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TOM TAT

L& clia cay cuc Ha Lan in vitro dwoc nudi cdy trén mai trwdng MS ¢é bd sung o-NAA 1,5 mg/l va BA 0,5 mg/l
nh&m cam (ng sy tai sinh chdi. Anh hwéng clia cac vi tri 4 trén cay trong s tai sinh chdi dwoc khéo sat. Cac 14 & vj
tri 3 va 4 cho kha nang thu nhan chdi cao nhat. Cac bién di phat sinh hinh thai chdi va vai trod ctia cac chat diéu hoa
tang trwdng thwe vat ndi sinh trong qua trinh phat sinh chdi dwoc phan tich. Méi lién hé gilba vi tri 1a trén cay, cuong
do hd hap cua 14, cac chét didu hoa tang trudng thwe vat ndi sinh va sw tai sinh chdi duwoc thdo luan. Cac cay cuc tir
s phat sinh chdi da tang trwdng dn dinh trén moi trwéng MS va phat trién t6t trong diéu kién phong téng trudng.

Tu khéa: Chét didu hoa téng trwéng thwe vat, clic Ha Lan, cwdng dd hd hap, md seo, sy phat sinh chdi.

Morphological and Physiological Alternative during Shoot Formation
in vitro from Explants of Chrysanthemum indicum L.

ABSTRACT

Leaves from eight-week old In vitro plants of Chrysanthemum indicum L. were cultured on MS medium
supplemented with 1.5mg/l a-NAA and 0.5mg/l BA to induce shoot regeneration. The influence of leaf posision, 1™ to
6™ from shoot tip, on shoot regeneration was studied. The highest shoot number was obtained from 3" to 4" |eaves.
Morphological changes and the role of endogenous hormones in shoot regeneration were analyzed and relationship
of leaf position, respiration rate, and endogenous hormone were also discussed. In vitro plants derived from leaf
calliwere developed on MS medium and transfered to pots to produce plantlets.

Keywords: Callus, Chrysanthemum indicum L., plant growth regulator, respiration rate, shoot regeneration.

1. MO PAU

Cac Ha Lan (Chrysanthemum indicum L.)
14 cay cho hoa dep du nhap vao Viét Nam tu rat
lau va duge trong phd bién tai cac khu vuc & Da
Lat, Hai Phong, Ha No6i. Ching loai va san
lugng loai hoa dep nay da ting dan theo thdi
gian cho dén thoi diém nay. Hién nay, viéc nhan
gidng cay cic Ha Lan thudng dugdc cac trung
tAm va nha vuon thuc hién nhé phucng phéap
gidm canh theo cach c¢6 dién hoidc st dung ky
thuat nudi cdy in vitro dé nhan nhanh cum chéi
truc tiép ti khuc cit mang chdi ngl. That ra, so
v6i phuong phap gidm canh thi k§ thuat nhan
cum chdi ciing dat hiéu qua kha cao dé c6 thé

466

tao mot lugng 16n cay con dap ting kip thsi nhu
cAu trong tai cac vuon (Nguyén Quang Thach &
cs., 2002; Zalewska, 2007). Tuy nhién, ky thuat
nhan giong cay cic Ha Lan théng qua nudi cay
khtc cét chdi vAn chua that su dap tGng day da
nhu ciu sb lugng va dic biét chat lugng gidng
trong cua thi truong. Trong khi dé, vi nhan
gibng theo quy mbé  cong
(micropropagation) 12 tiém ning phat trién cta
cong nghé sinh hoc thuc vat, qua d6 cac loai
gidng trong c6 thé duge tao ra mét cach nhanh
chéng va dong nhat vé chat lugng. Do vay, viée
khao sat cac bién déi hinh thai va sinh 1y hoc
trong qué trinh phat sinh hinh thai chdi tit hé
théng t& bao sinh dudng thong qua mé seo dudc

nghiép



thuc hién nhidm déng gép cd s khoa hoc cho
kha niang ting dung cling nhu thuong mai héa
san pham loai ciy nay trong tuong lai.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Vit liéu

Cay ctic Ha Lan in vitro 8 tuin tudi nudi cay
trén moi truong MS (Murashige & Skoog 1962), c6
chiéu cao 6,5 + 0,5cm, mang ti 6 dén 8 14.

2.2. Phuong phap nghién cttu

2.2.1. Xac dinh su phat sinh chéi tir mé seo la

Cac 14 cay cuc in vitro theo thi tu tir 1 dén
6 tinh tit chdi ngon dudc cit roi khoi cudng.
Dung dao cay tao cac vét thuong ngang qua gan
chinh cta 14 va d4t nudi trén moi truong MS
hay MS c¢6 b6 sung a-NAA 1,5mg/l va BA
0,5mg/l. Su nudi cdy dugce thuc hién 6 nhiét do
22 + 2°C, anh sang 3000 + 200 lux (12/12), 4m
do 65 + 5%. S6 chédi phat sinh tir cac 14 6 nhiing
vi tri khac nhau duge xac dinh sau 4 tuan nudi
cdy la gia tri trung binh cta 5 1an lap lai, mdi
l1an 4 1a.

2.2.2, Phan tich su' thay déi hinh thai giai phau

Céc bién d6i hinh thai trong qué trinh phat
sinh chéi tit 14 dudc theo d6i theo thdi gian nhd
su quan sat truc ti€p, dudi kinh hién vi soi néi
(Kruss SMZ 5600), hay kinh hién vi quang hoc
(Kruss MBL 2100) sau su cit trén may vi phau
qua l4 tai viing phat sinh hinh thai.

Cac 14 tif cAy 8 tuan trén méi trudng MS va
cac manh 14 sau 2 hay 3 tudn nudi cdy trén cac
mbi trudng phat sinh duge cit 1at méng bang
may vi phau, thuc hién theo quy trinh: ¢ dinh
miu trong dung dich FAA (ethanol 70%:
formalin: acid acetic véi ti 1& 8:1:1 v/v). Sau 20
gid, loai bd FAA bang ethanol 70% r6i dat 1an
lugt trong mét chubi cac dung dich ethanol
(ndng dd 70, 95 va 100%) va n-butanol dé loai bd
hoan toan nuéc trong mé. Sau d6, mau duge viui
trong parafin tan & 56°C (Merck) va cit thanh
cac lat méng 7 pm nhd may vi phau (Rotary
microtome, Microm HMB340E). Cac lat modng
parafin mang mau dudc dan trén lam nhd dung
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dich gelatin 1%. Su loai parafin dugc thuc hién
nhd cac dung moi methyleyclohexan, con va
nuée cit (Lee et al., 1997). Cudi ciing, miu duge
nhudém bing ph4m nhuém hai mau dé carmin —
xanh iod.

2.2.3. Xac dinh dién tich, cuong doé quang
hgp va hé hap cia la cAy ciic in vitro 8
tuan tudi

Dién tich ctia cac 14 & vi tri 1 tit dén 6 cua
ciy 8 tudn tudi trén moi trudsng MS dude xac
dinh bang cach chup hinh va phan tich nhd
phan mém LIA for Win32 (LIA32).

Cuong d0 quang hop va hd hap ctaa céac la
duge xac dinh bing may Hansatech 6 25°C véi
cac manh 14 c6 kich thuéc 10cm? Cuong do6
quang hgp dugc xac dinh dudi anh sang 3.000
lux va trong t6i d6i véi cusng d6 hd hap. Két qua
thé hién bang lugng oxygen/don vi dién tich
14/gi0, s6 liéu trinh bay 12 két qua xi 1y thong ké
ctua 5 l14n lap lai.

2.2.4. Do hoat tinh cac chat diéu hoa ting
trudng thuc vat

Cac chat diéu hoa tang trudng thuc vat:
auxin (IAA), cytokinin (zeatin), gibberellin (GA,)
va acid abscisic (ABA) trong 14 ciy cuic in vitro 8
tuan hay cac mau c4y 14 nuéi cdy 3 tuin trén moi
truong MS c6 a-NAA 1,5mg/l va BA 0,5mg/l duge
ly trich va c6 lap bang cach dung cac dung méi
thich hgp va thuc hién sic ky trén ban méng
silicagel F,;, (ma s6 1.05554, Merck), 6 30+1°C,
v6i dung méi di chuyén cloroform:metanol:acid
acetic (80:15:5 theo thé tich). Vi tri cua cac
hormon tang trudng thuc vat trén ban sic ky
dugc phat hién nhd quan sat truc tiép dusi UV
254nm so véi vi tri IAA, zeatin, GA; va ABA tinh
khiét (Yokota et al., 1980). Hoat tinh tuong
duong cta ciac hormon téng trudng thuc vat duge
xac dinh bing sinh tric nghiém (Bui Trang Viét,
1992; Meidner, 1984).

Su thu nhan cdy con in vitro va in vivo

Cac chdi c6 ngudn goc tir 14 sau 6 tudn trén
moi trudng MS véi a-NAA 1,5mg/l va BA
0,5mg/l duge ¢d 1ap va chuyén vao trong cic 6ng
nghiém chtta 10 ml méi truéng MS véi sacarose
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Bién ddi hinh thai va sinh ly trong qua trinh phat sinh chéi ttr manh 14 cay ctc Ha Lan nudi cay in vitro

30g/1 va aga 6g/l. Su nudi cdy dudc thic hién 6
22 + 2°C, 4nh sang 3000 + 200 lux (12/12), 4m d6
65 + 5%. Sau 8 tudn, cac ciy con in vitro khoe
manh véi hé théng than, 14 va ré hoan chinh
duge chuyén sang trong trong cac cac hop nhua
trén vat litu dat tréng va xo dira (theo ti1é 1:1)
trong phong tiang trudng cé diéu kién 28 + 2°C,
3000 + 200 lux (12/12) va 4m dd 75 +5%.

2.2.5. Xir Iy sé liéu

Céac sb liu dugc xti Iy thong ké bing chuong
trinh Statiscal Program Scienttific System
(SPSS) phién ban 11.5 dung cho Windows. Céc
s6 trung binh trong cot ctia bang véi cac miu ty
khac nhau dinh kém thi khac biét c¢6 § nghia 6
mtc P = 0,05 (V6 Van Huy va cs., 1997).

3. KET QUA

3.1. Dién tich, cuong d0 quang hgp va ho
hap cua la cay in vitro

Cac 14 & cac vi tri khac nhau c6 dién tich,
cuong dd quang hdp va hé hap khac nhau. Cuong
d6 quang hgp va ho hap cao nhat ¢ 14 thi 3 va 4
tuong tng véi vi tri 14 dang tang trudng manh thé
hién thoéng qua dién tich c4c 14 (Bang 1).

3.2. Sy hinh thanh m6 seo va phat sinh choi

Sy hinh thanh mé seo duge ghi nhan rat
s6m, t 10 — 14 ngay nudi cay trén mdi truong
MS v6i a-NAA 1,5mg/l va BA 0,5mg/l. Sau
khodng 16-18 ngay, c6 thé quan sat dudc cac
chéi xuét hién tai mé seo dudi kinh hién vi soi
n6i (Hinh 1). Cac chéi hoan chinh duge ghi nhan
sau 3 tuadn nudi cdy (Hinh 2). Nhin chung, kha
néng dap tng clia cac t€ bao véi méi trudng nudi
cay khéac nhau tuy theo vi tri ctia 14 trén cay, s6

chdi hinh thanh trén 14 3 va 4 nhiéu nhit sau 6
tuan nudi cdy (Hinh 3, 4; bang 2).

Céc phan tich hinh thai va gidi phau hoc cho
thdy cac t& bao mo seo hinh thanh ti cac t& bao
nhu mé dudi bidu bi, nhu mé libe hay ting phat
sinh libe - moc (Hinh 7, 8). Su phat sinh choi tit
t& bao 14 cAy ctc c6 thé theo con dudng phat sinh
phéi hay phat sinh c6 quan. Su thanh lap phoi
dudc cdm tng tit nhém t&€ bao mo seo co ngudn
g6c tit biéu bi cla 14, trong khi su thanh lap cac
trung tAm mé phan sinh dugc cdm ting tit t& bao
mod seo hinh thanh tai vung t& bao libe hay nhu
mo. Su hién dién ctia cac phéi hinh ciu clung véi
sy hinh thanh cac trung tAm moé phin sinh véi
kiéu t& bao dic trung (nhan to, t& bao chat dam
dic..) xuat hién sau 2-3 tuin nuéi cay (Hinh 9,
10, 11). Cac trung tdm moé phan sinh ti€p tuc
phat trién thanh céc s6 khéi chdi (Hinh 12).

3.3. Vai tro cta cac chat diéu hoa ting
truéng thuc vat trong su phat sinh chéi tir
mo seo la

Hoat tinh IAA cao & cac 1a (tit cAy 8 tuin
tudi trén moi trusng MS) tit 1 dén 4 va thap hon
d 14 5 va 6. Ngudc lai, hoat tinh zeatin thap
nhat §1a 1 va 2, cao hon 6 cac 14 tit 3 dén 6. Bén
canh d6, ti 1& zeatin/IAA & cAc nhém 14 ting dan
tt nhéom 14 1-2 dén nhém 14 5-6 (Bang 3).

Cac manh 14 nubi cay trén moéi truong MS
v6i a-NAA 1,5mg/l va BA 0,5mg/l sau 3 tuan cb
hoat tinh auxin va gibberllin gidm manh & tat
cd cac vi tri 14 nhung ti 1& zeatin/IAA gia ting
rdt manh, dic biét trong truéng hgp vi tri 14 3-
4, sy gia tang ti 1é nay di cling véi su phan phan
hoéa cta cac t& bao mo seo dé hinh thanh chéi
(Bang 2, 3, 4).

Bang 1. Dién tich, cudng dé quang hop va hé hdp cta cac la cay cic in vitro 8 tuan tudi.

Vi trf 14 trén c& Dién tich la Cuwong do quang hop Cudng do hé hap
1
' v (cm?) (u0y/cm? I4/gidY) (W0/mg TLT/gi®Y)
1 0,83 + 0,02¢ 0,04 + 0,00° 0,04 + 0,02°
2 1,13+ 0,03° 0,07 +0,01%® 0,03+ 0,01°
3 1,34+ 0,03 0,12+ 0,017 0,08 + 0,00°
4 1,44 + 0,03 0,12 + 0,00° 0,07 + 0,00%®
5 1,32 + 0,06° 0,10 + 0,02*° 0,06 + 0,00°
6 1,29 +0,03° 0,09 + 0,02™ 0,04 + 0,00°
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Hinh 1. M seo 14 trén mbi truong MS voi  Hinh 2. Chi ti&t choi phat sinh tit mé seo la
w-NAA 1,5m§/1 va BA 05mg/l bit dau trénméi truong MS véi a-NAA 1,5mg/l va BA

phat sinh tao chéi, sau 16 ngay nuéi cay 0,5mg/l, sau 3 tuan nudi cay

Hinh 3. Chéi phat sinh tit mé seo cacla 1,2  Hinh 4. Chéi phat sinh tit mé seo cacla 4,5
va 3 trén moi truong MS véi a-NAA 1,5mg/l  va 6 trén moi truéng MS véi a-NAA 1,5mg/l
va BA 0,5mg/], sau 6 tuAn nubi cay va BA 0,5mg/], sau 6 tudn nudi cay

Hinh 5. Cac cay cuc in vitro 8 tuan tudi Hinh 6. Cay ctic ¢c6 ngudn géc tit mé seo la
c6 nguon goc tit mo seo la ting truéng sau 2 tuan chuyén tréng trén dat trong
trén moi trudong MS phong ting trudng
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Bién d6i hinh thai va sinh ly trong qua trinh phat sinh chdi ttr manh 1a cay cic Ha Lan nudi cay in vitro

Hinh 7. Lat cit ngang qua viung gan la Hinh 8. Lat cit ngang qua ving tao mé seo
cAy ctc in vitro sau 8 tuan nudi cy trén cta la clic sau 2 tuAn nudi ciy trén moéi
moi truéng MS truong MS v6i NAA 1,5mg/l va BA 0,5mg/1

I,’/’ 9 ‘ S
AT S
o ¢ |
s

Hinh 9. Sy thanh lap phéi soma trén méi Hinh 10. Sy hinh thanh trung tim mo6 phan

truong MS véi a-NAA 1,5mg/l va BA sinh ngon chéi trén méi trudong MS véi a-NAA
0,5mg/l, sau 3 tudn nuéi ciy 1,5mg/l va BA 0,5mg/], sau 3 tuan nudi cay

Hinh 11. Cac trung tAm mé phansinh  Hinh 12. Chéi véi cac phac thé 14 hinh thanh
ngon choi hinh thanh trén moéi truéng  to mau cay la trén moéi truong MS véi a-NAA
MS vé6i a-NAA 1,5mg/l va BA 0,5mg/], sau 1,5mg/l va BA 0,5mg/l, sau 3 tuan nudi cay
3 tuan nudi cdy
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Bang 2. S6 choi phat sinh tit 1a & cac vi tri khac nhau
trén méi truong MS cé a-NAA 1,5mg/l va BA 0,5mg/l sau 4 tudAn nudi cdy

Vi tri la trén cay

Sb chdi phat sinh/cm? la

1

D O A W N

10,57 + 1,23 ¢
14,53 + 1,60 ®
23,23+2,19°
24,20+1,90°
21,30+ 1,38 %
18,08 = 1,58 ™

Bang 3. Hoat tinh cac chat diéu hoa ting trudng thuc vat noi sinh

» ~ - . . A e
cua la cay cuc in vitro 8 tuan tuoi

Hoat tinh cac chéat didu hoa téng trudng thuc vat (mg/l) THe
Nhom la oA n
IAA Zeatin GA; ABA zeatin
1-2 1,24 + 0,08° 0,87+ 0,15° 0,79+ 0,17° 0,22 +0,02° 0,70
3-4 1,16 + 0,03° 1,14 + 0,26° 0,68 + 0,15%® 0,25+ 0,03 0,98
5-6 1,01+ 0,05° 1,24 +0,18° 0,58 + 0,04° 0,3+0,03° 1,23

Bang 4. Hoat tinh cac chat diéu hoa tang trudng thyc vat ndi sinh
cua mau ciy la trén méi truong MS véi a-NAA 1,5mg/l va BA 0,5mg/l, sau 3 tudn

Hoat tinh cac chét diéu hoa téng trudng thuc vat (mg/l) Tie
Nhom 14 AN
IAA Zeatin GAs ABA zeatin
1-2 0,33+0,01° 0,54 + 0,07 0,09 +0,01° 0,53 +0,07° 1,64
3-4 0,24 + 0,03° 1,55+ 0,10° 0,03 £0,01° 0,14 + 0,02° 6,46
5-6 0,16 + 0,05° 0,56 + 0,10° 0,04 + 0,01° 0,41+ 0,05® 3,50

Ghi chii: Trong cting mét cét, cac s6 mang céc chit khac nhau thi khiac nhau cé y nghia 6 miic P=0,05

3.4. Su thu nhan cay in vitro va in vivo

Sau 8 tuin nudi cdy trén méi trudng MS, cac
cdy con c6 ngudn géc phat sinh tir 14 tang trudng
va phat trién thanh nhiing cAy con hoan chinh véi
d4y da hé théng ré than la (Hinh 5). Cac ciy con
phét trién khde manh sau 2 tudn chuyén sang
diéu kién phong téng truéng (Hinh 6).

4. THAO LUAN

Vi tri céac 14 trén cAy thé hién mic do ting
trudng khac nhau trong cung diéu kién nudi
cdy. O cac 14 dang ting trudng, su phan chia t&
bao dién ra manh mé cin cic san phdm hitu co
dugc tao ra thoéng qua qua trinh bién dudng va

su cung cip nang ludng ATP tao ra tit qua trinh
ho hap (Taiz and Zeiger, 2005). Su gia ting kha
ning quang hdp va ho hap ctia cac la ti vi tri 1
dén 4 tuong ting v6i mic do ting trudng cua cac
la ting dan. Hoat dong hé hap ctia nhém 14 & vi
tri 3 va 4 cao tuong ting v6i sy hién dién cua
TAA va zeatin trong cac 14 nay cao hon.

Hoat tinh cac chat diéu hoa tdng trudng
thuc vat noi sinh thuéc nhém kich thich TAA va
zeatin cao trong cac 14 da gitip cho cac té& bao
dap tng dé dang hon vé6i cac chat diéu hoa ting
trudng thuc vat ngoai sinh trong méi trudng dé
cam tng su hinh thanh t& bao md seo tit t& bao
biéu bi, libe, nhu mé hay tugng tdng libe moc.
Theo Del Pozo et al. (2004) va Litwack (2005),
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Bién ddi hinh thai va sinh ly trong qua trinh phat sinh chéi ttr manh 14 cay ctc Ha Lan nudi cay in vitro

cytokinin va auxin cling nhu ti 1é
cytokinin/auxin c¢6 vai tro kich thich su téng
trudng va phan chia t&€ bao dé phat sinh mot
hinh thai méi. O cac 1a truée khi dit cay, ti 1é
zeatin/TAA cao tuong duong 1 6 nhém la 3-4 1a
diéu kién thuén 1¢i cho sy hinh thanh mé seo
dién ra manh mé hon so véi cac 14 6 vi tri 1-2
hay 5-6. Trén moéi truong nudi cdy cé a-NAA
1,5mg/1 va BA 0,5mg/l, su phat sinh chéi dién ra
dong thoi véi su thay doi ti 16 zeatin/IAA ndi
sinh theo chiéu huéng ting. Dic biét, nhiing 14 &
vi tri 3-4 hoat tinh TAA gidm nhe nhung hoat
tinh zeatin tang cao da din dén ti 1& zeatin/IAA
gia tang rat manh, chinh sy gia tang ti 1&é nay
da kich thich cac t& biao mo seo phan phan héa
dé hinh thanh phéi hay chéi v6i s6 lugng chdi
xuét hién cao nhat 6 cic manh 14 tai vi tri nay.
S6 lugng choi phat sinh trong qua trinh nubi cdy
mo seo 14 dat dugc trong nghién ctiu nay khoang
23-25 chéi/cm?14, hiéu sudt dat duge kha cao so
véi nudi cdy chdi nach da dugc cong bd trude d6
clia Zalewska et al. (2007).

Ngoai ra, su hinh thanh phéi dugc cam ting
tit cac t6 bao mo seo ¢6 ngudn goc tit t& bao bidu
bi 14 trong khi su hinh thanh cac trung tAm mé
phén sinh chdi dugc cam tng bdi cac t&€ bao md
seo hinh thanh cac t& bao nhu mo, libe hay
tuong tang libe moéc. Cac trung tAm mé phan
sinh véi cac t& bao dic trung ting trudng va
phéan chia manh mé d& hinh thanh cac chéi con
sau 3 tuan nudi cdy. Cac ciy con c6 ngudn goc ti
qua trinh phét sinh chdi nay ting trudng on
dinh trong diéu kién in vitro; trong phong tiang
trudng, cac cdy con c6 ngudn goc tit su nudi cdy
nay ting trudng kha én dinh. Két qua nghién
ctiu cho thdy hé thong nuéi cdy nay cé thé tng
dung réng rdi nhdm dap tGng nhu cdu gidng
tréng cho nha vudn ciing nhu cac trung tdm san
xudt theo quy mé cong nghiép.

5. KET LUAN

Su phéat sinh hinh thai chéi ti 14 cay cic Ha
Lan trai qua 2 giai doan: (1) hoat héa t& bao dé
tao mb seo cin vat liéu nudi cay cbé hoat dong
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sinh 1y manh (cudng d6 hdé hap cao, hoat tinh
zeatin va IAA noi sinh cao véi ti 1& tuong duong
1) va moi trudng nudi cdy thich hop (MS c6 bé
sung o-NAA 1,5mg/l va BA 0,5mg/l); (2) chéi
phat sinh chéi di cling vé6i ti 1& zeatin/TAA cao.
Cac 1a 6 vi tri 3 va 4 c6 kha nang cho s6 chdi cao
nhat sau 4 tuan nudi cdy trén méi trusng MS c6
b6 sung a-NAA 1,5mg/l va BA 0,5mg/l.
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