
nhân giống thực vật bởi vì vi khuẩn nội sinh có 
thể cư trú trong thực vật tại các cầu nối tế bào 
và trong không gian nội bào của tế bào nhu mô 

vỏ. Nhiễm khuẩn nội sinh đặc biệt rắc rối vì 
chúng có thể không thể hiện rõ ràng khi mẫu 
thực vật được bắt đầu được đưa vào môi trường 
nuôi cấy nhưng sẽ xuất hiện vài tuần sau đó và 
tồn tại qua các lần cấy chuyền tiếp theo. Nhiễm 
vi sinh vật tiềm ẩn trong vi nhân giống có thể 
dẫn đến thay đổi sự tăng trưởng mẫu cấy, gây 
hoại tử mẫu, giảm sự gia tăng chồi và sự ra rễ 
(Bairu, 2008).  

Hiện tượng nhiễm có thể xuất hiện nhanh 
chóng hoặc thường xuất hiện sau 2-4 tháng kể 
từ khi bắt đầu nuôi cấy (Oda et al., 2003). Do 
đó, để đảm bảo hiệu quả của việc kiểm soát vi 
sinh vật những điều sau đây được khuyến 
nghị: môi trường nuôi cấy cần phải được tiệt 
trùng trước khi sử dụng; sử dụng nguồn mẫu 
sạch bệnh và khuyến cáo nên sử dụng các mô 
cấy non, mùa xuân và mùa đông là thời điểm 
thích hợp nhất để thu nhận mô cấy; đối với 
các mô bị nhiễm cần làm sạch bằng cách rửa 
trong nước cất vô trùng sau đó ngâm vào 
dung dịch kháng sinh trước khi cấy vào môi 
trường; dụng cụ nuôi cấy (dao cấy, kẹp, đĩa 
cấy, giấy…) cần được khử trùng trước khi 
đưa vào sử dụng ở 180°C/2 h (Alkhateeb, 
2008). Trong vi nhân giống việc bổ sung 
kháng sinh vào môi trường cũng có thể được 
sử dụng để giảm hiện tượng nhiễm vi sinh 
vật. Zacchini, Agazio (2004) đã báo cáo rằng 
sử dụng thủy ngân clorua và sodium 
hypochloride trong bước khử trùng và kháng 
sinh bổ sung trong môi trường nuôi cấy đã 
giúp khắc phục tình trạng ô nhiễm nghiêm 
trọng trong nuôi cấy cây ô liu Nebbiar. 
AgNPs cũng được sử dụng như một chất khử 
trùng bề mặt trong nhân giống cây African 
violet, theo đó, sử dụng AgNPs ở nồng độ 
0,05% trong 15 phút cho hiệu quả khử trùng 
tốt nhất mà không có tác động xấu đến sự sinh 
trưởng và phát triển của mẫu cấy so với khi sử 
dụng thủy ngân clorua và sodium 
hypochloride (Dương Tấn Nhựt et al., 2018). 
Sử dụng AgNPs ở nồng độ thích hợp giúp loại 
bỏ vi sinh vật gây nhiễm (nấm, vi khuẩn, …) 
trong vi nhân giống thực vật trên nhiều đối 
tượng cây trồng (Spinoso-Castillo et al., 
2017). AgNPs ở nồng độ 7,5 mg/L có khả 
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năng ức chế 8 loài vi khuẩn 
(Corynebacterium sp., Enterobacter sp., 
Arthrobacter sp., Agrobacterium sp., 
Xanthomonas sp., Pseudomonas sp., Bacillus 
sp. và Micrococcus sp.) và 3 loài nấm 
(Aspergillus sp., Fusarium sp. và Alterneria 
sp.) trong nuôi cấy vi thủy canh cây hoa cúc 
trắng (Tung et al., 2018). Ngoài ra để hạn chế 
sự nhiễm cần phải kiểm tra thường xuyên các 
vi khuẩn gây bệnh và cần phải loại bỏ ngay 
các nguồn mẫu bị nhiễm bệnh, hạn chế vào 
khu vực nuôi cấy, tiến hành khử trùng bằng 
formaldehyde hoặc thiobendazole thường 
xuyên để giảm tỷ lệ ô nhiễm… Tác động rõ 
nhất của sự nhiễm môi trường nuôi cấy là mất 
thời gian, tiền bạc, gây cản trở quá trình thí 
nghiệm, ảnh hưởng tiêu cực đến các môi 
trường nuôi cấy dẫn đến kết quả thực nghiệm 
không chính xác, sai lệch và mất mát những 
sản phẩm có giá trị. Vì vậy cần phải có những 
phương pháp hiệu quả hơn để hạn chế cũng 
như khắc phục tình trạng này (Bhojwani, 
Dantu, 2013). 

Hiện tượng hoại tử mẫu cấy (chồi đỉnh, rễ, 
mẫu mô nuôi cấy) 

 Hiện tượng hoại tử chồi đỉnh hay hoại tử 
mẫu cấy cũng là một trở ngại lớn trong tiến 
trình nhân giống thành công của một số loài 
thực vật bằng nuôi cấy mô (Bairu et al., 2009). 
Các triệu chứng của hiện tượng này là mẫu hóa 
nâu đen, chồi và lá non vàng dần hoại tử rồi 
chết (Hình 2C, D). Giả thiết đầu tiên khi thấy 
hiện tượng hoại tử chồi đỉnh là do thiếu hụt chất 
dinh dưỡng. Các triệu chứng thiếu hụt chất dinh 
dưỡng của các yếu tố ít di động như canxi (Ca) 
và boron (B) xuất hiện ở mô phân sinh và lá 
non, trong khi triệu chứng dư thừa của các 
khoáng chất này được quan sát thấy ở những lá 
già (Chiruvella et al., 2012).  Tuy nhiên, hiện 
tượng hoại tử mẫu hay chồi đỉnh vi nhân giống 
chịu tác động bởi sự kết hợp của nhiều yếu tố 
như thành phần muối, nồng độ và loại chất điều 
hòa sinh trưởng, nồng độ than hoạt tính bổ sung 
vào môi trường, nguồn và nồng độ đường, tần 
suất cấy chuyền, một số rối loạn sinh lý liên 
quan đến rễ, hàm lượng lưu huỳnh, tỷ lệ 

NH4+/NO3- và sự biến động pH (Chiruvella et 
al., 2012) 

 Nồng độ và loại chất điều hòa sinh trưởng 
thực vật là một trong những yếu tố chính gây 
nên hiện tượng hoại tử mẫu cấy, các nghiên cứu 
cho thấy rằng chồi nuôi cấy trên môi trường 
được bổ sung với isopentenyladenine (iP), 
thidiazuron (TDZ) hoặc kinetin có lá vàng và 
hoại tử quá mức ở nồng độ cao, do đó, cần giảm 
nồng độ cytokinin xuống mức rất thấp do hoạt 
động ức chế ra rễ của chúng (Piagnani et al., 
1996). Mặt khác có báo cáo cho rằng 6-
benzylaminopurine (BA) lại không ảnh hưởng 
đến sự hoại tử chồi, Perez-Tornero và Burgos 
(2000) phát hiện ra rằng việc tiền xử lý các chồi 
vào dung dịch BA trước khi chuyển sang môi 
trường rễ đã giúp khắc phục tình trạng hoại tử 
đỉnh ở cây mai, cây hạt dẻ in vitro. Từ đó cho 
thấy tác động của chất điều hòa sinh trưởng 
thực vật lên hiện tượng hoại tử mẫu cấy còn phụ 
thuộc vào kiểu gen của thực vật. Ngược lại với 
cytokinin, auxin lại tỏ ra hiệu quả với vai trò 
giúp hạn chế hiện tượng hoại tử, trong đó 
indole-3-butyric acid (IBA) bổ sung vào môi 
trường ra rễ giúp giảm sự thoái hóa đỉnh do đã 
làm thay đổi sự sản xuất hoặc tính sẵn có của 
các cytokinin nội sinh từ đó có thể ngăn chặn 
hiện tượng hoại tử mẫu (Perez, Burgos, 2000). 

 Canxi là một cation thiết yếu được tìm thấy 
với số lượng tương đối lớn trong các mô thực 
vật, Ca có mặt trong thành tế bào, màng tế bào, 
không bào và chiếm 10% tổng trọng lượng khô 
ở một số loài thực vật (Hirschi, 2004). Ca ngoài 
hoạt động như một chất mang thông tin còn 
đóng vai trò như một chất điều chỉnh sự tăng 
trưởng và phát triển của cây trồng, liên quan 
đến sự kéo dài và phân chia tế bào, ảnh hưởng 
đến độ pH của các tế bào, tăng cường tính ổn 
định của màng tế bào bằng cách kết nối các 
protein và lipid khác nhau ở bề mặt màng tế 
bào, cung cấp khả năng chịu stress (sinh học và 
phi sinh học) và ngăn chặn sự lão hóa sinh lý. 
Đây là lý do tại sao thiếu Ca trong thực vật, 
trong hầu hết các trường hợp, có liên quan đến 
bệnh lý và các vấn đề sau thu hoạch (Hepler, 
2005; Hirschi, 2004).  Có rất nhiều báo cáo về 
vai trò của Ca trong ngăn ngừa hoại tử chồi đỉnh 



Hà Thị Mỹ Ngân et al. 

 32 

ở cả cây nuôi cấy in vitro và ex vitro. Bổ sung 
Ca vào môi trường làm giảm sự hoại tử ở cây 
hạt dẻ, cây mẫu đơn in vitro. Việc sử dụng các 
nguồn cung cấp canxi khác nhau (calcium 
chloride, calcium acetate, calcium ammonium 
nitrate và calcium pantothenate) cũng tác động 
đến hiện tượng thoái hóa mẫu cấy, Ca cung cấp 
dưới dạng muối calcium chloride làm giảm hiện 
tượng thoái hóa và không ức chế sự nhân lên 
hoặc sự kéo dài chồi trong khi Ca được cung 
cấp dưới dạng calcium acetate gây ức chế 
nghiêm trọng đối với sự kéo dài chồi (Piagnani 
et al., 1996; Wang, Van Staden, 2001). Qua đó 
cho thấy mặc dù Ca có ảnh hưởng đến sinh 
trưởng, phát triển và sự hoại tử của chồi, mẫu 
cấy tuy nhiên sự ảnh hưởng của Ca có thể thay 
đổi từ loài này sang loài khác và phụ thuộc rất 
nhiều vào kiểu gen thực vật. 

 Một số phương pháp khác cũng đã được sử 
dụng để khắc phục hiện tượng hoại tử mẫu cấy: 
thay đổi nồng độ môi trường nuôi cấy với sự 
giảm nồng độ các thành phần dinh dưỡng 
(khoáng đa lượng, vi lượng và vitamin) có trong 
môi trường xuống còn một nữa hoặc một phần 
tư, sử dụng các nguồn cacbon khác nhau 
(glucose, fructose), nuôi cấy thoáng khí, sử 
dụng than hoạt tính với nồng độ thích hợp. 
Ngoài ra việc loại bỏ những lá, vùng mẫu bị 
vàng, nâu trước khi các chồi được sử dụng để 
nuôi cấy cũng có thể để làm giảm bớt hiện 
tượng này (Chiruvella et al., 2012). 

Hiện tượng hóa nâu mẫu và môi trường nuôi cấy  

 Trong vi nhân giống nhiều cây thân gỗ và 
một số loài thân thảo thường xuất hiện tượng 
hóa nâu mẫu cấy và hóa nâu môi trường. Đôi 
khi tình trạng hóa nâu trở nên nghiêm trọng đến 
mức mẫu cấy có màu nâu sẫm/đen, trở nên hoại 
tử và cuối cùng chết (Hình 2B, E). Các nhà 
khoa học cho rằng sự sản sinh phenol trong suốt 
quá trình nuôi cấy gây oxy hóa và làm cho mẫu 
cấy và môi trường bị hóa nâu (Bhojwani, Dantu, 
2013). Tình trạng hóa nâu xảy ra tại vị trí mặt 
cắt ngay khi mẫu được cắt và phenol được sản 
xuất liên tục trong suốt quá trình nuôi cấy. 
Những phenol này trở nên độc hại với mẫu cấy 

bằng cách liên kết ngược với những protein 
bằng liên kết hydro và quá trình oxy hóa của 
chúng tạo thành các quinon có hoạt tính cao, 
các quinon này sau đó được polymer hóa và oxy 
hóa protein để hình thành các hợp chất melanic 
được gọi là polyphenol có thể là độc tố đối với 
thực vật. Các enzyme oxy hóa phenol cũng có 
thể bị ảnh hưởng bởi các yếu tố môi trường, sự 
hiện diện của ánh sáng và nhiệt độ cao làm tăng 
tỷ lệ hóa nâu bằng cách tăng hoạt động của các 
enzyme này. Trong tự nhiên, các hợp chất 
phenol được biết là đóng một vai trò quan trọng 
đối với thực vật trong đáp ứng với sự mất cân 
bằng các hormone thực vật, ngăn chặn, kháng 
bệnh và bảo vệ các mô bị tổn thương do nhiễm 
trùng. Các phenol này không chỉ có vai trò 
trong phòng thủ, bảo vệ mà còn có thể đóng vai 
trò như chất nguồn cho tổng hợp một số hợp 
chất khác như carbohydrate, amino acid và một 
số protein trong quá trình biệt hóa phát sinh 
hình thái của thực vật (Dobránszki, Teixeira, 
2010). 

 Mức độ hóa nâu phụ thuộc vào loài nuôi 
cấy, kiểu gen, độ tuổi của mô cấy (mô già hơn 
cho thấy khả năng bị hóa nâu cao hơn), mùa 
bắt đầu nuôi cấy (nhiều hơn vào mùa đông và 
mùa thu) và thành phần cũng như trạng thái 
môi trường (sự hóa nâu xuất hiện nhiều khi 
mẫu nuôi cấy trong môi trường lỏng) (Hình 
2E). Một số phương pháp đơn giản để bảo vệ 
các mẫu cấy khỏi sự hóa nâu là cấy chuyền 
thường xuyên ở giai đoạn nuôi cấy ban đầu; 
hạn chế sự oxi hóa phenol bằng phương pháp 
nuôi cấy trong tối hoặc ở cường độ ánh sáng 
thấp (3-4 µmol.m-2.s-1); giảm nồng độ muối 
của môi trường giúp làm giảm hiện tượng hóa 
nâu của mẫu cấy mô sẹo cây kiwi (Actinidia 
arguta) (Han et al., 2010). Các khoáng kim 
loại trong môi trường nuôi cấy như Mn2+, 
Cu2+ là các chất đồng dạng với các enzyme 
peroxidase và phenolase (tương ứng) nên 
được giảm hoặc loại bỏ để không kích thích 
các enzyme này oxy hóa các hợp chất phenol 
và ngăn ngừa hiện tượng hóa nâu của mẫu cấy 
(Bhojwani, Dantu, 2013). Bên cạnh các biện 
pháp nêu trên thì việc bổ sung các chất bổ trợ 
như acid ascorbic (AA), cystein-HCl hoặc 
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acid citric (chất chống oxy hoá), poly- 
vinylpyrolidone (PVP) và than hoạt tính cũng 
giúp hấp thụ phenol từ đó kiểm soát tình trạng 
hóa nâu của mẫu cấy cũng như môi trường 
nuôi cấy. Trong tái sinh chồi giống chuối 
Formosana, tình trạng hóa nâu gây chết 100% 
mẫu cấy, việc bổ sung thêm 0,01% AA vào 
môi trường không chỉ ngăn ngừa hiện tượng 
hóa nâu gây chết mẫu mà còn làm tăng đáng 
kể số lượng cây con được hình thành. Tuy 

nhiên, AA chỉ có hiệu quả nếu nó được thêm 
vào bề mặt của môi trường, nó không hiệu 
quả nếu được thêm vào trong môi trường 
trước khi hấp khử trùng vì nhiệt độ sẽ làm 
mất hoạt tính và phân hủy AA (Bhojwani, 
Dantu, 2013). Một phương pháp hiệu quả nhất 
để chống lại các vấn đề về tình trạng hóa nâu 
trong mẫu lá của Sideritis trojana là sự kết 
hợp 100 mg/L của AA và 50 mg/L của acid 
citric (Çördük, Aki, 2011).  

 

Hình 2. Một số hiện tượng bất thường trong nhân giống in vitro thực vật (tiếp theo). Hiện tượng nhiễm vi sinh 
vật (A), hóa nâu và hoại tử rễ cây hoa hồng (B), hoại tử chồi đỉnh hoa hồng (C), hoại tử toàn bộ mẫu cấy hoa 
hồng (D), hóa nâu mẫu cấy cây lan và cây đồng tiền (E). 

 
 Các chất bổ sung khác vào môi trường đã 
giúp ngăn ngừa hiện tượng hóa nâu là 

polyvinylpyrolidone (PVP), canxi pantothenate 
và than hoạt tính cũng có khả năng hấp thụ 
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phenol. PVP, một polyamide rất thường được 
sử dụng để hấp phụ trong sắc ký, nó còn được 
sử dụng để hấp thụ các hợp chất phenolic trong 
nuôi cấy mô. PVP hấp thụ phenol thông qua 
liên kết hydro, ngăn chặn quá trình oxy hóa và 
sự trùng hợp của chúng. Calcium pantothenate 
như một chất phụ gia trong môi trường đã được 
báo cáo giúp làm giảm màu nâu của các mô 
nuôi cấy. Mẫu được ngâm trong hỗ hợp acid 
ascorbic và acid citric cho thấy màu nâu xuất 
hiện sau một thời gian trong nuôi cấy, và trong 
trường hợp này, nơi màu nâu tái phát, hiệu quả 
của canxi pantothenate trong việc giảm màu nâu 
đã được thử nghiệm. Canxi pantothenate được 
bổ sung vào môi trường đã giúp giảm sự hóa 
nâu đến một mức độ nhất định của mẫu cấy khi 
sử dụng ở nồng độ cao (200 mg/L), nồng độ 
canxi pantothenate thấp tỏ ra không hiệu quả 
trong việc giảm mức độ hóa nâu. Khả năng của 
than hoạt tính để hấp thụ các chất ức chế cũng 
được ghi nhận. Bổ sung than hoạt tính đã được 
báo cáo giúp tránh sự tích tụ các hợp chất 
phenolic trong nuôi cấy mô, tuy nhiên hiệu quả 
đạt được không cao và phenol vẫn tiếp tục hình 
thành từ mẫu cấy, mẫu vẫn tiếp tục hóa nâu và 
hoại tử (Bajaj, 1996). 

 Nhìn chung các chất hấp phụ được bổ sung 
vào môi trường nuôi cấy đã giúp hạn chế hiện  
tượng hóa nâu mẫu cấy và môi trường nuôi cấy, 
tuy nhiên, các chất này cũng có thể hấp thụ các 
hợp chất hữu ích cần thiết cho thực vật từ môi 
trường và do đó việc sử dụng loại và nồng độ 
của chúng nên được lựa chọn một cách thận 
trọng (Bhojwani, Dantu, 2013). 

Một số vấn đề khác 

 Nhiều loài thực vật không tuân theo quy 
trình nuôi cấy mô vì chúng không hoặc rất khó 
tái sinh trong ống nghiệm. Sự hạn chế này thể 
hiện rõ rệt hơn ở nhiều loài cây thân gỗ và có 
thể được khắc phục bằng cách sử dụng các mô, 
các bộ phận chưa trưởng thành hoặc còn non 
nhất của cây; bên cạnh đó, xử lý với cytokinin 
cũng có thể làm trẻ hóa mẫu cấy, kích thích sự 
phát triển của các chồi non mới và cho phép sử 
dụng chúng như là nguồn mẫu để bắt đầu cho 

quá trình nuôi cấy in vitro. Một số loài thực vật 
thân gỗ như Prunus, Eucalyptus, Pinus và 
Sequoia khi nuôi cấy trên môi trường có bổ 
sung cytokinin ở nồng độ thích hợp đã kích hoạt 
sự hình thành mô phân sinh. Sự thành công của 
phương pháp nhân giống in vitro trên đối tượng 
cây thân gỗ và cây ăn quả đã đóng một vai trò 
quan trọng trong công tác nhân giống, bảo tồn 
các nguồn gene quý hiếm và cũng góp phần 
phục vụ cho mục đích thương mại (Ahuja, 
2013). 

 Một khía cạnh quan trọng cần được xem xét 
khi tái sinh cây từ phương pháp vi nhân giống là 
duy trì tính toàn vẹn di truyền đối với cây mẹ. 
Thuật ngữ 'biến dị soma' được đặt ra để chỉ sự 
biến đổi di truyền giữa các loại cây trồng, trong 
tự nhiên, sự đa dạng di truyền và sự thay đổi di 
truyền trong một quần thể được tạo ra thông qua 
các sự kiện tái tổ hợp. Trong vi nhân giống, sự 
tăng trưởng và sự tái sinh của các tế bào thực 
vật thành toàn bộ thực vật là một quá trình vô 
tính liên quan đến việc phân chia các tế bào. 
Trong quá trình này sự xuất hiện của các biến 
đổi tự phát là ngẫu nhiên và không kiểm soát 
được, biến dị soma đã được báo cáo ở các mức 
độ khác nhau (hình thái, tế bào học, sinh hóa và 
cấp độ phân tử). Điều kiện nuôi cấy, thành phần 
môi trường nuôi cấy, thời gian và chu kỳ nuôi 
cấy có thể gây đột biến và một số cơ quan nuôi 
cấy (mô sẹo, tế bào trần, phôi soma, …) đôi khi 
có thể cho thấy sự biến đổi về cả kiểu hình lẫn 
kiểu gen. Thông thường, sự thay đổi này xảy ra 
một cách tự phát và có thể là kết quả của những 
thay đổi tạm thời hoặc thay đổi di truyền vĩnh 
viễn trong tế bào hoặc mô trong suốt quá trình 
nuôi cấy trong ống nghiệm. Những thay đổi tạm 
thời là kết quả từ các tác động không phụ thuộc 
kiểu gen (epigenetic) hoặc tác động sinh lý, 
những tác động này là không thể tránh khỏi và 
có thể phục hồi được. Ngược lại, những thay 
đổi vĩnh viễn liên quan đến di truyền và thường 
biểu thị sự biến đổi đã tồn tại từ trước trong cây 
mẹ hoặc là kết quả của những biến dị de novo. 
Sự xuất hiện biến dị soma là một vấn đề quan 
tâm lớn đối với bất kỳ hệ thống vi nhân giống 
nào, để đánh giá sự hiện diện của nó, một số 
chiến lược đã được sử dụng để phát hiện các 
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biến thể theo thời gian, dựa trên một hoặc nhiều 
yếu tố quyết định từ các đặc điểm hình thái hay 
phân tích tế bào (biến đổi số và cấu trúc trong 
nhiễm sắc thể), sử dụng các marker phân tử và 
phương pháp sinh hóa. Các nghiên cứu về biến 
dị soma cũng rất quan trọng với mục đích sản 
xuất giống cây trồng đồng nhất về mặt di truyền 
và cũng được sử dụng như một công cụ để tạo 
ra sự biến đổi di truyền có giá trị để cải thiện 
cây trồng thông qua việc lựa chọn các biến thể 
mới có khả năng kháng bệnh, cải thiện chất 
lượng, hoặc năng suất cao hơn (Leva et al., 
2012).  

 Bên cạnh đó, ngày nay với nhu cầu về cây 
giống sạch bệnh, đồng nhất cũng như đáp ứng 
thị hiếu người tiêu dùng thì một số lượng lớn 
cây trồng có giá trị kinh tế cao bao gồm các loại 
rau, hoa, cây cảnh, cây ăn quả, cây rừng và cây 
dược liệu đã được nhân giống bằng phương 
pháp nuôi cấy mô. Hơn một tỷ cây giống mỗi 
năm được sản xuất bằng phương pháp này, tuy 
nhiên, các cây trồng vi nhân giống thường đắt 
hơn các cây trồng bằng phương pháp truyền 
thống, bởi cần nhiều trang thiết bị vận hành, 
môi trường nuôi cấy đặc biệt, nhiều vật tư và 
hóa chất đòi hỏi cần được sử dụng trong suốt 
quá trình nuôi cấy. Do chi phí sản xuất cao nên 
kéo theo giá thành sản phẩm nuôi cấy cũng cao. 
Để giảm thiểu chi phí người ta thường giảm chi 
phí từ nhân công lao động và lượng điện năng 
tiêu thụ, nhân giống theo hợp đồng, rút ngắn và 
giảm bớt một số giai đoạn nuôi cấy trong tiến 
trình nhân giống in vitro, tự động hóa và mở 
rộng quy mô sản xuất … (Tomar et al., 2008). 

KẾT LUẬN 

 Vi nhân giống thực vật là một quá trình 
phức tạp và đóng vai trò quan trọng trong công 
tác chọn tạo giống. Việc sử dụng phương pháp 
nuôi cấy mô để nhân nhanh các loài cây phục 
vụ cho mục đích thương mại thường có chi phí 
và giá thành cao là do tác động của các rủi ro 
bất thường khác nhau trong hoặc sau quá trình 
vi nhân giống. Các vấn đề chính gặp phải trong 
hầu hết các phòng thí nghiệm nuôi cấy mô đều 
có hai loại: bệnh lý (nhiễm vi sinh vật) và sinh 

lý học (thủy tinh thể, vàng lá và rụng lá, hoại tử 
mẫu cấy, hóa nâu mẫu cấy, biến dị soma...). 
Việc nghiên cứu tìm ra nguyên nhân cũng như 
giải pháp khắc phục các hiện tượng bất thường 
này là việc làm mang tính cấp thiết để hạn chế 
những rủi ro, nâng cao hiệu suất và chất lượng 
cây vi nhân giống đồng thời hạ giá thành sản 
phẩm. Có lẽ sẽ không bao giờ có thể xác định 
cũng như khắc phục được tất cả các tác nhân, 
các hiện tượng bất thường, nhưng càng có thể 
xác định được nhiều hiện tượng thì càng có 
nhiều khả năng kiểm soát tốt hơn đối với quá 
trình vi nhân giống thực vật. Từ đó, có thể hạn 
chế, khắc phục, loại bỏ được những hiện tượng 
bất thường không mong muốn và tận dụng 
những hiện tượng hữu ích trong quá trình vi 
nhân giống thực vật.  

Lời cảm ơn: Nhóm tác giả xin chân thành 
cảm ơn sự tài trợ kinh phí của đề tài “Nghiên 
cứu tác động của hạt nano kim loại lên khả 
năng tái sinh, sinh trưởng, phát triển và tích 
lũy hoạt chất trong quá trình nhân giống vô 
tính một số cây trồng có giá trị kinh tế cao ở 
Việt Nam” thuộc Hợp phần IV: “Nghiên cứu 
cơ chế tác động và đánh giá an toàn sinh học 
của các chế phẩm nano được nghiên cứu 
trong dự án”, mã số: VAST.TĐ.NANO.04/15–
18 và Phòng Sinh học phân tử và Chọn tạo 
giống cây trồng (Viện Nghiên cứu Khoa học 
Tây Nguyên) đã tạo điều kiện cho chúng tôi 
hoàn thành nghiên cứu này. 
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SUMMARY 

 Nowaday, plant cell, tissue and organ culture has become a standard and popular propagation 
method for many crops including ornamental plants, medicinal plants, fruit trees and green vegetables. 
The advantage of this method is that it can generate a huge number of genetically identical seedlings, 
effectively control the pathogenicity in order to produce disease-free plants, become a tool for 
conservation and development of genetic sources and support study of physiological characteristics of 
plants. However, this method still has some limitations such as abnormal physiological morphology 
and anatomical structure; necrosis and deformities plants; stomata loss of function, etc. These 
abnormalities have great impacts on shoot multiplication as well as the growth and development of the 
plants after transplanted from the culture vessels to the nursery stage. The components of in vitro 
culture conditions such as culture system, composition and content of nutrients, plant growth 
regulators used in the culture medium, light, temperature and humidity, age and origin of explants, 
etc., are the main causes of the abnormalities. Therefore, optimization of culture system to improve the 
quality of seedlings has always been one of the main targets of commercial micropropagation. In this 
review, we focused on some frequently abnormal symptoms in micro - propagation such as 
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vitrification, yellowing and abscission of leaves; microbial contamination; necrosis of shoot-tip, roots 
and tissues culture; browning of explants and medium culture and other restrictions. More over, this 
report showed some the effective solutions to overcome these abnormal phenomena. 

Keywords: Abscission, browning, contamination, in vitro culture, necrosis explant, vitrification. 


