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TOM TAT

Nghién ctru ndy dwoc tién hanh nham xay dwng quy trinh nhan gidng vé tinh in vitro dong bd cla gidng VNDD9
tir vat liéu doan than mang chdi nach. Két qua da xac dinh dwoc ché dd khir trung thich hop 1a khir trung kép bang
HgClz 0,1 % lan 1 trong thdi gian 10 phat va lan 2 trong thoi gian 5 phut. Ché dé khir tring nay cho 86,9 % méau
sach. Méi trwdng thich hop nhét dé cdm (ng tao callus tiv lat c&t doan than la MS+ 1 mg/l a-NAA+ 0,5 mg/l BA, cho
ty 1& hinh thanh callus dat 90,74 % sau 4 tudn nudi cly. Ty I& callus tai sinh chdi cao nhat (44,44 %) dat duoc trén
méi trwdng MS+ 1 mg/l BA+ 0,1 mg/l a- NAA. Hé sb nhan chdi dat cao nhét (3,17 1an) trén maéi trwerng MS b sung
1 mg/l BA va 0,25 mg/l a-NAA sau 4 tudn nudi ciy. Méi trwdng thich hop dé cdm (rng tao ré cho chéi in vitro la %
MS bd sung 1mg/l than hoat tinh va 1,5 mg/l IBA cho ty & chdi tao ré cao nhat dat 50% sau 4 tuan nuoi cay.

T khéa: BA, IBA, 0- NAA, nhan giéng vé tinh du da, VNDD9.
In vitro propagation of papaya Carica papapaya L.

ABSTRACT

This study was conducted to establish the protocol for in vitro propagation of papaya using stem segments.
Results showed that double sterilization of explants with HgCl> 0.1% first for 10 minutes and follwed by 5 minutes
was most appropriate. MS medium containing 1 mg/l a-NAA+ 0,5 mg/l BA was optimal for callus induction (90.74%)
of young stem slices after 4 weeks of culture. The highest shoot multiplication rate (3.17) was obtained on MS
medium supplemented with 1.0 mg/l BA and 0.1 mg/l a- NAA after 4 weeks. Root induction medium was 2 MS
containing 1.0 mg/l activated charcoal and 1.5 mg/l IBA. The average rooting percentage was 50% within 4 weeks.

Keywords: BA, a- NAA, IBA, Carica papaya L, in vitro propagation.

1. PAT VAN PR nguyén liéu cho céng nghiép ché bién thuc phim
) nhu: nuéc gidi khat, nuéec qua, mit... Tuy nhién,

Cay du du 1a loai cdy #&n qua dtng dau
trong danh muc nhiing cay cho qua c6 1¢i cho stic

viéc md réng dién tich trong ciy du dua trong
nhitng ndm gan day giap nhiéu khé khin do

khoé, béi du dt khong chi 14 mét thuc phdm dinh
dudng giau vitamin A, axit ascorbic, ma con la vi
thuéc t6t gitp co thé phong chéng duge nhiéu
bénh thudng gip nhu: bénh ung thu, chéng khé
mét, khé da va c6 tac dung nhuén trang.

O Viet Nam, cay du da la mot cAy &n qua
quen thudc, duge tréng phé bién vi ¢6 nhidu lgi
ich. Du da via dung &n tuci vita dung lam

phén 16n céc giéng du da trong phd bién hién
nay la cac giong nhap ndi. Cac giéng nay déu bi
nhiém virus xoén 14 (ty 1& nhiém bénh c6 khi lén
dén 90%) lam cay tan lui nhanh, gidm ning
suét, san lugng. Mat khac, gia thanh hat giong
nhap ndi rat cao. Trong khi d6, viéc lai hitu tinh
va nhan giéng bang hat da lam phan ly cac ddi
sau, mat dan cac dic tinh tot clia cdy bo me, dan
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t6i thoai héa gidng. Mot han ché& khéc caa viée
nhén giéng bing hat d6 1a c6 téi 30% tham chi
50% sb hat & cac giong thuong mai cho ciy don
tinh duc (Jordan et al. 1983).

Trén thé giéi, viéc vi nhan gidng cay du du
da dugc nhiéu tac gia tién hanh nhu: Rahman et
al. (1992), Hassain et al. (1993), Islam et al.
(1993). Nam 2012, Protual et al. & nhan gidng
Carica papapaya L. st dung chéi va md 14 non
lam tang hé s6 nhan lén 34 1an. Tai Viét Nam,
nhan giéng du da in vitro da dugc tién hanh
trén gidng du du Dai Loan nhap noi (Nguyén
Thi Nhan & cs., 2002). Giéng du du lai VNDD9
14 con lai ctia hai dong b6 me (DLDO02 x STR), 1a
giong da dude khao nghiém quéc gia va dugc
cong nhan giong tam thoi nam 2011. Giéng lai
nay c6 uu diém vugt troi so véi cac giong nhap
ndi nhu: khd nang khang bénh tét, ning suat,
chat lugng tuong duong, thich nghi tét véi diéu
kién khi hau. D& c6 thé mé rong dién tich tréng
va phat trién gidng du du tiém ning nay, viéc
phét trién dudec mot hé théng sidn xuét giong
hoan chinh, trong d6 kiém soat duge chit lugng,
tiéu chudn cdy giéng va d6 sach bénh la viéc
lam tién quyét. Huéng t6i gidi quyét nhu cau
trén, nghién cttu nay duge thuc hién nham tim
hiéu kha ning nhan giong cac dong du dt b me
bing k§ thuat nudi cdy in vitro, tit d6 gép phan
dé xuat cac gidi phap ky thuat trong trong cong
tac nhan, san xuat va duy tri dong bé (STR)
giong VNDD9.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Vat lidu

Poan thén chita chéi nach tach tit cay du da
(sau khi cit bd ngon dudc 2- 4 tuln) st dung
lam dong bd (STR) 1a giong VNDD9 thu thap tu
Séc Trang.

2.2. Phuong phap nghién cttu

Phuong phap khit tring

DPoan than mang mAm chéi phat trién tot
dugc ria sach dudi voi nudc, ngdm trong xa
phong 30 phiit sau d6 ria sach duéi voi nuée va
dua vao bubng cdy vo trung. Trong budng cay vo
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trung, trang méu cdy qua 1 14n bing nudc cit
vo6 trung truée khi xti 1y véi ethanol 70°C trong 1
phiut va trang lai mot 14n bing nudc cit vo
tring. Tiép theo mau dugc ngdm trong dung
dich Cefotaxime 800 mg/l trong 3 gis. Sau do,
cac mau cay dugc khti trung véi cac ché dd khac
nhau bang dung dich HgCl, 0,1%, Ca(OCl), 5%
va NaOCl 5,5%.

Phuong phap cam ing callus tir lat cat
doan than

Poan than sach khong chtta mam chdi trén
méi truong MS (nudi cdy sau 2 tudn) dugc cit
lat méng 2mm chuyén sang méi trudng cam Gng
tao callus 1a méi trudng MS c6 b sung BA néng
do ti 0 - 1 mg/l va a-NAA c6 noéng do tit 0 - 1 mg/l.

Phuong phap nhan nhanh

Céc choi tai sinh tir callus sau 4 tuan nudi
cdy c6 chiéu cao tit 0,3- 0,5 cm, chdi sinh truéng
phét trién binh thudng dugc chuyén sang moi
trudng nhan nhanh chéi 14 méi trusng MS c¢6 bd
sung BA (0-1mg/l) va a-NAA (0-0,25 mg/l).

Phuong phap tao ré cho chéi in vitro

Chéi in vitro c¢6 chiéu cao tit 1- 1,5 cm, cay
sinh trudng phat trién t6t duge chuyén sang nén
mdi truosng MS+ 1g/l than hoat tinh bd sung
IBA hoic a-NAA dé tao ré cho chéi in vitro.

Diéu kién nuéi cdy

Nhiét do 22°C - 24°C, cuong d6 chidu sang
l1a 2000 - 2500 lux, thdi gian chiéu sang
16h/ngay. Méi trudng nudi cdy duge diéu chinh
pH = 5.7 truéc khi hap khi trung & ap suit
1,1atm, nhiét @6 121°C trong 20 phiit.

Phuong phap b6 tri thi nghiém

B6 tri hoan toan ngiu nhién, mbi céng thic 3
1an l4p lai, mbi 1an Lip lai 30 mau. S8 lidu duge xit
1y bang phan mém Excel va IRRISTAT 4.0.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Nghién cttu tao vat liéu khéi dau
Két qua bang 1 cho thay ché& dd khi trung
c6 anh hudng ro rang dén hidu qua cia qua
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trinh khti tring maiu. Khi khi tring bang
HgCl, 0,1% trong 10 phit, ty 1& mau sach dat
thap nhat 1a 7,14%. Trong khi d6, khi tién hanh
khti tring kép két hop HgCl, 0,1% véi CaOCl,
5%, NaOCl 5,5% va HgCl, 0,1% trong cac
khoang thoi gian 10 phut va 3 phut, 10 va 5
phit, 10 va 5 phut tuong ting da lam tang ty 1&
mau sach ti 7,14% dén 86,9%. Tuy nhién yéu
cAu cua giai doan khi trung la cho ty 1&é mau
nhiém th&p, dong thdi ty 1é tai sinh cao, miu
sinh trudng phat trién khée manh. Chinh vi vay
ch& d6 khi trung kép bing HgCl, 0,1% trong
thoi gian 10 phit va 5 phiat khi dat 86,9% mau
sach dugc lua chon dé tao vat liéu khéi dau.

3.2 Anh huéng ctia t6 hgp BA va a-NAA
dén kha niang hinh thanh callus tir lat cit
doan than

Trong quéa trinh nhan gidng in vitro su phéi
hop gitia auxin va cytokinin 6 moét néng do va ty
1é thich hgp c6 tac dong quan trong t6i sy phat
sinh hinh thai cia t& bao, md nudi cdy. Phat
sinh hinh théi théng qua cam @ing mob seo da

Nguyén Van Hoan', Nguyén Thj Phwong Thao

thanh cong trén nhiéu ddi tugng ciy trong véi
uu diém cho hé s6 nhan cao. Do 6, ching t6i da
sti dung hai dai dién ctia auxin va cytokinin dé
la a-NAA va BA dé kich thich hinh thanh md
seo tit lat cit doan than. Mau dua vao nudi cdy
la cac doan than sach (khong mang mam) chdi
trong méi truong MS (nubi cay sau 2 tuan) duge
cit 1at méng 2mm.

Su két hop gitia BA va a-NAA cho hiéu qua
cam tng callus t6t hon viéc st dung don chat
BA ho#c a-NAA (Bang 2). Ngoai trit cong thiic
MS+ 1 mg/l BA, tat ca cac cong thiic con lai déu
cam tng thanh céng callus. Ty 1& hinh thanh
callus ting tir 0- 90,74% khi két hgp BA (0-1
mg/l) v6i a-NAA (0- 1 mg/1). Trong d6, két hgp 1
mg/l a-NAA va 0,5 mg/l BA, cho ty 1&¢ hinh
thanh callus cao nhit dat 90,74%, dong thdi
callus tao thanh c6 mau tring, rdn chic. Theo
danh gid cadm quan, cac callus nay sé c6 kha
néng tai sinh cao. Do d6 céng thiic MS + 1 mg/l
a-NAA + 0,5 mg/l BA sé dudc lua chon dé cam
tng tao callus tit 14t cit doan than du du.

Bang 1. Anh hudng ctia ché& dé khit tring dén ty 18 mau sach (sau nubi cdy 4 tuan)

HgCl,0,1% (pht) Ca(OCl), 5% (phut)

NaOCI 5,5% (phut)

Ty l& mau sach (%) Ty 1& mau chét (%)

10 0
10 3
10 0
10+5 0

0

0
5
0

7,14 1,2
57,1 9,5
71,4 20,2
86,9 6,0

Bang 2. Anh huéng ctia t& hgp BA va ¢-NAA
dén kha nang hinh thanh callus tir lat cit doan than (Sau 4 tuan nudi cay)

a-NAA (mgl/l) BA (mgl/l) Ty I& mau tao callus (%) Chét lvgng callus
0,0 0,0 25,93 Trang, vién xép
0,5 0,0 40,74 Xanh,vién xép
1,0 0,0 46,30 Xanh nhat, vién xép
0,0 0,5 9,26 Vang
0,5 0,5 62,96 Xanh, ran chic
1,0 0,5 90,74 Trang, rén chac
0,0 1,0 0,00 Khong tao callus
0,5 1,0 24,07 Xanh, ran chac
1,0 1,0 50,00 Trang, x6p
LSDos 5,06
CV % 7,5
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3.3. Nghién citu tai sinh chéi tit callus

T4i sinh chéi 14 mot khau quan trong trong
nhan gidng vd tinh thong qua cam tdng hinh
thanh callus nhdm tao thanh cac chéi phuc vu
cho nhan nhanh in vitro. Sau 4 tuin theo dbi,
callus khong c6 kha ning tai sinh tao chdi trén
mdi trudng déi ching khong bd sung BA va a —
NAA (Bang 3). Khi két hop BA vé6i nong d6 ti 0-
1 mg/l v6i o -NAA t 0 - 0,25 mg/l da lam ty 1&
tai sinh chéi tang tit 0 - 44,44%, déng thdéi choi
tao thanh c¢6 mau xanh, sinh trudng, phat trién
binh thudng déi 1ap véi d6i ching khong bé sung
chit diéu tiét sinh trudng, toan bd callus tham
den va chét. Cong thiic cho ty 1& tai sinh chdi t6t
nh4t dat 44,44% 1a cong thic MS+ 1 mg/l BA+
0,1 mg/l o —NAA.

3.4. Nghién cttu nhan nhanh chéi du du
Hiéu qua ctia mdt qui trinh nhan giéng in
vitro thé hién bang hé s6 nhan giéng. Trong qua
trinh nhan giéng in vitro sy phdi hop gifia auxin
va cytokinin ¢ mot nong do va ty 1é thich hop cé
tac dong tét t6i su hinh thanh chéi va chat
lugng chéi tao thanh. P6i véi dong bé clia gidng

du da VNDD9 ching t6i st dung BA va o-NAA
dé nghién ctiu kha ning nhan nhanh.

Viéc bé sung BA va o- NAA da lam tiang hé
s6 nhan ctia chdi du @l so véi d6i chiing khéng
b6 sung. Hé s6 nhén chéi tiang tit 1,26- 3,17 lan
khi k&t hop BA (0- 1 mg/l) véi a- NAA (0- 0,25
mg/l). Trong d6, cong thic MS+ 0,5 mg/l BA+
0,25 mg/l a- NAA cho hé s6 nhan dat 3,17 lan.
Bén canh d6, cac chdi nhan nhanh tit cong thic
nay c6 cudng to, 14 xanh hon so véi chdi tit cac
cong thic con lai. Theo danh gia cadm quan thi
cac chéi nay sé c6 stic sdng tot hon khi ra ngbi
ngoai vudn udm. Do d6, céng thiic MS+ 0,5 mg/l
BA+ 0,25 mg/l - NAA sé dudc lya chon dé nhan
nhanh chéi du du.

Nghién ctiu nhan in vitro trén giéng du da
Shahi (Carica papaya L.) Protul et al. (2012) da
sti dung BA, zeatin, kinetin riéng ré dong thoi
két hop cac chit nay véi a- NAA dé tién hanh
nhan choi du dua tit doan than chta chdi nach.
Két qua cho thay, su két hgp giiia Zeatin 6 nong
do 1 mg/l va 0,2 mg/l a- NAA chéi tot hon két
qua nhan dugc khi st dung riéng ré BA, zeatin
va kinetin.

Bang 3. Anh huéng ctia t6 hop BA va a-NAA dén kha nang tai sinh chéi
cua callus du du (Sau 4 tuan nudi cay)

BA (mg/l) a-NAA (mg/l) Ty lé tai sinh chdi (%) Chatlweng choi
0 0 0 Tham den
0,5 0,1 25,92 xanh
0,5 0,25 16,67 xanh
1 0,1 44 .44 xanh
1 0.25 7,4 xanh

Bang 4. Anh huéng ctia t6 hop BA va a- NAA dén kha ning nhan nhanh chéi du du
(Sau 4 tuin nudi cay)

BA VR Chiéu cao chdi  Sé la/chéi s .
(mgll) a-NAA (mg/l) Hé s6 nhan (lan) TB(cm) (13) Bac diém hinh thai choi
0,0 0,0 1,26 1,17 2,13 Cubng ngén, 14 xanh, nhd
0,5 0,1 1,90 1,17 3,82 Cubng ngén, cong, gan vang
1,0 0,1 1,53 0,92 2,44 Cu6ng kha dai, Ia xanh nhat, gan vang
0,5 0,25 2,56 1,49 6,46 Cuéng to,la xanh, gan vang
1,0 0,25 3,17 1,39 5,37 Cuéng to, I4 xanh
LSDo 05 0,18
CV % 4,6
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Poan than non mang chdi/ khéng mang chdi

!

Vat liéu khéi dau in vitro
(Khtv triung: Cén 70° 1 phat, Cefotacime 800ppm, 3
gio;

Tao callus

(M6i trvong MS+ 1 mg/l a-NAA+ 0,5 mg/l BA.
Ty I1é hinh thanh callus dat 90,74% sau 4 tuan nudi cay)

Tai sinh chéi
(Méi trwong MS+ 1 mg/l BA+ 0,1 mg/l a —NAA.
Ty Ié tai sinh chéi 44,44% sau 4 tuan nudi céy)

Nhan nhanh chdi

(M6i trvong MS+ 0,5 mg/l BA+ 0,25 mg/l a- NAA.
Hé s6 nhan 3,17 lan sau 4 tuan nudi cay)

Raré

(M6i treong %2 MS+ 1 g/l than hoat tinh+ 1,5 mg/l IBA.
Ty |é ra ré dat 50% sau 4 tuan nudi cay)

Hinh 1. So d6 nhén gidéng in vitro dong bé giong du dua lai VNPD9
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Bang 5. Anh huéng ctia t6 hgp IBA va g- NAA dén kha ning ra ré
cua chéi du du (Sau 4 tuin nubi ciy)

Néng d6 IBA (mg/l)

Néng dé a-NAA (mg/l)

Ty I& hinh thanh r& (%)  S6 r& TB/ cay

0 0
0,1 0
0,25 0

1 0
1,5 0

2 0

0 0,1

0 0,25

0 0,5

0 0
0 0
0 0
0 0
50 6,5
0 0
0 0
0 0
0 0

3.5. Nghién cttu tao ré cho choi

Cac chéi sau giai doan nhan nhanh véi
chiéu cao chéi 1- 1,5 cm, 14 xanh, chéi sinh
trudng phét trién binh thudng sé duge chuyén
sang moi trudng ra ré dé hoan thién qua trinh
nhéan giong in vitro. Chat cam tng ra ré duge st
dung 1a IBA va a-NAA trén nén moéi truong
MS+ 1g/1 than hoat tinh.

Két qua bang 5 cho thdy: Chéi du di hoan
toan khong c6 kha ning tao ré trén moi trudng
MS+ 1g/1 than hoat tinh cting nhu méi trusng c6
b6 sung a-NAA khoéng c6 tdc dung trong viéc
hinh thanh ré cho chéi du du, trong trudng hop
b6 sung IBA chéi du da tao ré duy nhét trén méi
trudng chia 1,5 mg/l véi ty 1é chdi tao ré 1a 50%
con & nong dd IBA cao hon ho#c thap hon déu
khong c6 kha nang tao ré cho choi.

Nghién ciiu tao cdy du da Honey Dew in
vitro hoan chinh, Modal et al.(1990) da cam ting
ra ré cho chéi du du trén méi truong MS (da
lugng) + 2 mg/l IBA. Ciing cam tng ré cho choi
du du gidng Yema in vitro, Islam et al. (1999) da
sti dung méi truong truong MS (da lugng) + 5
mg/l IBA. Trong khi d6, Protul etal. (2012) da
tim ra moéi trudng ra ré thich hgp nhat cho choi
du dn giong Shahi 14 MS+ 2 g/l than hoat tinh+
100mg/1 urea+ 4 mg/l IBA. Mbi trudng tot nhat
cho sy hinh thanh ré chdi du du in vitro gidng
du da Dai Loan nhap noi 12 MS+ 0,5 g/l than
hoat tinh (Nguyén Thi Nhin va cs., 2002). Diéu
nay ching té chat diéu tiét sinh trudng cé tac
dong khac nhau d6i véi kha ning hinh thanh ré
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ctia cic giong khac nhau. Do d6 viéc luya chon
ch4t kich thich ra ré can phai dugc lua chon cho
phi hep véi ting gidng, loai dé kich thich hinh
thanh ré tot, cho ciy con khée manh déng thoi
phai pht hgp véi tiing diéu kién san xuat.

4. KET LUAN

Ché d6 khti trung thich hgp nhat cho doan
than mang chdi nach la: khit tring kép bang
HgCl, 0,1% trong 10 phut va 5 phit cho ty 1&
mAu sach va tai sinh 14 86,9%.

Mbi truong thich hop cho cam tng callus ti
lat cit doan than non du du 1a MS+ 1 mg/l o-
NAA + 0,5 mg/l BA. Méi trudng nay cho ty 1&
hinh thanh callus cao nhdt dat 90,74%, dong
thoi callus tao thanh c6 mau tring, rin chéc.

Callus du du tai sinh chéi t6t nhat trén moéi
trudng MS + 1 mg/l BA + 0,1 mg/l o -NAA +
30g/l duong saccaroza vé6i ty 1& tai sinh dat
44,44%, chéi sinh trudng phat trién tot sau 4
tuan nuodi cay.

Mbi trudng thich hop cho nhan nhanh chéi
du da 12 méi truong MS+ 0,5 mg/l BA+ 0,25
mg/l a- NAA + 30g/l dudng saccaroza. Trén moéi
trudng nay hé s6 nhan dat 3,17 1an, chiéu cao
choi dat 1,49 cm.

Mboi trudng thich hop cho ra ré du dua la
MS+ 1 g/l than hoat tinh+ 1,5 mg/l IBA + 30g/1
dudng saccaroza cho ty 1& ra ré dat 50% vdéi s ré
trung ninh trén cay la 6,5 ré.
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Tu cac két qua nghién c@u, qui trinh nhan
dong bd cta gidng du dt VNDD9 dugc tém tit
qua hinh 1.
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