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TOM TAT

Nghién ctru dwgc tién hanh nhdm hoan thién quy trinh nuéi va thu dich nuéi nAm gay bénh héo rii gbc mébc
tréng (Sclerotium rolfsii) va buéc dau khdo séat doc tinh ctia dich nudi nAm trén mé seo ca chua in vitro. Két qua da
xac dinh dwoc méi trwdng nudi cay léc Iong va thoi gian nubi cay tét nhét dé thu dich nuéi nAm bénh (Sclerotium
rolfsii) la méi trurng PDB va 07 ngay nudi cdy. Trong dich nudi nAm bénh bén canh sy c6 mét cia acid oxalic, con
c6 cac enzyme cellulolytic, pectinolytic. Doc tinh ctia dich nudi dwoc kiém chirng trong viéc gay trc ché qua trinh nay
mam cua hat ca chua. Qua trinh khao sat cac dong mé seo ca chua trong méi trwdng cé bd sung dich nuéi ndm &
cac ndng dé khac nhau (tlr 5% dén 30% theo thé tich méi trwdng) cho thay ty 1& ndng do dich nubi ty 1& thuan véi ty
I& chét cla callus va ty I& nghich véity 1& cdm (ng tao callus. O’ ndng dd dich nudi ndm 1a 30% tat ca cac gibng
nghién ciru khong cé kha ndng cdm (rng tao callus va gay chét mau. Ham luwong phenol tdng sé cua callus tang dan
sau méi chu ky cAy chuyén. Ham lwgng phenol téng sé trong callus ca chua dwgc nubi cy trong méi trurng cé bd
sung dich nudi ndm 25% 6én dinh chirng té callus da buwéc dau thich nghi véi méi trwdrng chon loc.

Tw khéa: Acid oxalic,callus, chon dong t& bao, dich nudi nam, phenol, Sclerotium rolffsii.

Evaluating Toxicity of Sclerotium rolfsii Culture Filtrate to Tomato
(Lycopersicon esculentum Mill.) Callus in vitro

ABSTRACT

The study was carried out to improve in vitro culture of the fungus Sclerotium rolfsii and primary selection of
tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) resistant cell lines using culture filtrate (CF). Results have identified that
culture of Sclerotium rolfsii on PDB liquid medium for seven days was optimum for culture filtrate harvest. The culture
filtrate contains not only oxalic acid but also cellulolytic and pectinolytic enzymes. The toxicity of CF was tested on
inhibition of germination of tomato seeds. The process selected tomato cell lines in medium supplemented CF at
different concentrations (from 5% to 30% from final volume of media) showed that the concentration of CF ratio
proportional share mortality of callus and inversely proportional to generate callus induction rate. Concentration CF is
30% of all the research just does not have the ability to generate callus induction and lethal form. The total phenol
content of the callus increased in the selection process. In the second cycle selection with a 25% of CF the stability of
the total phenol content of the preliminary conclusion that the callus adapt selective factor.

Keywords: Acid oxalic, callus, culture filtrate, phenol, Sclerotium rolfsii, selection cell lines.

bénh hai cAy trong, ngudi san xuit da phai st
dung lugng 16n cac loai thuéc héa hoc. Diéu nay
khéng chi lam tang chi phi san xuat, gidm lgi
nhudn ma con giy 6 nhiém nghiém trong méi

1. DAT VAN DE

O nudc ta, trong ca chua c6 § nghia quan
trong v& mat luan canh, ting vu va ting ning

suat. Tuy nhién, viéc trong ca chua chua dugc
phét trién manh theo mong muén vi trong diéu
kién néng va 4m ¢ nudéc ta, ca chua dé méic nhiéu
bénh hai nhu ndm hai, héo tudi, virus,... va khé
phong tri. Hién nay & nudc ta, &6 phong chéng sau

truong séng va anh hudng truc tiép dén stic khoe
ngudi san xuit va cong déng. Trong xu thé phat
trién nén nong nghiép sach bén viing, dé hoa
nhap duge véi thé gidi va bao vé 1¢i ich ctia nguoi
san xudt thi huéng phong chéng bénh hai cay
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trong tich cuc nhat la ting cudng tinh khang cta
cdy trong véi bénh hai va tao giong chéng chiu
bénh  (Ashwani va  Shekhawat, 2009;
Klasnhikova va cong su, 2009).

Cac hgp chat phenol déng vai tro quan trong
trong qué trinh sinh trudng va phat trién caa thuc
vat. Mot trong nhiing chtic ning quan trong cta
cac hop chat phenol chinh 14 chitic nang bao vé t&
bao thuc vat véi nhiing tac dong ctia diéu kién
séng. Khi t& bao bi tén thuong, trong t& bao sé san
sinh manh mé nhiing hgp chit phenol méi kém
theo d6 1a qua trinh oxy hoa ngung két cac hgp
chat nay trén bé mat t& bao dé hinh thanh 16p bao
vé. Bén canh d6, mot vai hop chat phenol c6 kha
néng nang cao stc chéng chiu cta thyc vat véi
bénh (Packaymesa, 2001; Onennuenko va cong su,
2006; Tonuapyk va cong sy, 2007). Do 6, mot trong
nhiing vin d¢ dang dugc quan tAm trong qua
trinh chon dong t& bao in vitro véi stress sinh hoc
12 nghién ctiu su thay d6i ctia qua trinh trao déi
chit phenol trong mé seo (callus), duéi tac dong
cua stress (Coruapyk va cong sy, 2007; Illesenyxa va
codng su, 2008).

Nam Sclerotium rolfsii gy bénh héo rii goc
méc trang 14 mot bénh nguy hiém va phd bién
trén dong rudng & cac viing canh tac ca chua ctia
nudc ta. Khac v6i mot s6 loai bénh khac chi gay
hai & mot thoi ki nhat dinh nao d6 trén cay ca
chua, bénh nay lai c6 thé giy hai & tat ca cac
thoi ky sinh trudng cta cay ti khi cAy mdi moc
cho dén ldc cay thu hoach cho trai 6 mtic do
khac nhau (Ha Viét Cudng, 2008).

Muc dich ctia nghién ciiu nay bén canh viéc
tim ra phuong phap thu dich nuéi c6 doc tinh
cao con buée dau lam rd vai tro cia qua trinh
trao d6i chit phenol trong su thich nghi ctia t&
bao véi céc stress sinh hoc, lam co s6 cho viéc
chon tao cic ngudn nguyén liéu phuc vu cong
tac chon tao giéng ca chua chdng chiu bénh héo
rii goc moc trang (Sclerotium rolfsii).

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Nudi cAdy va thu dich nuéi nim
Sclerotium rolfsii

Hach ndm bénh Sclerotium rolfsii duge
cung cap bdi bd moén bénh cay khoa Néng hoc

Truong Pai hoc Nong nghiép Ha Noi va dude
giam dinh lai bdi Trung tAm Bénh ciy nhiét déi.

N&m bénh Sclerotium rolfsii sau khi phan
lap chinh x4c dugc nudi cdy 1ong léc trén céc
mbi trusng MS va PDB 6 nhiét d6 28-30°C véi
chu ky lic 200 vong/phit. Sau cac khoang thdi
gian nudi cdy ti 1-10 ngay tién hanh thu dich
nudi ndm theo phuong phap Kamammnukosa va
cong su (2006). St dung gidy tham dé loc so bd
dich nu6i sau @6 dich nuéi duge loc v6 trung qua
phéu loc Minisart filters 0,2um.

2.2, Xac dinh sy c6 miat cua acid oxalic va
hoat tinh thiy phan tinh bdt cua cac
enzyme c6 trong dich nudéi nim

Tién hanh do pH dich nu6i ndm Sclerotium
rolfsii theo théi gian nubi cdy (ti ngay thi nhat
dén ngay thd mudi).

Hoat tinh so bo clia céc loai enzyme chinh
duge xac dinh bang phuong phap tht hoat tinh
trén moi trudng thach. Cac nhém enzyme dudgc
thi hoat tinh thtiy phan tinh b6t (thi trén moi
truong thach c6 pha tinh bot, sau d6 nhudém
bing lugol), cellulolytic (thi trén méi trudng
thach c6 pha thém cacboxyl methyl cellulose
(CMC), sau d6 nhuém bang dung dich lugol).

2.3. Khao sat doc tinh ctia dich nudéi ndm
Sclerotium rolfsii

Doc tinh ctia dich nuéi ndm duge danh gia
thong qua kha néng nidy mam cta hat ciia 3 gidng
ca chua (HT 152, HT 144 va F1 Mongal) trong
dung dich c6 b6 sung dich nudi ndm & cac nong do
0%; 12,5%; 25%; 50%; 75% va 100%.

HT 152, HT 144 1a cac gidng ca chua lai thé
hé méi cia Trung tdm Nghién ctu va phat trién
gidng rau chat lugng cao thudc Truong Dai hoc
Noéng nghiép Ha Noi va giong F1 Mongal la
gidng ca chua thuong mai trén thi truong.

St dung moéi truong nudi cdy MS+0,5mg/l
oNAA+1mg/l BA 1am méi trudng nén cho viéc tao
callus, tién hanh danh gia kha ning tao callus caa
tru duéi 14 mAm 03 giéng ca chua trong méi
trudng nén c6 bé sung dich nudi ndm & cac nong
d% khac nhau (5%, 10%, 20%, 25% va 30%).



2.4. Xac dinh ham lugng phenol tdng s6 cé
trong mau cay ban dau va callus ca chua

Ham lugng phenol téng s6 trong cac mau
cdy ban diu va callus nubi cdy trong méi trudng
¢6 b6 sung dich nudi ndm & cac néng dd (0%, 5%,
10%, 20% va 25%) dudc xac dinh theo phuong
phap Folin-Ciocalteu.

2.5. Phuong phap xt 1y s6 liéu

S6 litu duge xi 1y bing phdn mém
Microsoft Office Excel 2007, phin tich phuong
sai mdt nhan t6 v6i miic y nghia P<0,05.

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Thu dich nudi ndm

Trong cd ché xAm nhiém cta ndm bénh
Sclerotium rolfsii vao thuc vat, ngoai su tac
dong cta cac enzyme c6 tadc dung phan huy
thanh t& bao con cd tdc déng ctia acid oxalic
(Alghisi va Favaron, 1995). Khi xdm nhiém vao
t& bao, tai b& m#it nadm hinh thanh mo6t ném
x4m nhiém (gém céic soi ndm tu tap lai) va tiét
acid oxalic va nhiéu loai enzyme (E. Cellulolytic,
E. Pectinolytic..) & phan hiy mé, 1am mém yéu
va giét chét mo ky chu. Dé xac dinh dude méi
trudng nudi cay lac va thoi gian nuéi cdy thich
hop ching téi tién hanh thi nghiém vé su bién
d6i pH cta méi trudng nudi cdy ciing nhu hoat
tinh ctia enzyme thliy phan tinh bot.

3.1.1. Anh huéng ctia méi truong nuédi ciy
dén pH cua dich nuéi ndm

Nguyén nhan chinh din téi su thay déi pH
ctia dich nuéi khi nudi cdy lic 1éng ndm bénh
Sclerotium rolfsii 14 do trong qua trinh sinh
trudng va phét trién ndm tiét ra ngoai mot
lugng acid oxalic. C6 nhiéu gid thuyét khac
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nhau vé vai tro clia acid oxalic trong gay bénh,
c6 thé do su canh tranh va kiém soat cac chit
dinh duéng va doc t6 moi trudng lam tén thuong
mo ki chti (Ashwani va Shekhawat, 2009). Mot
s6 cd ché& duge dua ra la acid oxalic san sinh ra
lam tang tinh acid trong méi trudng, do pH
ngoai bao giam xudng con 4-5, trong khi d6 cac
enzyme ngoai bao c6 kha ning hoat dong tdi vu
6 pH béng 5, ddn dén tc ché co ché phong thu
clia enzyme thuc vat (Bateman va Beer, 1965;
Guimaraes va Stotz, 2004). Mat khac, acid
oxalic c¢6 thé tic ché hoat déng ctiia khi khéng
lam cho cdy bi héo va nhiém triing, acid oxalic
con c6 kha ning tic ché mét phan kha niang san
sinh hgp chat chong oxi héa polyphenol cia md
cay ki chii (Guimaraes va Stotz, 2004).

Theo ddi thi nghiém nhan thdy nim
Sclerotium rolfsii sinh trudng manh trong méi
truosng PDB, cac sgi ndm phat trién két tu
thanh mét cum 16n dan xen v6i nhau. Trong khi
d6 6 moi truong 1/2 MS, & nhiing ngay nudi ciy
dau tién sau khi nuéi lic, cAc sgi ndm lién két
rdi rac va lién két thanh cac cum nhé phan tan.

Tuong déng véi kha ning sinh trudng cta
ndm, pH cia moéi trudng dich nudéi ndm
Sclerotium rolfsii nudi lic trong méi trudng
PDBsau thdi gian nuéi lic 10 ngay gidm manh
hon so véi khi ndm dudc nudi lic trong moi
trudng 1/2 MS, va trén ca hai méi truong nudi
cdy déu cho két qua pH nho nhat (néng d6 acid
oxalic cao nh4it) tai ngay nuodi cdy tht 07, sau d6
¢6 xu thé& én dinh (Bang 1). K&t qua cta nghién
ctiu cho thay c6 su khac biét trong moi truong
t61 uu cho sinh trudng va phat trién gita hai
loai ndm Sclerotium rolfsii va ndm Sclerotinia
Sclerotiorum. Theo tac gia Klasnhikova va cong
su (2009), ndm Sclerotinia Sclerotiorum sinh
trudng t6t nhat trong moéi truong 1/2 MS.

Bang 1. Anh huéng ctia thdi gian nubi cdy va méi trudng nuéi cay lic 16ng

dén pH cua dich nudi ndm

Thoi gian nudi céy, ngay

Moi
trwdng 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
nudi cay pH cua dich nudi
PDB 3,90 3,70 3,45 3,32 3,25 3,23 3,01 3,01 3,02 3,01
¥ MS 4,80 4,20 3,80 3,60 3,50 3,50 3,30 3,31 3,29 3,30
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Qua d6 c6 thé dua ra nhan xét, trong moi
truong PDB, ndm Sclerotium rolfsii phat trién
t6t hon so v6i méi truong 1/2 MS va c6 thé su
dung PDB dé lam moi truong nudi cdy 16ng 1ic
ném Sclerotium rolfsii &é thu dich nuéi phuc vu
cic thi nghiém tiép theo.

3.1.2. Khao sat hoat tinh so bé cua cac
enzyme co tac dung thily phan tinh bt san
sinh trong qua trinh nuéi cdy nAim bénh

Cellulo, pectin 14 nhiing thanh phan chua
yéu cta thanh t& bao thuc vat. Qua trinh san
sinh ra enzyme pectinolytic, cellulolytic bdi
Sclerotiorum rolfsii dong mot vai tro quan trong
trong viéc phan giai pectin, cellulo 1am suy yéu
cac t& bao dé tao diéu kién tham nhap vao mo ki
chu (Ha Viét Cudng, 2008).

Két qua sau nhuém cho thay trong dich
nudi cia ndm bénh c6 chiia cidc enzyme c6 kha
ning thuy phan tinh bdt va c¢6 enzyme
cellulolytic (Hinh 1).

Duong kinh vong phan gidi ctia cAc enzyme
tang dan theo thdi gian nudi cdy, chiing t6 ring
cdc enzyme nay dugc nadm tiét ra trong qua
trinh nubi cdy. Bat ddu ti ngay thi 3 nubi cdy
lac 16ng hoat tinh ctia cac enzyme tang dan cho
dén ngay nubi cdy tha 7 va 8, sau d6 6n dinh
(Bang 2, 3).

Théng qua céac thi nghiém nghién cu anh
hudng cia méi trusng nudi cdy lic 1ong ciing
nhu hoat tinh ctia cac enzyme chi ra dugec moi
truong nuoi cdy la PDB va thdoi gian nudi cdy t6i
uula 7 ngay.

Hinh 1. Hoat tinh enzyme ngoai bao ctia nim dung chat chi thi lugol

2: Vong phén gidi enzyme c6 kh4 ning thily phan tinh bét

3: Vong phén giai ciia enzyme cellulolytic c6 kha ndng cam iing co chat CMC

L6 1: Dich nuéi ndm ngay thi 6
L6 2: Dich nuéi ndm ngay thi 7

L63: Dich nuéi ndm ngay thi 8
L6 4: Dich nuéi ndm ngay thi 9

Bang 2. Anh huéng ctia thoi gian nubi cay
dén duong kinh vong phan giai cia enzyme cellulolytic

Thaoi gian nubi cdy, ngay

D-d, cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0 0 0,90 1,16 1,60 1,88 1,90 2,00 1,96 1,92
* Co chat 2% Agar + 1% CMC
Bang 3. Anh huéng ctia thoi gian nubi ciy
dén kha nang thiiy phan tinh bt ctia enzyme cellulolytic va pectinolytic
Thoi gian nudi céy, ngay
D-d, cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0 0 0,74 0,90 1,30 1,52 1,64 1,68 1,65 1,64

* Co chat 2% Agar+ 1% tinh bot
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3.2. Kiém tra doc tinh ctia dich nuéi nAm

Buéc dau tién trudc khi chon loc dong té& bao
v6i cac yéu t0 stress sinh hoc hay phi sinh hoc
can phai kiém tra xem cac yéu t0 nay c6 gy anh
hudng dén kha ning sinh trudng va phat trién
ctia cdy tréng, thong thudng vat liéu thudng
duge st dung do6 1a hat. Hat ca chua duge cho
nay mam trong méi trudng cé bd sung cac néng
d6 dich nu6i ndm khéic nhau va danh gia kha
niang nay mam cta ching.

Két qua cho thiy ndng d§ dich nudi khac
nhau cé tic dong khac nhau lén sy ndy mam
cta cac giéng ca chua. Ty 1é nay mam cua ca
chua trén cid 03 giong nghién ctiu déu ti 1é
nghich véi néng d6 dich nuéi ndm Sclerotium
rolfsii b6 sung vao mdi truong. Khi b6 sung
100% dich nudi ndm, quan st trén ca 03 gidng
nghién ctiu déu khong nhan thay sy ndy mam
cua hat ca chua. Thi nghiém nay c6 két qua
tudng ddng véi tac gia Abdel va cong su (2007)
khi nghién chon dong ca chua chiu han théng
qua tac nhan giy stress la polyethylene glycol.
Két qua thi nghiém ciing cho thady, & nhiing
ndéng @ dich nuéi ndm dude b sung vao mbi
truong nudi cdy thap gay hién tugng tc ché kha
nang nay mam cua hat giéng ca chua, trai véi
hién tugng khi st dung dich nuéi nim
Sclerotinia sclerotiorum kiém tra d6 nay mam
cta hat cay huéng duong 6 nong dd thap dich
nuéi lai cé tac dong kich thich su ndy mam cta
hat (Klasnhikova va cong su, 2009).

Qua d6 chiing t6 dich nuéi ndm Sclerotium
rolfsii da c6 tac dung gy tc ché su nay mam
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ctia hat hay noéi cach khac 1a dich nudi ndm c6
doc tinh (Hinh 2).

3.3. Khao sat kha nang cam tng callus trén
cac moéi truong cé6 bo sung chit diéu tiét
sinh trudng ctia doan than tru duéi 1a mam
ca chua

Mbt trong nhiing hé théng t& bao duge su
dung phd bién trong chon dong t& bao thuc vat
12 mo seo (callus). Nghién ctu da tién hanh
khdo siat kha ning cam ting tao mo seo clia tru
duéi 14 mam ca chua trén cac méi trudng khac
nhau, nhim tim ra méi truong t6t nhat dé c6
thé tao ra s& lugng 16n callus phuc vu cho viéc
chon dong t& bao (Illepenyxa va cong su, 2008;
Ashwani va Shekhawat, 2009). Callus c¢6 thé
duge cam tng bdi su thay d6i cac thanh phin
moi truong va nbéng dd cac chat diéu hoa sinh
trudng, cting nhu phu thudc vao dé1 tugng
nghién ctiu, do 04 loai moi trudng duge cho ring
c6 kha ning tao callus t6t nhat (Chen va cong
su, 1999; Chaudhary va cong sy, 2001, 2007;
Zubeda va cong su, 2010) duge chon dé khao sat.

Két qua thi nghiém cho thay trong ca 04
cong thtic khao sat déu c6 ty 1é hinh thanh
callus 1a tuong déi cao tit 81% cho dén 92%
(Bang 4). Trong 04 mdi truong khao sat néu
trén, cong thic CT3 véi thanh phan MS+0,5mg/l
oaNAA+1mg/l BA c6 ty 1& tao callus cao nhat
ciing nhu dic diém cta callus 14 xanh x6p chiém
80% la phu hop nhat trong chon loc dong t& bao

%

Tv |1& nay mam o wvii ddi ching,

OHT 144
BHT 152
BF1T MOMNGAL

£

NGng dé dich nudinam, %

Hinh 2. Anh huéng ctia dich nudi nAm dén kha ning ndy mam ctia hat ca chua
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Bang 4. Anh hudng ctia méi trudng nudi cdy

dén kha nang cam tng tao callus ctia doan than tru duéi l4a mam clia ca chua

Déc diém callus

Ki hiéu N A Al s Ty & cdm (rng
. ; Thanh phan méi trwdong o ~ - ~
cong thirc (%) Xanh, x6p (%) Trang, x6p (%)
bC MS 0 0 0
CT1 MS+0,5mg/l 2,4D + 1mg/l BA 86 40 60
CT2 MS+0,1mg/l aNAA+1mg/l BA 83 50 50
CT3 MS+0,5mg/l aNAA+1mg/l BA 92 80 20
CT4 MS + I mg/l aNAA + 5mg/l BA 81 46,7 53,3

3.4. Anh huéng ctia dich nuéi dén kha ning
cam tng callus cia mau cay in vitro trén
moi truong cé6 bo sung dich nubéi nim
Sclerotium rolfsii

St dung mdi truong nudi cdy cam Gng tao
callus t61 uu MS+0,56mg/l aNAA+1mg/l BA lam
moéi truong nén cho viée tao callus, cac thi
nghiém da danh gia kha ning tao callus ctaa tru
dudi 14 mam ca chua trong méi trudng cé bd
sung dich nuéi ndm. Sau 6 tuan nudi cdy, ty 1é
cam 1ing tao callus ty 1é nghich v6i néng d¢ dich

nudi b6 sung vao méi trudng nudi cay, ty 16 mau
cdy chét ty 1é thuan véi nong d6 dich nudi d6i
véi cad 03 gibng nghién ctu. Khi b sung dich
nudi v6i néng do 30% theo thé tich vao moi
truong chon loc trén ca 03 giong déu khong cé
callus tao ra, cic miu cdy ban ddu tham den va
chét. Trong d6 khi bé sung dich nudi v6i nong do
25% giong F1 Mongal c6 kha nang cam tng tao
callus cao nhat (51,1%) va ty 1& miu chét thap
nhat (60%) so v6i 02 giong HT 144 va HT 152
(Hinh 3, 4).

100

90
80 -

i

70+
60 1.
50 1.

déi chimg, %

30 4|
20 {-f "
10 4-f -

SRR

Ty lé cam Ung tao callus so voi

5555

OHT 144
B HT 152
I “& @ F1 Mogal

IR

5% 10%

20%
Néng dé dich nudi ndm, %

25% 30%

Hinh 3. Anh huéng ctia dich nudi nAm dén kha ning tao callus ctia mAu cAy

120

, %

100

80

6i nAm

60

—e— HT 144
HT 152

40

---a-- F1 Mogal

20

Néng dé dich nu

5% 10%

20%
Ty 18 chét, %

25% 30%

Hinh 4. Anh huéng ctia dich nudi nAm dén ty 18 chét cia miu cdy
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Bén canh cac callus c6 kha ning tiép tuc
phat trién trong méi trudng chon loc thi cac
callus trudc khi ngiing phat trién thuong c6 hién
tuong gia héa, bién mau vang va tham den theo
thoi gian, cac callus nay bi dich nudi ndm gay tc
ché sinh truéng gidm stic song khéng sinh
trudng va chét.

3.5. Anh huéng cta dich nuéi ndm bénh
dén qua trinh trao déi chat phenol

Nhiing nghién ctu truéec day cting chi ra
ring su sinh téng hdp cac hop chéit phenol thay
ddi duéi tac dong ctia stress (Onennuenko va cong
su, 2006; 2007;
Kalashikova va cong su, 2009). Chung t6i cing

Tonuapyk va cOng sy,
nhan thay, khi nudi cay callus 6 diéu kién stress
(c6 b6 sung dich nudi ndm) cé su thay ddi trong
qué trinh sinh téng hgp phenol, thé hién & chd
noéng do cac hop chat phenol ting 1én 1o rét cho
tit ca cac giong nghién ctu. R4t c6 thé, khi nudi
cay dai ngay callus trong mdi trudng stress da
hoat ho4, kich thich hé théng bdo vé ctia thuc
vat, din dén viéc tang cudng sinh téng hop cac
hgp chat phenol ty nhién.

Két qua thi nghiém cho thdy nuéi cay trén
mbi trudng bé sung 5%, 10% v/v dich nudi ndm
ham lugng phenol téng s6 it c6 su bién d6i manh
trong thoi gian nuéi cdy 20-40 ngay, diéu nay cé
thé do kha ning tic ché ctia dich nudi ndm chua

Nguyén Thanh Hai

d@ manh dé kich hoat kha ning phong tht ¢ mé
t& bao thuc vat théng qua viée ting ham luong
phenol téng s6. Trong khi d6 chon loc trén moi
truong bd sung 20%, 25% v/v dich nudi nd&m, ham
luong phenol téng s6 bién d6i manh § giai doan
nudi cdy sau 30-40 ngay, diéu nay c6 thé do cac
hgp ch4t hoa sinh hoc phan ting chéng lai stress
sinh hoc dién ra trong qua trinh chon loc, vi du
nhu hinh thanh hop chét tich lay do trao d6i
chat, san xuit chat chéng oxi héa (Kalashikova
va céng su, 2009) lam ting ham lugng phenol
téng s trong callus ca chua (Hinh 5, 6, 7).

Chu ki IT ctia qué trinh chon loc nhan thay
rd su thich nghi clia t& bao ca chua véi méi
trudng c6 bé sung dich nudi ndm véi nong do cao
hon. Khi ting néng dd dich nudi b sung vao
moi trudng nudi cdy tu 5 1én 10%; tu 10 1én 15%
va ti 20 lén 25% ham lugng phenol téng s
trong callus ca chua tiép tuc tang 1én. Trong khi
d6 khi gift nguyén néng d6 dich nudi 25%, ham
lugng phenol téng s6 khéng thay déi nhiéu so
véi két thic chu ki I. Déc biét, ham lugng phenol
tong s6 trong callus ca chua sau chu ky II khéong
thay d6i khi ting néng d6 dich nudi ndm tit 20% 6
chu ky I 1én 25% & chu ky II so véi nong d6 dich
nuéi ndm & ca hai chu ky 1a 25%. Diéu nay, budc
dau chiing t8 su thich nghi cia t& bao callus ca
chua véi méi trucng c6 chtia dich nudi nadm gay
bénh trong qua trinh chon loc (Bang 5).

o 100 |
c
£ N X —5%
S / - -m- -10%
c
23 60 ' T
2 5 / —&— —20%
e _ = ——25%
o » E--————-— "~ ~77 = 4
5 gl & o = === = == e
g 20 i o # -
T 0

20 30 40Thei gian nuéi cy, ngay|

Hinh 5. Anh huéng ctia dich nudi ndAm bénh dén sy bién déi néng dé téng
cac hgp chat phenol trong mé callus (HT 144)
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Khao sat déc tinh clia dich nudi nAm Sclerotium rolfsii trén mé seo ca chua (Lycopersicon esculentumMill.) in vitro

o 100
[=
] %_/—X
s & / ——5%
g 3 60 b3 - .- - 10%
‘:”E 0 =R —20%
e _ _____ I S - —x—25%
5 5 Fo-sooooooos el e - °
£ —
z 0
20 30 40
Thoi gian nuéi cay, ngay
Hinh 6. Anh huéng ctia dich nuéi nAm bénh dén su bién déi
néng d6 téng cac hgp chat phenol trong mé callus (HT 152)
120
g X
e 100 X ——5%
g o 8 / - -m- - 10%
i;’ 60 — — =& —20%
o E S
§_~g 40 S . —x—25%
e 2 . cecansofpononsass —
]
T 0
20 30 40 .. . PO N
Thei gian nubi cay, ngay|
Hinh 7. Anh huéng cta dich nuéi nAim bénh dén su bién déi
néng d6 téng cac hgp chat phenol trong mé callus (F1 Mongal)
Bang 5. Anh huéng ctia néng dé dich nuéi va chu ki chon loc
dén ham lugng phenol tdng s trong callus ciia t& bao ca chua
Néng dé dich nudi
Tén gibng 5 %(1)-10% (11) 10 %(1)-20% (1) 20 %(1)-25% (1) 25 %(1)-25% (1)
Ham lwong phenol téng sb, mg/g
HT 144 23,91-32,17 28,04-43,96 42,39-88,91 87,17-90,00
HT 152 25,22-30,43 28,91-54,13 46,73-92,83 90,22-90,10
F1 Mongal 27,17-36,73 30,65-60,86 56,09-102,17 100,43-104,34

Ghi chi: I : chu ky I; II: chu ky I

pectinolytic, cellulolytic ¢6 kha ning thtiy phan
tinh bot.

Ty 1& ndy mam ctia hat ca chua ty 1& nghich
véi nong d6 dich nuéi ndm dude bé sung viao mébi
trudng, ¢ néng d6 100% dich nudi ndm hat ca

4. KET LUAN

Nuéi cdy 14c 1ong ndm giy bénh héo ri gbe
méc trdng & ca chua (Sclerotium rolfsii) trén méi
truong PBD trong 07 ngay la tdi vu trong viéc

thu dich nuéi ndm c¢6 doc tinh cao. Doc tinh cta
dich nudéi ndm khéng chi dugc tao nén bédi ca
acid oxalic ma con c6 mat cua cic enzyme

14

chua ctia 3 gidng nghién ctiu déu khoéng c6 kha
nang ndy mam. Ty 1& hinh thanh callus ty lé
nghich v6i néng d6 dich nudi ndm bé sung vao



mdi trudng nudi cdy, 6 nong d6 30% dich nubdi
ndm gay tic ché hoan toan kha ning tao callus
va gdy chét mau cay.

Ham lugng phenol téng s ctia callus tang
dAn trong qua trinh chon loc va ty 1& thuan véi
ndéng d6 dich nubi b8 sung vao méi trudng nudi
cdy. T€ bao callus ca chua da c6 biéu hién thich
nghi v6i méi trudng chon loc, § néng dd dich
nudi 25% trong chu ki chon loc IT da thay su 6n
dinh ctia ham lugng phenol tong s6.
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