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TOM TAT

Tra hoa vang (Camellia sp.) la cay dwoc liéu quy chira nhidu hop chét cé hoat tinh dwoc ly 6 kha nang chéng
viém, phong va diéu tri ung thw. Tra hoa vang cling dwoc s& dung nhw la cay canh do hoa c6 mau vang, sang, dep
dac trng. Nghién ctru nay da xay dwng thanh céng quy trinh nhan nhanh in vitro cay tra hoa vang dwoc thu thap tai
huyén Ba Ché, tinh Quang Ninh, Viét Nam. V4t liéu ban dau tét nhat dwoc xac dinh 1& qua tra hoa vang. Qua duoc
khtr triung vé&i dung dich NaOCI 7% trong thoi gian 30 phat sau d6 dwoc tach lay hat va gieo trén méi trung MS bd
sung 1 mg/l BA va 3 mg/l GA3; d& hat ndy mam, tao chdi. Chéi in vitro dwgc nhan nhanh trén méi trudng MS + 5 mg/|
BA + 1 mg/l GA3 + 300 ml/l nwéc diva + 30 g/l sucrose + 7 g/l agar cho hé sé nhan 4,7 |an/chéi, chat lwong chéi tot.
Cac chdi sau d6 dwoc cly chuyén 1&n méi trwong 1/4 MS + 0,5 mg/l o - NAA + 2 mg/l IBA + 30 g/l sucrose + 7 g/l
agar dé tao cay hoan chinh véi ty 1& ra ré 100%. O giai doan vwén wom, cay tra hoa vang in vitro dwoc trong trén gia
thé cat dat ty 1& séng 93,75% sau 12 tudn ra cay. Cac két qua nghién ctru nay c6 thé dwoc ap dung cho muc dich
nhan nhanh va béo ton giéng tra hoa vang tai Ba Ché - Quang Ninh.

T khoa: Camellia sp., nhan nhanh in vitro, tra hoa vang.

Establishment of In vitro Propagation Protocol for Golden Camellia (Camellia sp.)

ABSTRACT

Golden camellia (Camellia sp.) is a medicinal plant containing a wide range of pharmacologically active
compounds that can be used in anti-inflammatory, prevention and treatment of cancer. Golden camillia is also used
as an ornamental plant because of its bright yellow flowers. This study successfully established in vitro
multipropagation protocol of Camellia sp. collected at Ba Che district, Quang Ninh province, Vietnam. Unopened
fruits were identified as the best initial material. Unopened fruits were surface sterilized with 7% NaOCI solution for 30
minutes. Seeds were then placed on MS medium supplemented with 1 mg/l BA and 3 mg/l GA; for germination.
Shoots were multiplied on MS media containing 5 mg/l BA + 1 mg/l GA3z + 300 ml/I coconut water + 30 g/l sucrose + 7
g/l agar. The rate of shoot multiplication was 4.7 shoots per explant. The shoots were then transferred onto medium
of 1/4 MS + 0.5 mg/l o-NAA + 2 mg/I IBA + 30 g/l sucrose + 7 g/l agar for rooting. At the nursery stage, in vitro plants
were grown in sand and reached the survival rate of 93.75%. The established protocol can be applied for
multipropagation and conservation of the golden camellia.

Keywords: Camellia sp., golden camellia, in vitro propagation.

1. DAT VAN DE tam do chtia nhiéu hgp chat c¢6 hoat tinh dugc Ly

Tra hoa vang (Camellia sp.) 1a thuc vat hat c6 vai tro quan trong trong phong chéng ldo ho4,
kin thuoc ho ché (Theaceae). Bén canh gia tri ung thu (Song et al., 2011; Batra & Sharma,
lam cay canh, tra hoa vang dudc d#c biét quan 2013; Lin et al., 2013).
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Tai Quang Ninh, trd hoa vang (Camellia
sp.) von 1a loai cAy moc tu nhién 6 Ba Ché va
Hoanh B6. Do la cay dugc liéu quy, c6 gia tri
kinh t€& cao nén tra hoa vang bi khai thac gan
nhu can kiét trong khi kha ning tai sinh ngoai
tu nhién kém. Chinh vi vay, cdn phai c6 bién
phap gép phan bao tén ciing nhu phat trién
giéng tra quy nay tré thanh san phdm mii nhon
cua dia phuong.

Cac phuong phap nhin giéng nhu gidm
canh, ghép canh va ghép cdy con da dudc su
dung véi muc tiéu nhan nhanh ciy giéng tra
hoa vang. Tuy nhién, cac phuong phap nay cé
nhiéu han ché& nhu: hé s6 nhan thap, khong c6
s&n vat liéu tréng thich hop, phu thudc vao thdi
vy, ti 1é séng 6 vuon uom thap, ty 1& canh ra ré
thap, thoi gian ti khi gidm canh téi khi ra ré
kéo dai (Klee et al., 1987; Kuhlemeiere et al.,
1987; Hooykaas & Schilperoort, 1992; Smith &
Hood, 1995; Mondal et al., 2004). K§ thu&at nhan
giéng vo tinh in vitro cho phép nhan nhanh cay
gidng véi hé s6 nhan cao, ciy giong dong déu, cb
thé cung cdp mot cach chi dong sé khic phuc
dugc nhiing han ché cta cac phuong phap nhan
giong ké trén.

Nhan giéng in vitro mot s6 loai thudc chi
Camellia nhu Camellia japonica, C. reticulate,
C. sinensis va C. nitidissima da dudc thuc hién
(Li et al., 2013; Mondal, 2014). Tai Viét Nam,
nghién cttu nhan gidng vd tinh in vitro tra hoa
vang sé gép phan cung cadp cdy gidng phuc vu
san xudt, giam tinh trang khai thac duge liéu
quy nay ngoai tu nhién ciing nhu gép phan bao
tén ngudn gen loai tra quy nay.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Vat liéu nghién ctru

Nghién c@tu nay st dung cac mau cdy la
doan canh banh té mang mét ngt, 14, nu hoa va
qua cay tra hoa vang (Camellia sp.) thu thap tai
Ba Ché, Quang Ninh. Qua tra thu ¢ thoi ki bat
dau chin, qua chua mé va hat da chuyén hoan
toan sang mau den. Cac chdi in vitro thu dudc
ti giai doan vao mau, nudi cdy khdi dong sé
duge st dung lam vat liéu nghién ctu cho cac
thi nghiém tiép theo.
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2.2. Phuong phap nghién cttu

Khi trung mau: Mau cay dudc rtia sach
duéi voi nube may, sau d6 ria lai trong nudc xa
phong néng do 0,01% trong 3 - 4 1an, mdi lan 5
phit va dude trang lai bang nudc cit vo trung.
MAu sau d6 dugc ngdm trong dung dich KMnO,
1% trong 10 phtt va trang 3 - 4 1an bing nudc
cat vo trung. MAu sau khi rta sach dugc dua
vao tu cdy vO trung, ngdm trong dung dich
ethanol 70% trong 1 phit va dudc trang lai bing
nuéc cat vo trung 3 - 4 1an (Gorbatyuk et al.,
2015). Cac méu sau dé dugce lac trong hoa chat
khi trung HgCl, 0,1% hoac H,0, 15% hoic
NaOCl 7% trong 5 - 30 phut (Bang 1, 2) va cubi
ciing dudc ria lai bang nuée cat vo triung 3 - 4
lan. D& véi mau qua tra, sau khi khi trung,
qua tra dugde tach bo vo dé thu 14y hat. MAu c4y
sau khi trung dugc cdy trén moi truong MS
(Murashige & Skoog, 1962).

Nuéi cay khdi dong: Hat tra hoa vang dugc
nudi cay trén moi trusng MS bé sung BA va GA,
dé kich thich qué trinh nay mam va sinh trudng
ctua chéi (Bang 3). Cac chéi in vitro nay sau dé
sé& dudce st dung lam vat liéu cho giai doan nhan
nhanh chdi.

Nhan nhanh chéi in vitro: Chéi cé chiéu cao
t 2,0 - 2,5 cm va 2 - 3 14 dudc st dung lam vat
liéu cho thi nghiém danh gia anh hudng cia nén
moi trudng dén hé s6 nhan nhanh chéi. Cac méi
truong nén dudge st dung trong thi nghiém nay
12 méi truong MS, 1/2 MS (ham ludng cta tat ca
cac thanh phan giam mdt ntia so véi moi trudng
MS), mo6i truéng WPM (Lloyd & McCown, 1980),
moi trudng 1/2 WPM (ham lugng ctia tit ca cac
thanh phin giam mot nta so véi moi trudng
WPM). Cac choi sau d6 dugc nudi cdy trén moi
trudng nén t6t nhat c6 bé sung cac chit diéu tiét
sinh trudng va nuéc dia véi cac nong dd khac
nhau (Bang 5, 6).

Tao ré cho chéi in vitro: Cac chdéi cé chiéu
cao 3,5 - 4 cm c¢6 tu 3 t6i 5 14, sinh trudng va
phat trién binh thudng dudc cdy chuyén sang
mbi trusng cé thanh phan MS thay d6i (MS, 1/2
MS, 1/4 MS), ¢6 b6 sung 0,5 mg/l a - NAA va 2
mg/l IBA dé kich thich tao ré.
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Mbi truong va diéu kién nubi cdy in vitro:
St dung méi trusng MS hosic WPM c¢6 bd sung
3% sucrose, cac chat diéu tiét sinh trudng, hop
chat hitu co khac nhau tuy theo thi nghiém, pH
moi trudng 5,8. Cac mdi trudng duge khi trung
¢ 121°C trong 20 phit. Diéu kién nudi cdy gom
cudng @6 anh sang 2.000 lux, do 4m 60%, nhiét
do 25 + 2°C, chu ky chiéu sang 16 h sang/8 h t6i.

Ra cAy ngoai vucn uom: CAy in vitro hoan
chinh, khée manh, c6 chiéu cao dat tit 6 - 8 cm
dude rtia sach agar va trong trén 4 loai gia thé
khac nhau. St dung gia thé 1a d&t doi ting B 14y
tai riing Hoanh B, Quang Ninh (Nguyén Nhu
Ha va cs., 2005), trau hun, xo dua, cat (cat song
Hoéng). Gia thé duge xt 1y bang KMnO, 1 - 2%,
sau d6 déng vao chau nhya 40 x 70 cm. Cay duge
dit trong nha ludi, che phu bang nylon va luéi
che ram. Luéi che rAm c6 kha ning can 70% anh
sang. Tudi nude giit 4m 3 lan/ngay trong thang
dau tién va 2 lan/ngay tu thang thi 2. Tudi thic
bang phan bén vi sinh MT dudc san xuat bdi
Cong ty c¢6 phan Néng nghiép MTX Viét Nam, véi
lugng 10 - 15 kg/360 m? ridc déu phan xung
quanh goc tusi nuée di &m cho phan ngdm dan,
phan bén qua 14 pha 5 - 10 g/8 lit nuéc phun déu
trén 14, than va sung quanh goc, phan bén Nano
NPK HP 666 ctia Cong ty san xudt phan bén Hai
Phong, dang vién dugc bén déu duéi goc véi lugng
14 tai nhoé/chau 40 x 70 cm, sau 15 - 20 ngay
chuyén cdy ra vuon uom véi néng d6 tang dan ti
0,4 - 1%, dinh ky 10 ngay/lan.

B& tri thi nghiém va xt 1y s6 liéu: Cac thi
nghiém trong phong thi nghiém dugc bd tri theo
kiéu nglu nhién hoan toan, mdi cong thic nhic
lai 3 1an, m6i l1an 10 mAu. Cac thi nghiém ngoai
vuon uom dudc bd tri theo khéi ngau nhién day
dd, mdi cong thtc nhic lai 3 1an, mdi lan 100
mau, theo ddi sau 12 tuan ra cay. S6 liéu dugc
xt 1y théng ké theo chuong trinh Excel va
IRRISTART 5.0.

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Tao vat liéu khéi dau

Khi tién hanh nghién cttu mét quy trinh
nhan nhanh cta bat ki d6i tugng cay tréong nao
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ciing can phai c6 mot s6 lugng 16n mau khdi dau
v6i chat lugng dong déu. Do vay, viéc xac dinh
loai mau cay va ché& d6 khi trung pht hgp c¢6 vai
tro quan trong trong viéc tao dugc cac vat liéu
ban dau cho nghién ctiu. Cac vat liéu nay phai
dam bao sach vi sinh vat va c6 kha ning phat
sinh hinh thai nhu tao chdi, callus hay phoi.
Trong nghién ctiu nay, cac vat liéu va ché& do
khtt trung khac nhau da dugc khao sat nham
tim ra vat liéu va diéu kién khi trung cho ti 1é
bat chéi cao va chéi hinh thanh sém.

3.1.1. Anh huéng ctia héa chat va thoi gian
khi trang t6i hiéu qua tao vét liéu khéi diu
Poan canh mang mét ngt duge st dung phd
bién trong giai doan tao vat liéu khdi dau trong
nudi cdy md t& bao thuc vat. Trong nghién ctu
nay, két qua xt 1y doan canh mang méit nga véi
cac hoa chat véi thoi gian khii trung khac nhau
cho thay ti 16 mau bi nhiém n&m kha cao (Bang
1). Khi thoi gian khii trung tdng 1én thi mau bi
nhiém ciing giam xudng nhung van con kha cao,
khoang 60 - 65% véi mau da dugc xt 1y trong 30
phut. Ti 1é nhiém ndm cao nay c6 thé do trong
than ciy tra hoa vang trong ty nhién c¢6 ndm noi
sinh va cong sinh gidng nhu cay tra C. japonica
(Osono, 2008). Do vay, khi ting thoi gian xu
1y, hoa chét khi trung c6 thé thim thau vao
bén trong mau, lam gidm ti 1& nhiém nim
xuéng nhung van khong thé tiéu diét dudc
hoan toan ndm nodi sinh va cdng sinh bén
trong. Tuy nhién, viéc ting thoi gian khi trung
c6 thé lam giam ti 16 sdng ctia miu (Danso et
al., 2011). Trong nghién ctiu nay, khi thoi gian
khti trung ting lén ciing khién ti 16 mau séng
gidm xudng va cac mau sach thu dugc ciing
khong c6 mau nao cé kha ning bat dudge choi.
Két qua thi nghiém téng hdp bang 1 cho
thdy, tdt ca mau cdy sau khi trung bing ba
chat khu trung khac nhau déu chua tai sinh
tao choi. Mac du vay, mau cdy sau khi khu
triang bing NaOCI c6 biéu hién khée manh, c6
stic song hon cac chat khi trung khac nhu H,0,
15% va HgCl, 0,1%. Nhu vay, mic du da su
dung t6i ba tdac nhan kht trung va 5 thoi
gian kht trung khac nhau, viéc tao ngudn
vat lidu ban diu sach vi sinh vat (dac biét 1a
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Bang 1. Hiéu qua tao nguén vat liéu ban dau tit doan canh mang mat ngt

Thoi gian khr

Chét khtr tring friing (phit)

TP 1& mAu nhidm (%)

Ti 1&@ mau sach vi sinh vat tai

Ti Ié mau song (%) sinh tao chdi (%)

NaOCl 7% 10 100
15 100

20 90

25 80

30 60
H202 15% 10 100
15 100

20 80

25 70

30 65
HgCl, 0,1% 10 100
15 100

20 80

25 75

30 60

95
85
65
35
15
90
80
55
45
20
85
75
55
35
15

O O O O O O O O © o o o o o o

Ghi chi: Bang két qua dua trén s6 liéu dugc thu thap sau 8 tuin nudi ciy

Hinh 1. Poan canh mang mit ngu dugc khit trung

bang NaOCl 7% bi nhiém ndm sau 1 tuin nudi cay

nam) ti doan canh mang mat ngu cla cay tra
hoa vang 12 khéng c6 tinh kha thi.

3.1.2. Khao sat su tai sinh cua cac loai vat
liéu nuéi cdy t6i hiéu qua tao nguén vat
liéu ban diu

Sau khi tao vat liéu khéi dau tit doan canh
khong thanh céng, cac loai mau cay khac gom
14, nu hoa va hat dudc tiép tuc thi nghiém.
Khao sat ban dau cho thay, so véi H,0, 15% va
HgCl,0,1% thi NaOCl 7% cho ti 16 mau séng cao
hon. Khi trang doan canh véi H,O0, 15% va
HgCl, 0,1% lam mau cady bi hoa nau (két qua
khéng dugc trinh bay). Chinh vi vay, 6 thi

nghiém nay NaOCl 7% dudc st dung dé khi
trung vat liéu.

S6 liéu bang 2 cho thay, viéc khi trung
bing dung dich NaOCl 7% trong thdi gian ti 5
phut dén 30 phit khong mang lai hiéu qua tot
v6i vat liéu 14 va nu hoa. Khi dugdc xi 1y trong
thdi gian ngén tit 5 - 10 phit, cac mau 14 va nu
hoa van con xanh, tuci nhung lai bi nhiém n&m.
Tuy nhién, khi tang thoi gian khti trang lén thi
ti 16 mau c6 hién tugng thAm den, héo kho, va
chét tang 1én. Sau 2 ngay nudi cdy, nhiéu mau
bit dau xudt hién hé sgi ndm mau tréng. Toan
bd vat liéu 14 va nu hoa sau khi trung khong c6
kha ning phat sinh tao choi.
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Bang 2. Anh hudng clia vat liéu nubi cdy t6i hiéu qua tao ngudn vat lidu ban dau

Vat liéu khir trung Thoi gian khr trung

Ti 1& m&u nhiém (%)

Ti 16 méu séng (%) Ti Ié mau sach vi sinh vat tai

(phat) sinh tao chdi (%)
La 5 100 100 0
10 100 80 0
15 85 75 0
20 65 45 0
25 40 10 0
Nu hoa 5 100 100 0
10 100 85 0
15 70 65 0
20 65 40 0
25 50 20 0
Hat 10 66,7 100 33,3
15 53,3 100 46,7
20 20,0 100 80,0
25 6,7 100 93,3
30 0,0 100 100

Ghi chii: Bang két qua dua trén s6 liéu thu thap sau 8 tuAn nudi cAy

Bang 2 ciing cho thay, trong khi viéc khi
tring mau 14 va nu hoa gip nhiéu khé khin thi
viéc st dung hat tra hoa vang lai cho két qua
kha quan. Ti 1é hat sach vi sinh vat dat thap
nhat 14 66,7% véi ti 1& ndy mam 33,3% khi qua
duge kht trung trong 10 phut. Khi ting thoi
gian kht trung thi ti 1&é nhiém giam, ti 16 mau
sach nay mam ciing tang lén. Hat thu ti qua da
dugce khit trung v6i NaOCl 7% trong 30 phiit cho
ti 16 nhiém 14 0% véi 100% mAau séng va nay
mAam sau 8 tuin nudi cdy. Trong nhan giéng in
vitro cac loai thudc chi Camellia, nhiéu nghién

ctiu cling da st dung hat lam vat liéu cho nuéi
cdy khdi dong, ching han nhu nhan nhanh in
vitro C. sinensis (Mondal et al., 1998) hay C.
piquetiana (Nguyén Van Két va cs., 2014).
Trong nghién citu cia nhém tic gia Mondal et
al. (1998), hat C. sinensis dugc khi triing bang
NaClO 4% trong 10 phit. Trong khi d6, Nguyén
Van Két va cs. (2014) da khia trung hat C.
piquetiana bang Ca(OCl), 7% trong 20 phiit.
Thoi gian khi trung 6 ca hai cong bd trén déu
ngin hon so véi cong thic tét nhat ¢ nghién citu
nay (30 phit), tuy nhién, cac cong bo nay lai

Hinh 2. CAy ndy mam tit hat tra hoa vang dudc khi tring
bang NaOCl 7% sau 12 tuAn nudi cAy
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khong dé cap dén ti 1é nhiém ctia mau. Nguyén
Vian Két va cs. (....) dd xac dinh ti 1é ndy mam
cta hat C. piquetiana 30 ngay tudi dat 100%
sau 60 ngay nudi cdy. Ti 1é nay tucong duong véi
ti1é ndy mam cua cong thic t6t nhat 6 nuoi cay
nay. Tu cac két qua trén, c6 thé két luan ring
vat liéu to6t nhat cho nudi cdy khdéi dong 1a hat
dugce thu ti qua tra hoa vang chua md, duge khii
trung v6i NaClO 7% trong 30 phuit.

3.1.3. Anh hudng cta té6 hop BA va GA, téi
qua trinh nady mam cua hat tra hoa vang

Thi nghiém trén da chi ra hat 1a vat liéu tot
nh&t cho nudi cay khdi dong. Ché do khi trung
to6t nhat cho hat ciing da dugc xac dinh. Tuy
nhién, thoi gian ndy mam va téc d6 phat trién
ctia chdi con tuong doi dai. Viéc bd sung chat
diéu tiét sinh trudng dé kich thich ndy mam ctia
hat va sinh trudng ctia chdi trong nuéi cay mo la
kha phd bién. Trong nghién ctu nhan nhanh
cay C. nitidissima, Huang et al. (2016) da tién
hanh danh gia anh hudng riéng ré ctia BA va
GA, lén su nay mam cua hat. Nhém tac gia trén
da st dung méi trudng MS cé b6 sung BA véi
néng @6 1,0 va 3,0 mg/l va GA, v6i nong d6 0,5
va 1,0 mg/l. Ti 1é ndy mam cta hat trén méi
trudng tuong tng la 40,7%, 61,5%, 52,8% va
82,4%. Chiéu cao trung binh cua chéi trén moi
truong bé sung 1,0 mg/l GA; 1a 1,53 cm sau 60
ngay nudi cdy. Dya vao két qua ctia cong bd
trén, nghién ctiu nay da tién hanh danh gia anh
hudng cta t6 hop BA va GA, dén su nady mam
cua hat tra hoa vang.

Nguy&n Van Huén, Tran Van Lin, Nguy&n Thi Thuy Linh

Két qua bang 3 cho thay, ti 1é hat tra hoa
vang nay mam trén tdt cd cac cong thic la
100%, chiéu cao va so la/chdi ti 1& thuan véi
néng do6 GA, dugc bs sung vao méi trudng. Trén
nén méi trudng MS + 1 mg/l BA, khong bd sung
GA, cho chiéu cao chéi trung binh dat 0,6 cm va
s6 1a/choi 1a 3,4 14, trong khi d6, cac cong thiic co
b6 sung GA; vao mdi trudng déu lam ting chiéu
cao choi, s6 1a/chdi. Méi truong MS + 1 mg/l BA
+ 3 mg/l GA, cho chéi sinh trudng phat trién tot
nh&t, chiéu cao trung binh dat 2,5 cm, 4,6
la/chdi, 14 ¢6 ban to dep, gan 14 rd rang, mép la
hinh rang cua, 14 moc ciach véi khoang déu
nhau. Khi hat duge gieo trén méi trudng dudc bo
sung 1 mg/l BA va 5 mg/l GA, thi chéi xu4t hién
bién dang, than va 14 phinh to, 14 mong, mép la
nhén, khong c6 gin la. Bén canh d6, viéc bo
sung thém GA, giip rat ngin thoi gian nay
mAam cua hat, chi con 15 - 21 ngay so véi 30
ngay trén modi trudng chi chia 1 mg/l BA. Thai
gian nay mam cua hat dudc nudi cdy trén moi
trudng c6 b sung 1 mg/l BA va 3 mg/l GA,
tuong duong véi hat dudec nudi cdy trén moi
trudng c6 bo sung 1 mg/l BA va 5 mg/l GA,. Nhu
vay, so sanh vé cac chi tiéu dugc dé cap trén
bang 3 thi méi trudng c6 bé sung 1 mg/l BA két
hop 3 mg/l GA; va mdi trudng bé sung t6 hop 1
mg/l BA va 5 mg/l GA, cho hiéu qua tuong
duong, ngoai trit chi tiéu chiéu cao chéi. Tuy
nhién, do chdi trén moéi trudng bd sung 1 mg/l
BA va 5 mg/l GA, c6 kiéu hinh di dang nén MS
+ 1 mg/l BA + 3 mg/l GA; dudc lya chon la cong
thtic t6t nhat d thi nghiém nay.

Bang 3. Anh huéng cta t6 hgp BA va GA, t6i sw ndy mam cta hat tra hoa vang

Thoi gian ndy mam

Congthie  BA (mgll)  GA; (mg/l) (ngay) Tilé ndy mam (%)  Chiéu cao chdi(cm)  Sé la/chdi
Bc 1 0 30 100 0,6 3,4
1 1 1 21 100 1,9 3,6
2 1 3 15 100 2,5 4,6
3 1 5 15 100 3,3 4,7
LSDg,05 0,14 0,15
CV% 3,4 1,9

Ghi chi: Bang két qua dua trén s6 liéu dugc thu thap sau 8 tudn nudi c4y.
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A

C

Hinh 3. Anh huéng cta t6 hgp BA va GA; t6i qua trinh nady mam cua hat tra hoa vang

Ghi chu: A. Phoi hat trén méi truong b6 sung 1 mg/l BA; B. Phoi hat trén méi truong bé sung 1 mg/l BA + 1 mg/l GAy; C. Phéi

hat trén méi truong bd sung 1 mg/l BA + 3 mg/l GA,

3.2. Nhan nhanh chdi

3.2.1. Anh hudng ctia nén méi truong téi
qua trinh sinh trudng cia chéi in vitro caiy
tra hoa vang

MGbi loai, giong va loai vat liéu c6 nhu cau
dinh duéng khac nhau, chinh vi vay, thi nghiém
nay dudc thuc hién nham tim ra moéi trudng nén
phu hop cho nudi cdy in vitro tra hoa vang Ba
Ché. Sau 8 tuan nubi cdy trén moéi trudng 1/2
WPM, chéi sinh trudng thap nhat, chi dat chiéu
cao trung binh 14 2,1 cm, s6 14 trung binh 14 1,3
la/chéi, chdi manh, 14 nho, dai, hé s6 nhan chi
dat 1,0 14n. Trén nén mdi trudsng WPM, hé s
nhan chdi va cac chi tiéu chiéu cao, sd 14 c6 ting
so v6i moi trudng 1/2 WPM nhung chéi van nho,
manh, 14 nho, dai va xoan. Chéi dudc cay trén
moi truong 1/2 MS c6 chat lugng té6t hon moi
truosng WPM, ¢6 kich thuée trung binh, 14 binh
thuong, khéng xoan, tuy nhién chiéu cao ciing
nhu s6 14 thap hon méi truong MS. Trén méi
truong MS, chéi sinh trudng va phat trién tot
nhat va cho cac chi tiéu theo di déu vugt troi so

v6i 3 méi truong khac. Cu thé, hé s6 nhan dat
1,2 1an, s6 14 trung binh dat 3,3 1a/chdi, chiéu
cao trung binh chéi dat 3,1 cm/chdi.

Nhiéu nghién ctu trén cac ddi tugng khac
nhau thudc chi Camellia da chi ra rang moi
truong MS 12 phu hdp cho su sinh trudng cta
chéi. Cu thé, Nakamura (1987) da két luan ring
moi truong MS 14 t6t nhat cho sy nhan nhanh
chdi C. sinenesis khi so sanh véi cac mdi trudng
nén khac bao gébm moi trudng B5 (Gamborg et
al., 1968) va moi truong Nitsch & Nitsch (1969).
Truée do6, Carlisi & Torres (1986) cling chi ra
réang moi truong MS va 1/2 MS 14 moi truong tot
nhét cho nuéi cady C. japonica. Tuy nhién, theo
nghién ctiu caa Vieitez et al. (1989), C. japonica
cv. Alba Plena lai ¢6 kha nang tai sinh kém trén
moi truong MS. Nguyén Vian Két va cs. (2014)
cling da tién hanh nghién ctu vé su sinh trudng
cua choi C. piquetiana trén 5 loai nén mdi
truong khac nhau MS, 1/2 MS (da lugng), 1/2
MS (da lugng + vi lugng), WPM, 1/2 WPM. K&t
qua cho thay nén moéi truong WPM la thich hop
nh&t cho su sinh truéng va phat

Bang 4. Anh huéng ctia moi truong nén t6i su sinh trudng ctia choi tra hoa vang

Caéng thirc Nén moéi truéng Hé sb nhan chéi (1&n) Chiéu cao chéi (cm) Sé la/chéi (1a)
1 MS 1,2 3,1 3,3
2 1/2 MS 1,0 2,2 21
3 WPM 1,1 2,9 2,2
4 1/2 WPM 1,0 2,1 1,3
LSDg,05 0,1 0,2 0,19
CV% 4,5 3,8 4,2

Ghi chi: Bang két qua dua trén s6 liéu dugc thu thap sau 8 tuin nuéi ciy
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trién cta chéi. Bén canh d6, San - Josee &
Vieitez (1990) cling da tién hanh nghién ciu
anh hudng clia nén méi truong téi su sinh
trudng va phat trién ctua cay C. reticulate in
vitro va ciing két luan nén méi truong WPM 1a
phi hop cho su phat trién cta ciy ché nay. Cac
két qua nghién citu trén chiing t6 cac loai thudc
chi Camellia thich hgp véi nén moéi trudng nudi
cdy khac nhau va viéc nghién ctu tim ra nén
moi truong phu hgp cho tiing d6i tugng cay
trong 1a can thiét.

3.2.2. Anh huéng cia t6 hop GA, véi BA,
kinetin va zeatin té6i kha ning nhan nhanh
chéi in vitro cay tra hoa vang

BA, kinetin va zeatin 1a cac chat diéu tiét
sinh trudng thudc nhém cytokinin dude biét dén
véi tac dung kich thich su phan chia té& bao, anh
hudng dén sy hinh thanh va phan héa co quan
ctua thuc vat, déac biét 1a su phan hoéa chéi. Do
vay, cac chat diéu tiét sinh trudng nay dudc st
dung kha phd bién trong nhan nhanh in vitro

Nguy&n Van Huén, Tran Van Lin, Nguy&n Thi Thuy Linh

néi chung va cac loai thudc chi Camellia néi
riéng (Mondal, 2011; 2014). Bén canh d6, GA,
ciing thudng dugdc b sung vao méi trudng nudi
cdy nham nang cao hé s6 nhan choi va chat
lugng ctia chéi. Nong do GA, dude st dung phd
bién 14 1 mg/l (Mondal, 2011; 2014). Chinh vi
vay, 6 thi nghiém nay 1 mg/l GA, da dudc bo
sung vao modi truong cung v6éi BA hodc kinetin
hoic zeatin & cac nong d6 khac nhau nham xac
dinh sy anh hudng cta cac t6 hop chit diéu tiét
sinh trudng nay dén kha ning nhan nhanh chéi in
vitro cy tra hoa vang.

Kha ning nhan nhanh in vitro chéi cay tra
hoa vang trén méi trudng bé sung 1 mg/l GA,
(d61 chiing) 1a rat thap, véi hé s6 nhan chi dat
1,2 1an va chiéu cao chéi dat 3,1 cm, sau 8 tuan
nudi cdy (Bang 5). K&t hop gitia 1 mg/l GA, véi
BA d3 lam ting d4ang ké hé s6 nhan chéi va chiéu
cao chéi. Khi b sung 1 mg/l GA, va 2,5 mg/l BA
thi hé s6 nhan nhanh da dat 2,7 1an, chiéu cao
chéi ciing tidng rd rét, trung binh dat 3,9 cm.
Trén nén méi truong MS + 1 mg/l GA,, cang ting

Bang 5. Anh hudng ctia t6 hgp cac chat diéu tiét sinh trudng
t6i kha nang nhan nhanh choéi in vitro cay tra hoa vang

Cong thire Néng do (mg/l) Nong d6 GAs(mg/l)  Hé sb nhan chéi (IAn)  Chidu cao chdi (cm) S 1a/chdi (1)
Bc 0 1 1,2 3,1 3,3
BA 1,0 1 1,6 3,9 4.1
2,5 1 2,7 3,9 4.1
5,0 1 3,2 3,7 6,0
7,5 1 2,2 2,8 4,2
10,0 1 2,0 2,4 3,3
Kinitin 1,0 1 1,4 3,3 3,5
2,5 1 1,9 3,6 4.1
5,0 1 2,6 3,3 53
7,5 1 2,0 2,6 4,0
10,0 1 1,8 2,5 3,1
Zeatin 1,0 1 1,3 3,4 3,3
2,5 1 2,1 4,2 4,9
5,0 1 2,1 3,8 4.1
7,5 1 1,9 3,1 4,0
10,0 1 1,6 2,7 3,0
LSDo,05 0,1 0,18 0,14
CV% 3,1 3,3 2,0

Ghi chi: Bang két qua dua trén s6 liéu dugc thu thap sau 8 tuin nudi cdy
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tang néng do BA lén thi hé s6 nhan chéi cang
tang, nhung déng thdi chiéu cao trung binh chéi
lai gidam dan. Quan sat vé hinh thai chdi cho
thay, 6 cac mdi trudng d6i chiing va moi trucng
¢6 b6 sung thém BA véi néng d6 dudi 7,5 mg/l thi
chéi phat trién binh thuong, 14 dang ban dep,
dai, gén la r6 rang, mép la dang rang cua. Trong
khi d6, trén moi truong MS + 1 mg/l GA, c6 bo
sung thém 7,5 va 10 mg/l BA thi c6 su thay déi vé
hinh dang chdi va 14, chéi nhd kém phat trién, 14
cudbn tron, xoan khéng md ra duge. Nhu vay,
trong cac moi trudng thi nghiém nhim danh gia
anh hudng cta t6 hop BA va GA, dén nhéan
nhanh chéi in vitro tra hoa vang, mdi trudng
nudi cay thich hop dé nhan nhanh chéi tra hoa
vang la MS + 1 mg/l GA; + 5 mg/l BA.

C4c moi truong nhin nhanh in vitro ciy tra
hoa vang c6 chtia t6 hop 1 mg/l GA, va kinetin
cho két qua kha tot, nhung khong cao bing moi
trudng c6 bé sung GA, va BA téi vu. Méi truong
b6 sung kinetin da lam ting dang ké hé s§ nhan
chdi tir 1,4 - 2,6 1an va lam tang chiéu cao chéi
ciing nhu s 4. Khi nong d6 kinetin téng lén thi
c6 xu huéng ting hé s6 nhan chéi. Méi truong
MS + 1 mg/l GA; + 5 mg/l kinetin cho hé s6 nhan
chéi dat cao nhat 14 2,6 14n nhung chiéu cao chéi
trung binh lai ¢6 xu huéng giadm con 3,3 cm.

B6 sung zeatin cung véi 1 mg/l GA, da lam
tang hé s6 nhan, chiéu cao chéi trung binh va sé
la trung binh cao so véi d6i chiing chi bd sung 1

TS

A

mg/l GA,. Hé s6 nhan chdi dat cao nhat 1a 2,1
lan va chiéu cao chéi trung binh dat 4,2 cm trén
moi trudng MS + 1 mg/l GA; + 2,5 mg/l zeatin.
Khi tang nong d6 zeatin 1én 5 mg/l, 7,5 mg/l va
10 mg/l thi hé s6 nhan giam dan va chiéu cao
chéi trung binh cling giam dan. Két qua thi
nghiém cho th4y t6 hop zeatin véi GA, cho hiéu
qua nhan chdi in vitro ciy tra hoa vang l1a thap
hon so véi t6 hgp GA, v6i BA hoic kinetin.

Cac két qua trén cho thay, 6 thi nghiém
nay, moéi trudng nudi cdy MS + 5 mg/l BA + 1
mg/l GA, 1a pht hgp nhat, cho hé s6 nhan va cho
chat lugng chéi tra hoa vang Ba Ché tot nhat.
Chung loai va ndéng dd chat diéu tiét sinh trudng
phu hop véi cac d6i tugng cay tréong khac nhau
1a khac nhau. T8 hgp chét diéu tiét sinh trudng
BA va GA, trén nén méi truong MS ciing da
dugc lya chon dé tién hanh nhan nhanh mét s§
giong ché C. sinensis. Nakamura (1987) da phat
hién moi trudng thich hgp nhit cho nhan nhanh
chdi C. sinensis cv. Yabukita 13 MS + 1 mg/l BA
+ 1 mg/l GA,. Gonbad et al. (2014) nghién ctu
trén C. sinensis (L.) O. Kuntze (Clone Iran 100)
da két luan méi truong MS + 3 mg/l BA + 0,5
mg/l GA, 1a moi truong tét nhat cho giai doan
nhin nhanh. Trong khi d6, San - Jose & Vieitez
(1990) lai cho ring mdi truong WPM + 2 mg/l
BA + 2 mg/l zeatin + 2 mg/l 2 - iP + 0,01 mg/l
IBA 14 méi trudong phtt hgp cho nhan nhanh in
vitro cAy C. reticulate cv. ‘Captain Rawes’.

C

Hinh 4. Anh huéng ctia cac té hgp chat diéu tiét sinh truéng
dé&n kha nang nhan nhanh chéi in vitro tra hoa vang

Ghi chi: A. Chéi in vitro trén méi truong MS + 5 mg/l BA + 1 mg/l GA;; B. Chdi in vitro trén méi truong MS + 5 mg/l kinetin +
1 mg/l GAy; C. Chéi in vitro trén méi truong MS + 2,5 mg/l zeatin + 1 mg/l GA,
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3.2.3. Anh huéng cia nuéc dita téi kha
ning nhan nhanh chéi in vitro cdy tra hoa
vang

Nudc dua 1a mot loai dich chiét hitu cd c6
chua cac axit amin, axit hdu co, duong, ARN,
ADN. Dic biét trong nude dua co chua nhing
hop chdt quan trong cho nudi cdy in vitro la
myo - inositol, cac hgp chat co hoat tinh auxin,
cac glucozit cua cytokinin. Nghién ctGu cta
Shantz & Steward (1952) chi ra ring viéc bd
sung nude dua ¢6 tac dung kich thich qua trinh
nhan nhanh t& bao va md. Trong méi trucng
gieo hat va méi truéng nhin nhanh in vitro C.
sinensis ¢cv. TV - 1 va C. sinensis cv. T - 78
Agarwal et al (1992) va Jha & Sen (1992) da
bé sung thém 10% nudc dita cing mot s chat
diéu tiét sinh trudng. Thi nghiém nay dudc
thuc hién nham danh gia viéc b sung thém
nudc dita vao moi trudsng nhan nhanh tét nhat
thu dudce tu thi nghiém trén (MS + 5 mg/l BA +
1 mg/l GA,) c6 tac dung tich cuc dén hiéu qua
nhan nhanh chdi in vitro tra hoa vang Ba Ché
hay khéng. K&t qua dudc trinh bay 6 bang 6.

Két qua s6 liéu trén bang 6 cho thay, trén
cong thic d6i ching (MS + 5 mg/l BA + 1 mg/l
GA,, khéng bd sung nude dira), chdi c6 kich
thuéc trung binh, 14 binh thuong, khong xo#n,
hé s6 nhan chéi dat 3,2 1an, chiéu cao trung
binh va s6 14 1an lugt 1a 3,7 cm va 6,0 la/chdi.
Khi b6 sung nuéc dita véi ndong do tang dan theo
tiing cong thiic thi hé s6 nhan va chiéu cao choi
trung binh ting dan déng thoi chat lugng choi

Nguy&n Van Huén, Tran Van Lin, Nguy&n Thi Thuy Linh

ciing dudc cai thién, choi to hon, map va la xanh
non hon. Hé s6 nhan va chiéu cao chéi trung
binh vugt tréi hon hin so véi cac cong thiic khac
khi méi trudng duge bs sung 300 ml/l nuée dita &
cong thic nay cho hé s6 nhan dat 4,7 lan va
chiéu cao chéi trung binh dat 3,4 cm. Trong
cong thiic nay, chat lugng chéi ciing toét hon,
chdi to, khoe, 14 to, mau xanh dam hon. Khi bd
sung vao méi trudng v6éi ham lugng nude dua
16n hon da dan t6i hé s6 nhan va chiéu cao chéi
trung binh gidm, 14 nhanh vang, ciy sinh
trudng va phat trién cham hon cac cong thic thi
nghiém khac. Nhu vay, viéc bb sung nudc dita
vao moéi truong nudi cdy c¢6 anh hudng tich cuc
dén hé s6 nhan choi ciing nhu chat lugng cua
chéi in vitro. Méi trudng t6t nhat cho giai doan
nhan nhanh chéi 6 nghién céu nay 1a MS + 5
mg/l BA + 1 mg/l GA; + 300 ml/1 nuée dua.

3.3. Giai doan tao cAy hoan chinh

3.3.1. Anh hudng ctia ham Iluong méi
truong dén kha ning ra ré cua chéi in
vitro cdy tra hoa vang

Giai doan tao cAy hoan chinh 1a giai doan
cudi cling ctia qué trinh nhan giéng trong phong
thi nghiém. Muc dich cta giai doan nay la kich
thich su phat trién bo ré, tao ciy hoan chinh
truée khi dua ra vuon uom. Cac chat diéu tiét
sinh trudéng thuoéc nhém auxin nhu o - NAA,
IBA va thanh phan méi trudng dinh dudng gém
mudi da lugng, vi lugng va vitamin déng vai tro
quan trong trong giai doan nay. a - NAA va IBA

Bang 6. Anh hudng cua nuéc dita t6i kha nang nhan nhanh chéi in vitro ciy tra hoa vang

Cong thire Nuwac dira (mifl) Hé sb nhan chdi (chdi)  Chiéu cao chdi (cm/chdi) Sé 1a (1a/chdi)

Bc 0 3,2 3,7 6,0

1 50 3,3 4,0 6,2

2 100 3,8 4,0 6,5

3 200 4,0 3,6 6,9

4 300 4,7 3,4 7,2

5 400 3,3 2,6 4,7
LS5y 0,11 0,16 0,35
CV% 1,7 2,4 3,1

Ghi chu: Méi truong nén: MS + 5 mg/l BA + 1 mg/l GA,. Bang két qua dua trén s6 liéu sau 8 tudn nudi cdy
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Bang 7. Anh huéng ctia ham lugng méi trudng dén kha nang ra ré

cua chéi in vitro cay tra hoa vang

Cong thirc Méi trweng Chét diéu tiét sinh trudng Tiléraré (%) So6ré(ca) Chiéu dairé (cm)
1 MS 0,5mg/l o - NAA + 2,0 mg/l IBA 0 0 0
2 1/2 MS 62,5 6,2 2,9
3 1/4 MS 100 14,0 3,5
LSDo,0s5 0,6 0,2
CV% 3,9 4,4

Ghi chi: Bang két qua dua trén s6 liéu thu thap sau 12 tudn nudi cdy

dudc st dung rat phé bién trong méi trudng tao
ré cho choéi in vitro Camellia. Bén canh d6, tac
doéng tich cuc cua viéc gidm ham lugng muéi
khoang ciing da dudc cong bo trong nhiéu nghién
ciu trén cac d61 tugng thudc chi Camellia
(Mondal, 2011; 2014). Dua trén cac cong bd nay
cung v6i cac thi nghiém thiam do truéec d6, thi
nghiém nay danh gia anh hudéng cua ham lugng
muéi khoang dén su ra ré caa choi in vitro tra
hoa vang Ba Ché trong moéi trudng c6 bé sung 0,5
mg/l a - NAA va 2 mg/l IBA.

S6 liéu bang 7 cho thay ciy tra hoa vang in
vitro khi nuéi cdy trén nén méi truong MS
khong cé su phat sinh hinh thanh ré. Quan sat
hinh thai cho thAy ciy sinh trudng phat trién
binh thuong nhung ré khéng dude hinh thanh.
Khi giam néng d6 méi trudng MS xuéng chi con
1/2 va 1/4 lugng dinh dudng khoang va vitamin
so v6i méi truong MS tiéu chuén thi cay tra hoa
vang in vitro da phat sinh ré. Ti 1& cdy ra ré
tang dan khi ham lugng dinh dudng khoang va
vitamin MS giam dan déng thdi s6 ré va chiéu
dai ré trung binh cling ting theo. 100% cay ra
ré trén moi truong 1/4 MS véi s6 ré trung binh
dat 14,0 ré va chiéu dai ré trung binh dat 3,5
cm. V& mit hinh thai, s6 lugng ré phat sinh
nhiéu, dai va nhanh hon 6 méi trudng nghéo
dinh dudng hon. DPéng thai khi cay in vitro ra ré,
cay sinh trudng khdée manh hon, 14 ciing cap,
khong di dang. Anh hudng tich cuc chia moéi
trudng nghéo dinh dudng dén su ra ré cua chéi
in vitro trong nghién cu nay la phu hgp véi
nhiéu coéng b6 vé méi trudng ra ré cho chdi in
vitro ctia cac loai thudc chi Camellia. Trong céc
cong b8 nay, nén méi trudng phd bién duge st
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dung 13 1/2 MS hay 1/2 WPM (gidm toan bd
thanh phan hoic chi gidm thanh phan khoang,
hoac chi giam thanh phan khoang da lugng
va/hosc thanh phan vitamin bién d6i) c6 hodc
khong bd sung thém chét diéu tiét sinh trudng
(Mondal, 2011; 2014). Theo nghién ciu cua
Molina et al. (2013), méi truong thich hgp nhat
cho giai doan ra ré cua C. sinensis1a 1/4 MS + 6
mg/l IBA. Mac du vay, mot s6 nghién ctu trén
Camellia van st dung méi truong day dua dinh
dudng trong giai doan ra ré& nhu MS va WPM.
Tuy nhién cac chéi in vitro nay déu da dudc
nhing véi dung dich IBA néng d6 cao (300 -
1000 mg/l) trong khoang 15 - 30 phit trudc khi
cdy vao mdi truong hodc nudi cdy trén moi
trudng c6 b6 sung IBA hoéc o - NAA néng dé cao
(5 - 100 mg/l) trong 7 - 10 ngay trudc khi
chuyén sang méi truong khéng bé sung chat
diéu tiét sinh trudng (Mondal, 2011; 2014). Ti 1&
ra ré cho chéi in vitro C. japonica cv. Alba Plena
dat 76% khi choi duge nhing trong dung dich
IBA 1.000 mg/l trong thoi gian 15 phit va sau
d6 dugdc nudi trén moi truong WPM & diéu kién
t61 trong 12 ngay trudc khi chuyén ra diéu kién
sang. Nghién ctiu ctia Jha & Sen (1992) da chi
ra rang trén méi truong MS (day da hoac giam
mét nlia thanh phéan) khéng bé sung hoic c6 bo
sung IBA (1 - 4 mg/l) thi chéi in vitro C.
sinensis cv. T - 78 khéng ra r&. Nhung khi dugc
nudi cdy trén moi trudng MS c6 bs sung 100
mg/l IBA trong 10 ngay va sau d6 chuyén sang
méi truong MS khong chtia chat diéu tiét sinh
trudng thi ti 1& ra ré dat 80 - 90%. Trong cac thi
nghiém khao sat da thuc hién 6 nghién ciu nay,
chdi in vitro tra hoa vang Ba Ché ciing da dugc
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Cay tra hoa vang in vitro hoan chinh

Hinh 5. Anh huéng ctia ham lugng méi trudng nudi cay t6i

qua trinh ra ré in vitro cay tra hoa vang sau 12 tuan nuéi cay

nhing vé6i IBA néng d6 cao (1.000 - 2.000 mg/l)
trong 30 phut va cdy 1én moi truéng MS khong
bé sung chéit diéu tiét sinh trudng nhung chdéi
khong ra ré (s6 liéu khong duge trinh bay). Nhu
vay, c6 thé thdy méi loai ¢6 phan tng khac nhau
doi véi cac diéu kién thanh phan dinh dudng,
chat diéu tiét sinh trudng. Trong nghién c@u
nay, chdi tra hoa vang Ba Ché ra ré t6t nhat
trén moi truong 1/4 MS c6 bs sung 0,5 mg/l o -
NAA + 2,0 mg/l IBA.

3.4. Thich nghi cay ngoai vuon uom

3.4.1. Anh hudng ciia gia thé dén kha ning
thich nghi cua ciy in vitro ngoai vuon vom

Tim dudc gia thé ra cay phu hgp 1a khau

quan trong trong qué trinh nhan giéng cay in
vitro do gia thé 1a mot trong nhitng nhan té
quyét dinh ti 1é séng va kha ning sinh trudng
cla cAy sau in vitro ngoal méi trudng tu nhién.
Thi nghiém dudc tién hanh trén 4 loai gi4 thé
khac nhau, két qua duge thé hién trén bang 8.
Két qua thi nghiém trén bang 8 cho thay ti
lé song dat tit 31,25 - 93,75% trén 4 loai gia thé,
trong d6 gia thé dat ddi cho ti 18 cay song va
sinh trudng thap nhit, gia thé cat cho ti 1é cay
séng cao nhat va cac chi tiéu sinh trudng kha
tot. Gia thé két hop gitia dat tAng B, trdu hun
va x0 dua (1:1:1) cho céc chi tiéu sinh trudng
cta cay la tot nhat, véi chiéu cao trung binh dat
11,3 cm va 2,7 14 méi/cay. Dat d6i tang B dé bi

Bang 8. Anh huéng cta gia thé dén kha ning thich nghi cta ciy in vitro ngoai vuon wom

Cong thirc Gia thé Tilé séng (%)  Chiéu cao cay (cm) S6 1a mai (14)

1 Cat 93,75 10,2 3,2

2 DAt doi 31,25 8,5 2,4

3 D4t tAng B, trdu hun, xo dtra (1:1:1) 82,25 11,3 2,7

4 DAt tAng B, trAu hun, xo dira (1:1:1) 56,25 9.4 2,1

va phan bén hiru co vi sinh MT

LSDg0s5 0,56 0,13
CV% 2,80 2,60

Ghi chu: Bang két qua dua trén s6 liéu thu thap sau 12 tuén ra cy
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Cay tra hoa vang ngoai vwon wom

Hinh 6. Anh hudng cta gia thé t6i kha nang thich nghi ciy in vitro
ngoai vuon wom sau 12 tuan nudi ciy

bi chat sau khi tuéi nuéec nhiéu lan lam anh
hudng dén quéa trinh hé hap, 14y dinh dudng va
phat trién hé ré cdy con din t6i két qua la ti 1é
séng cta cdy con giam. Gia thé cat thoat nudc
t6t, khong qua 4m gidp cho ré hé hap tét hon,
thich nghi va phat trién nhanh dan téi ti 1é cay
séng cao. Gia thé 1a dat tang B két hop véi trau
hun, xo dita hodc phan bén hiiu co vi sinh cho ti
1é song kha cao nhung trong qua trinh chdm séc
cdy dé nhiém n&dm bénh lam cho ré ciy con
khéng phat trién duge. Nhu vay, gia thé tot
nh4t dé ra cay tra hoa vang ngoai vuon uom la
gia thé cat véi ti 1é song 1a 93,75%.

Ti 1é séng cua cAy in vitro ngoai vudn uom
ngoai diéu kién vé gia thé con chiu anh hudng
cua cac yéu t6 khac nhu chat lugng cay in vitro,
giong/loai, ché do cham séc, diéu kién nha luéi.
Ti 1é cAy séng cua cdy in vitro ngoai vudén uom
trong nghién ctiu nay cao nhat dat 93,75% trén
gi4 thé cat, cao hon so véi két qua ciia Gonbad
et al. (2014) khi nghién cGu trén ciy ché C.
sinensis (clone Iran 100) véi ti 1é sdong la 65%
sau 60 ngay tréng trong nha kinh. Tuy nhién, ti
1é séng nay van thap hon so véi két qua trong
nghién ctiu cua Rajasekaran et al. (1996) trén
cay Camellia sp. véi ti 1é cay song khi trong trén
gia thé dat 1a 97%.
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4. KET LUAN

Nghién ctu nay da x4y dung thanh cong
quy trinh nhan nhanh in vitro cidy tra hoa
vang. Vat liéu khi triung t6t nhat 14 qua chua
tach vo. Cong thtc khu trung tot nhat 1a st
dung dung dich NaOCl 7% trong thoi gian 30
phit cho ti1é séng dat 100%. Hat dudc tach ra
ti qua tra hoa vang da khu trung dudc cdy lén
moéi trusng MS b sung 1 mg/l BA va 3 mg/l
GA, 12 phu hop cho su ndy mam, tao nguén vat
liéu ban dau. Mai truong MS c6 bd sung 5 mg/l
BA, 1 mg/l GA,;, 300 ml/l nude dua, 30 g/l
sucrose, 7 g/l agar 14 moi truong nhan nhanh
t6i uu cho hé s6 nhan 4,7 lan/chéi, chiéu cao
chéi dat 3,4 cm/chéi va s6 14 méi 7,2 la/chéi.
Mbi trudng 1/4 MS c¢6 bé sung 0,5 mg/l o -
NAA, 2 mg/l IBA, 30 g/l sucrose, 7 g/l agar la
moi trudng ra ré tot nhat, dat ti 1é ra ré 100%,
14 ré/chdi, chiéu dai trung binh ré dat 3,4
cm/chdi. Gia thé ra cay phu hop cho ti 1é cay
séng cao nhat 1a gia thé cat dat ty 1& 93,75%.
Véi hé s6 nhan cao (4,7 1an/chdi), cAy giong
sinh trudng khée manh, déng déu vé chat
luong, c6 thé ap dung dé san xudt & quy mé 16n
khong phu thudc vao thoi vu, quy trinh nhan
nhanh in vitro cAy giéng tra hoa vang thu thap
tai Ba Ché - Quang Ninh c6 thé dugc ap dung



DPang Quang Bich, Nguy&n Thi Phwong Thao, Tran Van Phu, Dinh Trwdng Son, Ninh Thi Thao,

trong thuc tién san xudt nham thay thé cac
phuong phap nhan giéng truyén thong khéc,
gép phan bao ton giéng tra hoa vang quy nay
tai Quang Ninh.
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