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TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện với mục đích đánh giá khả năng tạo mô sẹo và tái sinh của bảy giống lúa bao gồm 

BM9630, NV1, NV2, NV3, J02 (thuộc nhóm japonica), Hương cốm và BC15 (thuộc nhóm indica). Tỷ lệ tạo mô sẹo 

của các giống lúa nghiên cứu trong khoảng 72-98%; trong đó, giống Hương cốm, NV1 và J02 có tỷ lệ tạo mô sẹo 

trên 90% (tương ứng 97%, 92% và 98%). Môi trường tạo mô sẹo thích hợp đối với giống Hương cốm và các giống 

japonica là môi trường muối N6 + vitamin B5 + 3 mg/l 2,4-D + 100 mg/l myo-inositol + 500 mg/l L-proline + 500 mg/l 

L-glutamin + 300 mg/l casein hydrolysate + 30 g/l sucrose. Khảo sát ảnh hưởng của 3 điều kiện nhiệt độ 22, 28 và 

30
o
C trong giai đoạn cảm ứng tạo mô sẹo cho thấy nhiệt độ có ảnh hưởng rõ rệt đến khả năng tạo cũng như chất 

lượng mô sẹo. Trong đó nhiệt độ 28
0
C là thích hợp nhất cho cảm ứng tạo mô sẹo. Nghiên cứu đã xác định được khả 

năng tái sinh chồi từ mô sẹo của 3 giống Hương cốm, BC15 và J02 trên 4 môi trường khác nhau, trong đó, giống 

BC15 tái sinh kém trên tất cả các môi trường nghiên cứu. Hai giống J02 và Hương cốm có khả năng tái sinh cao trên 

môi trường muối N6 + vitamin B5 + 3 mg/l BAP + 1 mg/l α-NAA + 100 mg/l myo-inositol + 500 mg/l L-proline + 500 

mg/l L-glutamin + 300 mg/l casein hydrolysate + 30 g/l sucrose.  

Từ khóa: Chuyển gen, lúa, mô sẹo, tái sinh chồi. 

Establishing In Vitro Regeneration System for Rice 

ABSTRACT 

The study was carried out to examine callus induction and plant regeneration of seven rice varieties, BM9630, 

NV1, NV2, NV3, and J02 (japonica group) and Huong com and BC15 (indica group). Percentage of callus formation 

of all varieties ranged from 72 to 98%, especially, the callus induction of Huong com, NV1 and J02 was above 90% 

(97%, 92% and 98%, respectively). The optimum callus induction medium for Huong com variety and other japonica 

varieties was N6 + vitamin B5 + 3 mg/l 2,4-D + 100 mg/l myo-inositol + 500 mg/l L-proline + 500 mg/l L-glutamin + 

300 mg/l casein hydrolysate + 30 g/l sucrose.  Temperature significantly affected callus formation and its quality; the 

highest percentage of callus induction was obtained at 28
0
C. Shoot regeneration from callus of Huong com, BC15, 

and J02 varieties on four media were obtained, however,  BC15 showed poor regeneration capacity on all types of 

media. High shoot regeneration of J02 and Huong com was obtained on N6 + vitamin B5 + 3 mg/l BAP + 1 mg/l α-

NAA, 100 mg/l myo-inositol, 500 mg/l L-proline, 500 mg/l L-glutamin, 300 mg/l casein hydrolysate, 30 g/l sucrose.  

Keywords: Rice, callus induction, shoot regeneration. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Bûnh đäo Ćn lča do nçm Magnaporthe 

grisea là mċt trong nhĕng bûnh quan trąng, gåy 

thiût häi lęn v÷ sân lđĜng lča toàn cæu. MĊi nëm  

bûnh đäo Ćn làm thø gięi mçt mċt lđĜng lča đĎ 

đù nuĆi sĈng hėn 60 triûu ngđĘi (Scardaci, 

2003). Vęi đðc điùm khý hêu nĂng èm, mđa 

nhi÷u, bûnh đäo Ćn gåy thiût häi nghiöm trąng Ě 

câ hai mi÷n Nam và Bíc, Viût Nam.  
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Trong sĖ hünh thành và phát triùn bûnh đäo 

Ćn Ě lča, gen MPG1 đĂng vai trā quan trąng, 

liön quan đøn týnh gåy bûnh đđĜc biùu hiûn 

trong suĈt quá trünh hünh thành vāi áp, quá 

trünh phát triùn triûu chēng và hünh thành bào 

tĔ. Do vêy, viûc ēc chø biùu hiûn cĎa gen MPG1 

cĂ thù khiøn nçm đäo Ćn khĆng gåy đđĜc bûnh 

trön lča. Trön cė sĚ đĂ, Bċ mĆn CNSH ThĖc vêt 

- Khoa CNSH - Hąc viûn NĆng nghiûp Viût Nam 

đã nghiön cēu và thiøt kø vector mang miRNA 

nhån täo ēc chø đðc hiûu sĖ biùu hiûn cĎa gen 

MPG1 (Nguyún ThĀ Phđėng Thâo và cs., 2013). 

Viûc chuyùn thành cĆng cçu trčc miRNA này 

vào cåy lča sô täo ra giĈng lča cĂ khâ nëng 

kháng đđĜc nhi÷u chĎng nçm đäo Ćn. 

Trong quá trünh chuyùn gen vào cåy lča 

bìng vi khuèn Agrobacterium tumefaciens, phôi 

lča trđĚng thành thđĘng đđĜc sĔ dĐng làm vêt 

liûu chuyùn gen do đåy là vêt liûu sïn cĂ và dú 

thao tác hėn so vęi các loäi vêt liûu khác (Hoa 

và cs., 1999; Datta and Datta, 2006; Ozawa, 

2008; Rahman et al., 2010; Prasad et al., 2008; 

Phan ThĀ Thu Hi÷n, 2012). Tuy nhiön khâ nëng 

câm ēng mĆ sõo tĒ và tái sinh cåy tĒ callus lča 

khĆng cao và bĀ ânh hđĚng bĚi rçt nhi÷u yøu tĈ 

nhđ kiùu gen, thành phæn mĆi trđĘng, phđėng 

pháp và đi÷u kiûn nuĆi cçy (Revathi and Pillai, 

2011; Verma et al., 2011). Khâ nëng câm ēng 

mĆ sõo và tái sinh cåy cĎa các giĈng thuċc loài 

phĐ japonica cao hėn so vęi các giĈng thuċc loài 

phĐ indica (Ramesh et al., 2009). Nghiön cēu 

này đđĜc tiøn hành nhìm chąn đđĜc các giĈng 

lča cĂ khâ nëng täo mĆ sõo và tái sinh cåy cao 

tĒ vêt liûu ban đæu là phĆi trđĚng thành trong 

bây giĈng lča khâo sát đang đđĜc trćng phĉ biøn 

täi Viût Nam nhìm phĐc vĐ chuyùn cçu trčc 

miRNA nhån täo ēc chø đðc hiûu sĖ biùu hiûn 

cĎa gen MPG1 gičp kháng nçm đäo Ćn do nçm 

Magnaporthe grisea gây ra. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1. Vêt liệu nghiên cĀu 

Hät giĈng chýn, säch bûnh, cĂ sēc nây mæm 

tĈt cĎa bây giĈng lča trünh bày Ě bâng 1. 

2.2. PhþĄng pháp nghiên cĀu 

2.2.1. Khử trùng hạt 

Hät lča chýn, sēc nây mæm tĈt, khĆng bĀ 

såu bûnh đđĜc bĂc bă vă trçu, khĆng làm tĉn 

thđėng đøn phĆi hät. Sau đĂ, hät đđĜc ngåm 

trong cćn 70% trong 1 phčt, tiøn hành khĔ 

trČng bìng NaOCl 5,5% cĂ bĉ sung 1-2 giąt 

Tween 20 trong 30 phčt, rći rĔa säch bìng nđęc 

cçt vĆ trČng 4-5 læn. Hät đđĜc thçm khĆ trön 

giçy thçm vĆ trČng và cçy vào mĆi trđĘng câm 

ēng täo mĆ sõo.  

2.2.2. Khâo sát câm ứng hình thành mô sẹo 

Các mĆi trđĘng khâo sát câm ēng hünh 

thành mĆ sõo cĎa các giĈng lča đđĜc kø thĒa và 

câi biøn theo cĆng bĈ cĎa CIRAD (Trung tâm 

HĜp tác QuĈc tø Nghiön cēu NĆng nghiûp phĐc 

vĐ Phát triùn - tĉ chēc cĎa Pháp); Datta and 

Datta (2006); Ozawa et al. (2008); Rahman et 

al. (2010) (Bâng 2). 

2.2.3. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến khâ năng 

câm ứng tạo mô sẹo và chất lượng mô sẹo 

Hät cĎa bây giĈng lča sau khi khĔ trČng 

đđĜc nuĆi cçy trön mĆi trđĘng täo mĆ sõo thých 

hĜp cho tĒng giĈng đã đđĜc xác đĀnh tĒ thý 

nghiûm khâo sát mĆi trđĘng Ě nhiût đċ nhiût đċ 

22oC (đi÷u kiûn nhiût đċ bućng nuĆi), 28oC và 

30oC (sĔ dĐng tĎ đĀnh Ćn).  

2.2.4. Khâo sát tái sinh chồi từ mô sẹo 

MĆ sõo vàng tđėi, khĆ, kých thđęc đćng đ÷u 

cĎa 3 giĈng J02, Hđėng cĈm, BC15 đđĜc 

chuyùn sang mĆi trđĘng tái sinh nhìm khâo 

sát khâ nëng tái sinh cåy. MĆi trđĘng tái sinh 

là mĆi trđĘng câm ēng täo mĆ sõo thých hĜp 

cho tĒng giĈng, cĂ hoðc khĆng bĉ sung 2,4-D, 

bĉ sung các chçt đi÷u tiøt sinh trđĚng và 

sorbitol theo cĆng bĈ cĎa CIRAD; Datta and 

Datta (2006) (Bâng 3).  

MĆi trđĘng nuĆi cçy đđĜc bĉ sung 30 g/l 

sucrose, 8,0 g/l agar và đi÷u chþnh pH = 5,7 

trđęc khi hçp khĔ trČng Ě áp suçt 1,1 atm, nhiût 

đċ 1210C trong 20 phčt. Đi÷u kiûn nuĆi cçy câm 

ēng täo mĆ sõo: đi÷u kiûn tĈi, 28oC trong 3 tuæn. 

Đi÷u kiûn nuĆi cçy tái sinh chći: đi÷u kiûn tĈi,  
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Bâng 1. Danh sách các giống lúa nghiên cĀu 

STT Loài phụ Tên giống Nguồn gốc 

1 Japonica BM9630 Trung tâm bảo tồn và phát triển nguồn gen cây trồng - Học 
viện Nông nghiệp Việt Nam 

2 NV1 

3 NV2 

4 NV3 

5 J02 

6 Indica Hương cốm 

(HC) 

Viện Nghiên cứu và Phát triển cây trồng - Học viện Nông 
nghiệp Việt Nam 

7 BC15 Công ty giống cây trồng Thái Bình 

Bâng 2. Thành phæn môi trþąng khâo sát khâ nëng câm Āng täo mô sẹo 

Môi trường Thành phần môi trường Tài liệu tham khảo 

M1 MS (Murashige and Skoog, 1962) + 2 mg/l 2,4-D (2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid) + 300 mg/l casamino acid  

Datta and Datta (2006) cải biến 

M2 MS + 3 mg/l 2,4-D + 300 mg/l casamino acid  Datta and Datta (2006) cải biến 

M3 Muối MS + vitamin B5 (Gamborg et al., 1968)+ 1 mg/l 2,4-D + 10 mg/l -
NAA (α-Naphthyl Acetic Acid) 

Rahman et al. (2010) cải biến 

N1 Muối N6 (Chu et al., 1975) + vitamin B5 + 2,5 mg/l 2,4-D + 100 mg/l myo-
inositol + 500 mg/l L-proline + 500 mg/l L-glutamin + 300 mg/l casein 
hydrolysate  

CIRAD cải biến 

N2 Muối N6 + vitamin B5 + 3 mg/l 2,4-D + 10 mg/l myo-inositol + 500 mg/l L-
proline + 500 mg/l L-glutamin + 300 mg/l casein hydrolysate  

CIRAD cải biến 

N3 N6 + 2 mg/l 2,4-D + 100 mg/l L-proline + 300 mg/l casein hydrolysate  Ozawa (2008) 

Bâng 3. Thành phæn môi trþąng khâo sát khâ nëng tái sinh chồi tÿ mô sẹo 

Môi trường Thành phần môi trường Tài liệu tham khảo 

RN1 N2 (-2,4-D) + 3 mg/l BAP (6-Benzylaminopurine) + 1 mg/l -NAA CIRAD cải biến 

RN2 N2 + 3 mg/l BAP + 1 mg/l -NAA CIRAD cải biến 

RN3 N2 (-2,4-D) + 2 mg/l kinetin + 1 mg/l -NAA + 10 g/l sorbitol Datta and Datta (2006) 

RN4 N2 + 2 mg/l kinetin + 1 mg/l -NAA + 10 g/l sorbitol Datta and Datta (2006) 

RM1 M2 (-2,4-D) + 3 mg/l BAP + 1 mg/l -NAA CIRAD cải biến 

RM2 M2 + 3 mg/l BAP + 1 mg/l -NAA CIRAD cải biến 

RM3 M2 (-2,4-D) + 2 mg/l kinetin + 1 mg/l -NAA + 10 g/l sorbitol Datta and Datta (2006) 

RM4 M2 + 2 mg/l kinetin + 1 mg/l -NAA + 10 g/l sorbitol Datta and Datta (2006) 

Ghi chú: Thành phæn môi trường N2, M2 được trình bày ở bâng 2 
-2,4-D: Không chứa 2,4 D trong môi trường 

28oC trong 10 ngày trong tĎ đĀnh Ćn, sau đĂ 

chuyùn sang bućng nuĆi cĂ chø đċ chiøu sáng 16 

giĘ sáng/8 giĘ tĈi và nhiût đċ trong khoâng 24-

25oC. Tğ lû hät câm ēng täo mĆ sõo, tğ lû mĆ sõo 

tái sinh chći, sĈ chći/cĐm mĆ sõo đđĜc ghi nhên 

sau 3-6 tuæn nuĆi cçy. 

2.2.5. Xác định ânh hưởng của kháng sinh 

đến sự sinh trưởng của mô sẹo phục vụ 

chuyển gen 

MĆ sõo cĎa 2 giĈng Hđėng cĈm và J02 đđĜc 

nuĆi cçy trön mĆi trđĘng câm ēng mĆ sõo cĂ bĉ 

sung kháng sinh chąn ląc kanamycin Ě các nćng 
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đċ khác nhau. Tğ lû mĆ sõo sĈng đđĜc ghi nhên 

sau 3 tuæn nuĆi cçy. 

2.2.6. Bố trí thí nghiệm và xử lý số liệu 

Các thý nghiûm đđĜc bĈ trý 100 méu đĈi vęi 

thý nghiûm khâo sát khâ nëng câm ēng täo mĆ 

sõo, 50 méu đĈi vęi thý nghiûm nghiön cēu ânh 

hđĚng cĎa nhiût đċ đøn khâ nëng câm ēng täo 

mĆ sõo, 30 méu đĈi vęi thý nghiûm tái sinh chći 

tĒ mĆ sõo và 100 méu đĈi vęi thý nghiûm nghiön 

cēu ânh hđĚng cĎa kháng sinh đøn sinh trđĚng 

cĎa mĆ sõo. 

SĈ liûu đđĜc xĔ lĞ thĈng kö bìng chđėng 

trình Excel và IRRISTAT 4.0. 

3. KẾT QUÂ VÀ THÂO LUẬN 

3.1. Khâ nëng câm Āng täo mô sẹo  

Tğ lû hät câm ēng täo mĆ sõo cĂ sĖ khác 

biût lęn giĕa các mĆi trđĘng và giĕa các giĈng. 

GiĈng J02 cĂ tğ lû hät câm ēng mĆ sõo đät cao 

nhçt (trung bünh 82,67%), theo sau là giĈng 

NV1 (75,83%), NV2 (69,83%), Hđėng cĈm 

(68,67%). Ba giĈng cĂ tğ lû hät câm ēng täo mĆ 

sõo thçp là BC15 (53,00%), BM9630 (53,50%) và 

NV3 (56,17%). MĆi trđĘng M3 cho tğ lû hät täo 

mĆ sõo thçp nhçt Ě câ bây giĈng. Tuy nhiön, mĆi 

trđĘng cho tğ lû hät täo mĆ sõo đät cao nhçt Ě 

các giĈng khác nhau là khác nhau. Trong khi tğ 

lû hät câm ēng täo mĆ sõo cĎa giĈng BM9630 

(69,0%), J02 (98,0%), NV1 (92%), NV3 (75%) và 

Hđėng cĈm (97%) đät cao nhçt khi nuĆi cçy trön 

mĆi trđĘng N2, giĈng NV2 (83%) và BC15 (72%) 

cĂ tğ lû hät täo mĆ sõo cao nhçt trön mĆi trđĘng 

M2 (Bâng 4). 

Mēc đċ phân ēng hünh thành mĆ sõo cĎa 

tĒng giĈng trön các mĆi trđĘng cďng cĂ sĖ khác 

nhau rçt rĄ rût. Trong khi tğ lû hät câm ēng täo 

mĆ sõo cĎa giĈng J02 trön bây mĆi trđĘng khĆng 

cĂ sĖ sai khác nhi÷u, dao đċng tĒ 60-98%, các 

giĈng cān läi cĂ tğ lû hät täo mĆ sõo trön các mĆi 

trđĘng khác nhau rçt khác nhau, đðc biût là 

giĈng Hđėng cĈm vęi tğ lû hät täo mĆ sõo dao 

đċng tĒ 28-97% (Bâng 4). 

Nhđ vêy, cĂ thù thçy câ bây giĈng lča trong 

nghiön cēu này đ÷u cĂ khâ nëng täo mĆ sõo tĈt 

(đät tğ lû täo mĆ sõo > 50%). Khâ nëng täo mĆ 

sõo cĎa các giĈng bĀ ânh hđĚng bĚi yøu tĈ mĆi 

trđĘng và bân chçt di truy÷n, do vêy các giĈng 

lča khác nhau cĂ mĆi trđĘng tĈi đu đù câm ēng 

täo mĆ sõo khác nhau. Køt luên này cďng trČng 

vęi køt quâ nghiön cēu cĎa Phan ThĀ Thu Hi÷n, 

2012; Rahman et al. (2010). Theo Phan ThĀ Thu 

Hi÷n (2012), cĂ sĖ khác biût rçt lęn v÷ tğ lû täo 

mĆ sõo cĎa 31 giĈng lča nđėng mi÷n Bíc trön 3 

mĆi trđĘng khâo sát, dao đċng tĒ 28,3-85%. 

Rahman et al. (2010) đã cĆng bĈ køt quâ tğ lû 

hünh thành mĆ sõo cĎa giĈng MR232 thuċc loài 

phĐ indica trön mĆi trđĘng M3 lön tęi 91-97%. 

Tuy nhiên, 2 giĈng indica trong nghiön cēu này 

chþ cĂ tğ lû hünh thành mĆ sõo đät 15-28% trên 

mĆi trđĘng M3.  

Bâng 4. Tỷ lệ hät täo mô sẹo cûa bây giống lúa nghiên cĀu sau 3 tuæn nuôi cçy 

Giống 
Tỷ lệ hạt tạo mô sẹo (%) 

Trung bình (%) 
M1 M2 M3 N1 N2 N3 

BM9630 55,0 62,0 30,0 48,0 69,0 57,0 53,50 

J02 80,0 95,0 60,0 82,0 98,0 81,0 82,67 

NV1 73,0 91,0 47,0 78,0 92,0 74,0 75,83 

NV2 72,0 83,0 39,0 73,0 82,0 70,0 69,83 

NV3 58,0 63,0 31,0 50,0 75,0 60,0 56,17 

Hương cốm 65,0 91,0 28,0 69,0 97,0 62,0 68,67 

BC15 52,0 72,0 15,0 61,0 68,0 50,0 53,00 

Ghi chú: M1 = MS + 2 mg/l 2,4-D + 300 mg/l casamino acid; M2 = MS + 3 mg/l 2,4-D + 300 mg/l casamino acid; M3 = Muối MS 

+ vitamin B5 + 1 mg/l 2,4-D + 10 mg/l α-NAA; N1 = Muối N6 + vitamin B5 + 2,5 mg/l 2,4-D + 100 mg/l myo-inositol + 500 

mg/l L-proline + 500 mg/l L-glutamin + 300 mg/l casein hydrolysate; N2 = Muối N6 + vitamin B5 + 3 mg/l 2,4-D + 10 mg/l 

myo-inositol + 500 mg/l L-proline + 500 mg/l L-glutamin + 300 mg/l casein hydrolysate; N3 = N6 + 2 mg/l 2,4-D + 100 mg/l L-

proline + 300 mg/l casein hydrolysate. 
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Quan sát hünh thái mĆ sõo cho thçy, mĆ sõo 

cĎa các giĈng thuċc loài phĐ japonica và Hđėng 

cĈm khĆng khác nhau nhi÷u, tuy nhiön mĆ sõo 

cĎa giĈng BC15 läi khác biût so vęi giĈng Hđėng 

cĈm thuċc cČng loài phĐ indica và các giĈng 

thuċc loài phĐ japonica. MĆ sõo cĎa các giĈng 

japonica và Hđėng cĈm thđĘng trān, xĈp, cĂ 

màu vàng hoðc tríng. MĆ sõo cĎa giĈng BC15 

thđĘng khĆng trān, rín, màu vàng nhät và cĂ 

vøt thåm đen (Hình 1). Trong quá trình quan 

sát cho thçy, đøn tuæn thē 4 trĚ đi mĆ sõo cĎa 

giĈng BC15 bĀ đen dæn, đøn tuæn thē 7 toàn bċ 

khĈi mĆ sõo bĀ thåm đen, khĆng cĂ khâ nëng 

hünh thành mĆ sõo thē cçp. Tuy nhiön, giĈng 

Hđėng cĈm cĂ khâ nëng hünh thành mĆ sõo thē 

cçp sau 6 tuæn nuĆi cçy trön mĆi trđĘng N2. 

Nhün chung, các giĈng thuċc loài phĐ japonica 

cĂ khâ nëng phát sinh mĆ sõo thē cçp trong đĂ, 

giĈng J02 cĂ khâ nëng phát sinh mĆ sõo thē cçp 

tĈt nhçt. Hæu høt mĆ sõo sė cçp cĎa J02 đ÷u cĂ 

khâ nëng phát sinh mĆ sõo thē cçp to, màu 

vàng tđėi, khĆ, trān, kých thđęc đćng đ÷u hėn 

mĆ sõo thē cçp cĎa Hđėng cĈm (Hình 2).  

3.2. Ânh hþćng cûa nhiệt độ đến khâ nëng 

täo mô sẹo và chçt lþĉng mô sẹo 

Tğ lû hät täo mĆ sõo cĎa các giĈng lča khi 

nuĆi cçy Ě nhiût đċ 280C đät cao hėn so vęi khi 

nuĆi cçy Ě nhiût đċ 220C và 300C vęi mēc sai 

khác cĂ Ğ nghÿa thĈng kö (p = 0,05). Tğ lû hät 

täo mĆ sõo cĎa bây giĈng Ě nhiût đċ 280C dao 

đċng tĒ 68% (giĈng BM9630) đøn 98,7% (giĈng 

J02). Khi nuĆi cçy Ě nhiût đċ cao hėn (300C) 

hoðc thçp hėn (220C), tğ lû hät täo mĆ sõo giâm 

đáng kù, đðc biût là nuĆi cçy Ě nhiût đċ thçp, 

dao đċng tĒ 20,7% (giĈng BC15) đøn 86,0%

 

   

(a) (b) (c) 

 
(d) (e) (g) (f) 

Hình 1. Mô sẹo sĄ cçp 3 tuæn tuổi cûa giống BM9630 (a), J02 (b), NV1 (c), NV2 (d), NV3 (e), HþĄng 

cốm (f) trên môi trþąng N2. Mô sẹo sĄ cçp 3 tuæn tuổi cûa giống BC15 (g) trên môi trþąng M2 

(a)  (b) 

Hình 2. Mô sẹo thĀ cçp 6 

tuæn tuổi cûa giống J02 (a) 

và giống HþĄng cốm (b) 

trên môi trþąng N2 



Nghiên cứu xây dựng hệ thống tái sinh in vitro trên cây lúa  

1254 

(giĈng J02). Các mĆ sõo täo ra khi nuĆi cçy Ě 

nhiût đċ 280C cĂ màu vàng tđėi, khĆ và kých 

thđęc đćng đ÷u. Trong khi đĂ, các mĆ sõo câm 

ēng Ě nhiût đċ 220C và 300C thđĘng cĂ màu 

tríng đĐc hoðc vàng nhät, đęt và kých thđęc 

khĆng đćng đ÷u (Bâng 5). Qua quá trünh thĔ 

nghiûm, mĆ sõo cĂ màu vàng tđėi, khĆ, cĂ khâ 

nëng tái sinh thành cåy cao hėn so vęi mĆ sõo 

tríng, vàng, đęt. Do vêy, đi÷u kiûn nhiût đċ nuĆi 

cçy 28oC là thých hĜp đù täo mĆ sõo cho các 

giĈng lča nghiön cēu. 

Theo køt quâ nghiön cēu cĎa Jaruwan et al. 

(2008), tğ lû hünh thành mĆ sõo cĎa giĈng lča 

KMDL 105 khĆng sai khác nhi÷u khi nuĆi cçy Ě 

nhiût đċ 25±20C và 30±20C. Tuy nhiên hình thái 

mĆ sõo khi nuĆi cçy Ě 2 khoâng nhiût đċ này cĂ 

sĖ khác biût đáng kù. MĆ sõo nuĆi cçy Ě nhiût đċ 

25±20C thđĘng cĂ màu vàng, khĆ và rín trong 

khi mĆ sõo nuĆi cçy Ě nhiût đċ 30±20C màu kem, 

đęt và m÷m.  

3.3. Tái sinh cây tÿ mô sẹo  

DĖa trön hünh thái mĆ sõo, mĆ sõo cĎa ba 

giĈng J02, Hđėng cĈm và BC15 đđĜc lĖa chąn đù 

đánh giá khâ nëng tái sinh cåy làm ti÷n đ÷ cho 

quá trünh chuyùn gen thĆng qua vi khuèn 

Agrobacterium tumefaciens. MĆi trđĘng tái sinh 

sĔ dĐng mĆi trđĘng cė bân, là mĆi trđĘng täo 

mĆ sõo thých hĜp cho tĒng giĈng bĉ sung thöm 

chçt đi÷u tiøt sinh trđĚng BAP hoðc kinetin, α-

NAA, sorbitol. Køt quâ bâng 6 cho thçy, khâ 

nëng tái sinh cåy cĎa mĆ sõo giĈng J02, Hđėng 

cĈm và BC15 rçt cao vęi 100% cĐm mĆ sõo täo 

cåy trön mĆi trđĘng RN1, RN2, RN3 và RN4 đĈi 

vęi giĈng J02, Hđėng cĈm và trön mĆi trđĘng 

RM1, RM2, RM3 và RM4 vęi giĈng BC15. SĈ 

cåy/cĐm mĆ sõo cĎa câ 3 giĈng trön mĆi trđĘng 

khĆng bĉ sung 2,4-D (RN1, RN3, RM1 và RM3) 

cao hėn so vęi mĆi trđĘng chēa 2,4-D (RN2, 

RN4, RM2 và RM4). MĆi trđĘng tái sinh bĉ 

sung 3 mg/l BAP + 1 mg/l -NAA (RN1, RN2, 

RM1, RM2) là mĆi trđĘng tái sinh tĈt hėn môi 

trđĘng bĉ sung 2 mg/l kinetin, 1 mg/l -NAA và 

10 g/l sorbitol (RN3, RN4, RM4, RM4). 

ĐĈi vęi giĈng lča J02 và Hđėng cĈm, mĆi 

trđĘng tái sinh RN1 sĔ dĐng n÷n mĆi trđĘng täo 

mĆ sõo N2 (-2,4-D) bĉ sung 3 mg/l BAP + 1 mg/l 

-NAA cho køt quâ sĈ cåy tái sinh cao nhçt, 

tđėng ēng 16,33 và 13,67 cåy/cĐm mĆ sõo. Trön 

mĆi trđĘng tái sinh RN2 cĂ chēa 2,4-D, sĈ cåy 

tái sinh thu đđĜc ýt hėn so vęi mĆi trđĘng RN1. 

MĆi trđĘng tái sinh RN3 và RN4 cČng bĉ sung 2 

mg/l kinetin, 1 mg/l -NAA và 10 g/l sorbitol 

cho køt quâ sĈ cåy tái sinh/cĐm mĆ sõo thçp hėn 

so vęi mĆi trđĘng tái sinh RN1 và RN2. MĆ sõo 

tái sinh cåy chêm trön mĆi trđĘng RN3 và RN4, 

sĈ cåy tái sinh/cĐm mĆ sõo thu đđĜc tđėng ēng 

là 11,67% và 5,33% vęi giĈng J02, 4,33% và 

2,67% vęi giĈng Hđėng cĈm (Bâng 6). Quan sát 

hünh thái cho thçy, Ě giai đoän đæu tái sinh (bao  

Bâng 5. Ânh hþćng cûa nhiệt độ nuôi cçy đến tỷ lệ hät täo mô sẹo  

và hình thái mô sẹo sau 3 tuæn nuôi cçy 

  

Giống 

Tỷ lệ hạt tạo mô sẹo (%) Hình thái mô sẹo 

22
o
C

 
28

o
C 30

o
C 22

o
C

 
28

o
C 30

o
C 

BM9630 27,3
a 

68,0
b 

57,3
c 

+ ++ + 

J02 86,0
a 

98,7
b 

88,7
c 

+++ +++ +++ 

NV1 57,3
a 

91,3
b 

69,3
c 

++ +++ +++ 

NV2 53,3
a 

81,3
b 

71,3
c 

++ +++ +++ 

NV3 44,7
a 

74,7
b 

63,3
c 

++ +++ ++ 

Hương cốm 40,7
a 

94,7
b 

82,0
c 

+ +++ ++ 

BC15 20,7
a 

71,3
b 

64,7
c 

+ ++ + 

Ghi chú: Các chữ cái trong cùng một hàng chî sự khác biệt cò ý nghïa thống kê (p = 0,05) giữa các giá trð trung bình 

+: Mô sẹo màu tríng đục, ướt, kích thước không đều; ++: Mô sẹo vàng nhät, khô, kích thước không đều; +++: Mô sẹo vàng tươi, 

khô, kích thước đồng đều. 
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Bâng 6. Khâ nëng tái sinh cåy cûa mô sẹo sau 6 tuæn nuôi cçy 

Môi trường 
Tỷ lệ cụm mô sẹo tái sinh cây (%) Số cây/cụm mô sẹo (cây) 

J02 HC BC15 J02 HC BC15 

RN1 100 100 - 16,33 13,67 - 

RN2 100 100 - 9,00 5,67 - 

RN3 100 100 - 11,67 4,33 - 

RN4 100 100 - 5,33 2,67 - 

RM1 - - 100 - - 1,33 

RM2 - - 100 - - 0,20 

RM3 - - 100 - - 0,16 

RM4 - - 100 - - 0,10 

Ghi chú: RN1 = N2 (-2,4-D) + 3 mg/l BAP + 1 mg/l α-NAA; RN2 = N2 + 3 mg/l BAP + 1 mg/l α-NAA; RN3 = N2 (-2,4-D) + 2 

mg/l kinetin + 1 mg/l α-NAA + 10 g/l sorbitol; RN4 = N2 + 2 mg/l kinetin + 1 mg/l α-NAA + 10 g/l sorbitol; RM1 = M2 (-2,4-D) 

+ 3 mg/l BAP + 1 mg/l α-NAA; RM2 = M2 + 3 mg/l BAP + 1 mg/l α-NAA; RM3 = M2 (-2,4-D) + 2 mg/l kinetin + 1 mg/l α-NAA + 

10 g/l sorbitol; RM4 = M2 + 2 mg/l kinetin + 1 mg/l α-NAA + 10 g/l sorbitol; N2 = Muối N6 + vitamin B5 + 3 mg/l 2,4-D + 10 

mg/l myo-inositol + 500 mg/l L-proline + 500 mg/l L-glutamin + 300 mg/l casein hydrolysate; M2 = MS + 3 mg/l 2,4-D + 300 

mg/l casamino acid; -2,4-D: Không chứa 2,4 D trong môi trường. 

gćm giai đoän 10 ngày trong tĈi và khoâng 5 

ngày đæu Ě đi÷u kiûn sáng), sinh khĈi mĆ sõo trön 

mĆi trđĘng tái sinh cĂ 2,4-D tëng nhanh hėn trön 

mĆi trđĘng tái sinh không có 2,4-D; mĆ sõo trön 

mĆi trđĘng tái sinh khĆng cĂ 2,4-D lĐc hĂa sau 5 

ngày Ě đi÷u kiûn sáng và bít đæu hünh thành 

chći. Trong khi đĂ, sau 10 ngày Ě đi÷u kiûn sáng, 

mĆ sõo trön mĆi trđĘng tái sinh cĂ 2,4-D męi bít 

đæu lĐc hĂa (Hünh 3). Nhđ vêy, mĆi trđĘng tái 

sinh RN1 khĆng chēa 2,4-D cho køt quâ sĈ cåy 

tái sinh/cĐm mĆ sõo cao hėn mĆi trđĘng tái sinh 

RN2 cĂ chēa 2,4-D và các mĆi trđĘng cān läi; 

đćng thĘi sĖ phån hĂa chći cĎa câ 2 giĈng J02 và 

Hđėng cĈm trön mĆi trđĘng RN1 sęm hėn 

RN2.Trong trđĘng hĜp giĈng BC15, sĈ cåy/cĐm 

mĆ sõo đät đđĜc cao nhçt (1,33 chći) khi nuĆi cçy 

mĆ sõo trön mĆi trđĘng RM1 sĔ dĐng n÷n mĆi 

trđĘng täo mĆ sõo M2 (- 2,4-D) bĉ sung 3 mg/l 

BAP + 1 mg/l -NAA. Trön mĆi trđĘng RM2, 

RM3 và RM4, sĈ cåy tái sinh/cĐm mĆ sõo đät 

đđĜc rçt thçp, dao đċng tĒ 0,1-0,2 cåy/cĐm mĆ 

sõo. Khâ nëng tái sinh kòm cĎa giĈng BC15 cĂ 

thù do nguyön nhån mĆ sõo rín, khĆng cĂ hünh 

däng nhçt đĀnh và bĀ thåm đen nhi÷u nön sau 

mċt thĘi gian chuyùn mĆ sõo sang mĆi trđĘng tái 

sinh, mĆ sõo thđĘng cĂ màu vàng đêm và dæn 

hĂa nåu, chþ cĂ nhĕng mĆ sõo cĂ däng trān hoðc 

gæn trān, khĆ, màu vàng tđėi męi cĂ khâ nëng tái 

sinh cåy. Do vêy, cæn thiøt phâi tiøn hành khâo 

sát thöm các mĆi trđĘng khác đù tüm ra mĆi 

trđĘng tái sinh cåy tĒ mĆ sõo giĈng BC15 cho sĈ 

cây tái sinh/cĐm mĆ sõo đät cao hėn.  

Nhün chung, mĆ sõo cĎa ba giĈng J02, 

Hđėng cĈm và BC15 trön mĆi trđĘng tái sinh 

khĆng chēa 2,4-D câm ēng phát sinh chći 

nhanh hėn và sĈ chći tái sinh/cĐm mĆ sõo cao 

hėn so vęi mĆi trđĘng tái sinh chēa 2,4-D. Tuy 

nhiön, mĆi trđĘng thých hĜp nhçt đù tái sinh cåy 

tĒ mĆ sõo lča là rçt khác nhau giĕa các giĈng. 

Trong khi cæn thiøt phâi bĉ sung 2,4 D vào mĆi 

trđĘng tái sinh các giĈng lča Kalijira, Chinigura 

(Mannan et al., 2013), BR29, IR64 (Datta and 

Datta, 2006), các giĈng Pakhi Biroin, Hati 

Bromashi, Kacha Biorin (Hoque et al., 2013), 

MR81 (Rahman, 2010) läi tái sinh tĈt trön mĆi 

trđĘng khĆng chēa 2,4D. 

Nhđ vêy, nghiön cēu đã chþ ra đđĜc mĆi 

trđĘng tái sinh cåy thých hĜp tĒ mĆ sõo đĈi vęi 

giĈng J02 và Hđėng cĈm là mĆi trđĘng RN1. ĐĈi 

vęi giĈng BC15, đã xác đĀnh đđĜc mĆi trđĘng tái 

sinh chći là mĆi trđĘng RM1, tuy nhiön, hû sĈ 

tái sinh chći chđa cao, chþ đät 1,33 chći/cĐm. 

3.4. Ânh hþćng cûa kanamycin đến să sinh 

trþćng cûa mô sẹo 

Thý nghiûm đđĜc tiøn hành vęi mĐc đých 

đánh giá ânh hđĚng cĎa nćng đċ kháng sinh  
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(a) (b) 

Hình 3. Mô sẹo giống J02 (a) và giống HþĄng cốm (b) 

 trên môi trþąng RN1 sau 3 tuæn nuôi cçy 

   
(a) (b) (c) 

Hình 4. Cåy tái sinh tÿ mô sẹo giống BC15 trên môi trþąng RM1 (a),  

giống HþĄng cốm (b) và giống J02 (c) trên môi trþąng RN1 sau 6 tuæn nuôi cçy 

Bâng 7. Ânh hþćng cûa kanamycin đến tỷ lệ sống cûa mô sẹo sau 3 tuæn nuôi cçy 

Nồng độ kháng sinh (mg/l) Số lượng mô sẹo thí nghiệm 
Tỷ lệ mô sẹo sống (%) 

J02 Hương cốm 

0 100 100 100 

30 100 89 76 

50 100 65 59 

70 100 35 28 

90 100 18 12 

 

kanamycin đøn sĖ sinh trđĚng cĎa mĆ sõo đù 

lĖa chąn nćng đċ kháng sinh phČ hĜp (vĒa chąn 

đđĜc cåy chuyùn gen, vĒa khĆng làm giâm khâ 

nëng tái sinh cĎa méu) nhìm chąn ląc mĆ sõo 

cho chuyùn gen sau nàynòu sĔ dĐng 

Agrobacterium tumesfaciens chēa vector mang 

gen kháng kanamycin.  

Køt quâ bâng 7 cho thçy, bĉ sung 

kanamycin vào mĆi trđĘng nuĆi cçy đã làm 

giâm tğ lû sĈng cĎa mĆ sõo. Khi bĉ sung 

kanamycin Ě nćng đċ 30 mg/l, 89% mĆ sõo giĈng 

J02 và 76% mĆ sõo giĈng Hđėng cĈm sĈng. Tğ lû 

mĆ sõo sĈng giâm dæn khi tëng dæn nćng đċ 

kanamycin trong mĆi trđĘng nuĆi cçy. Đðc biût, 

chþ 18% mĆ sõo giĈng J02 và 12% mĆ sõo giĈng 

Hđėng cĈm sĈng khi 90 mg/l kanamycin đđĜc bĉ 

sung vào mĆi trđĘng nuĆi cçy. Do khâ nëng tái 

sinh cåy tĒ mĆ sõo cĎa các giĈng nghiön cēu 

thçp, bön cänh đĂ, nćng đċ kháng sinh cao cďng 

ânh hđĚng rĄ rût đøn sĖ sĈng và khâ nëng tái 

sinh cĎa mĆ sõo, vü vêy, nön dČng kanamycin Ě 

nćng đċ 70 mg/l đù chąn ląc mĆ sõo cĎa giĈng 

J02 và Hđėng cĈm trong quá trünh chuyùn gen. 
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4. KẾT LUẬN 

- Bây giĈng lča khâo sát gćm BM9630, 

NV1, NV2, NV3, J02 (thuċc nhĂm japonica), 

Hđėng cĈm và BC15 (thuċc nhĂm indica) đ÷u cĂ 

khâ nëng câm ēng täo mĆ sõo tĈt (đät > 50%). 

- Nhiût đċ nuĆi cçy thých hĜp đù câm ēng 

täo mĆ sõo là 280C. 

- MĆi trđĘng täo mĆ sõo thých hĜp cho giĈng 

BM9630 (69,0%), J02 (98,0%), NV1 (92%), NV3 

(75%) và Hđėng cĈm (97%) là mĆi trđĘng muĈi 

N6 + vitamin B5 + 3 mg/l 2,4-D + 100 mg/l myo-

inositol + 500 mg/l L-proline + 500 mg/l L-

glutamin + 300 mg/l casein hydrolysate + 30 g/l 

sucrose; mĆi trđĘng täo mĆ sõo thých hĜp cho 

giĈng NV2 (83%) và BC15 (72%) là mĆi trđĘng 

MS + 3 mg/l 2,4-D + 300 mg/l casamino acid + 

30 g/l sucrose. 

- 100% mĆ sõo cĎa ba giĈng lča J02, BC15 và 

Hđėng cĈm tái sinh cåy trön bĈn mĆi trđĘng khâo 

sát. SĈ cåy tái sinh/cĐm chći cĎa giĈng J02 (16,33 

cåy); Hđėng cĈm (13,67 cåy) và BC15 (1,33 cåy) 

đät cao nhçt trön mĆi trđĘng câm ēng täo mĆ sõo 

thých hĜp cho tĒng giĈng, khĆng chēa 2,4-D, bĉ 

sung 3 mg/l BAP + 1 mg/l -NAA.  

- Nćng đċ kháng sinh kanamycin thých hĜp 

đù chąn ląc mĆ sõo phĐc vĐ chuyùn gen sĔ dĐng 

các vector mang gen chąn ląc kháng kanamycin 

là 70 mg/l. 

LỜI CÂM ƠN 

Nghiön cēu đđĜc thĖc hiûn vęi sĖ hĊ trĜ 

kinh phý tĒ đ÷ tài cçp trđĘng trąng điùm ĔThiøt 

kø vector RNAi phĐc vĐ täo giĈng lča chuyùn 

gen kháng bûnh đäo Ćnĕ, mã sĈ: T2011-12-8TĐ. 
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