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1
MO PAU
Tinh cip thiét

Cay dinh lang da duoc sir dung nhu mét vi thude trong y hoc ¢b
truyén do chira nhiéu hop chit c6 dugc tinh cao thuéc nhém saponin
nhu axit oleanolic, polyacetylene; riéng axit oleanolic c6 tic dung
chbng oxy hda, chong cang thang than kinh va céc triéu chuang tram
cam (Vo Duy Huan va cs, 1998). Axit oleanolic con ¢6 tiém ning nhu
mét loai thudc co kha nang han ché sy phat trién cua té bao ung thu va
chbng déng mau (Zhang va cs, 2017).

Trude day va hién nay cay gidng dinh ling duoc tao ra chu yéu bang
gidm canh theo phuong phap truyén thong véi hé sé nhan gidng thap,
cay con khong ¢ ré chinh va cy giéng khong déng déu. K§ thuat giam
canh in vitro (nudi cy cac doan cit chdi ngon, doan d6t than) ciing da
dugc tng dung dat dwoc mot s6 két qua, nhung van chua cai thién duoc
hé s6 nhan giéng. Nhan giéng théng qua con duong tao phdi vo tinh
(somatic embryo) 1a phuong phap dugc cac nha nghién ctru danh gia
cao, ¢6 tiém niang ng dung 16n do hé s6 nhan gidng rat cao, dong thoi
khic phuc dugc cac han ché cua céc phuong phap nhan gidng truyén
thdng néu trén. Céc két qua nghién ciru vé tao phoi vo tinh trén ciy dinh
lang va quy trinh nhan giéng mai bang phuong phap sir dung phdi vo
tinh bat dau tir khau tao mo seo, tao va nhan phéi in vitro dén xay dung
ky thuat trong, chiam soc ciy tir phoi giai doan sau nudi cidy mo (ex
vitro) con rat khiém ton. Vi vay nghién ctru nay 1a rat can thiét.

Muc tiéu nghién ctru

Muc tiéu tong quéat

Xay dung quy trinh nhan giéng hoan chinh ciy DLLN théng qua
con dudng cam &ng tao phdi vo tinh nhiam dat dwoc hé sé nhan cao,
chat lwong cay giéng dong nhat.

Muc tiéu cu thé

Xac dinh ham lugng axit oleanolic cua 18 mau giéng dinh ling va
trinh tu DNA barcode caa 8 mau giéng DLLN.



2

Xac dinh méi truong nudi cdy thich hop hinh thanh loai md seo c6
kha nang phat sinh phoi vo tinh.

Xéc dinh méi truong va ché do nudi cdy phi hop dé cam tng, nhan
sinh khéi phdi va tao cay hoan chinh tir phdi.

Xac dinh diéu kién thuan dudng phl hop ddi véi cay con duoc tao
ra tir phoi vo tinh.

Dong gop méi caa luan an

Xac dinh duoc viing gen trnH-psbA 12 viing DNA barcode tiém ning
g dung trong viéc nhan dién miu gidng DLLN c6 ham luong axit
oleanolic cao.

Nhan phéi v6 tinh cay dinh ling 1a nhé trong hé thong bioreactor.
Phuong phép tao phoi vo tinh c¢é hé sé nhan gidng cao hon cac phuong
phap khac, cay tir phoi dong nhat di truyén véi cdy me va cay co ré
chinh tao nén gié tri thwong phdm cao.

Budc dau xay dung dugc mot quy trinh nhan gidng tir khau tao phoi
vo tinh cho dén khi hinh thanh cay con giéng xuit vuon. Pay 1a giai
phap hiéu qua trong nhan gidng cay dinh ling phuc vu cho san Xuét &
quy mo Ién.

Bo cuc caa luin an

Luan &n chinh thicc gém 137 trang, ¢6 3 chuong, 53 bang s6 lidu va
40 hinh. Luan 4n d3 tham khao tong cong 120 tai liéu trong d6 47 tai
liéu tiéng Viét va 73 tai liéu tiéng Anh.

Chuong 1
TONG QUAN

Cay dinh lang c6 ngudn goc & ving dao Polynésie thuoc Thai Binh
Duong. Chi dinh ling c6 gan 100 loai phan b & cac vang nhiét déi, can
nhiét déi. O Viét Nam, dinh lang da duoc trong tir rat lau trén khap ca
nuGe trong cac vuon gia dinh, dinh chua, tram xa bénh vién (V6 Van Chi
va Tran Hop, 1999). Gan day, dinh ling da tr& thanh mét nguén duoc
liéu quy, do vay nhu cdu mé rong dién tich trong dang dugc quan tam.
Tir d6 ¢6 nhiéu van d& dit ra nhu 13 chit lugng gidng tét ban dau, khi da
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x4c dinh duoc giéng rdi thi van dé tht hai dat ra 1a 1am sao cung cap
dugc lugng 6n gidng cho san xuit & quy md 16n.

Tir lau ngudi nong dan da ap dung k¥ thuat nhan gidng vo tinh cay
dinh lang thong qua giam canh, tuy nhién chi phuc vu cho quy mo nho.
K§ thuat vi giam canh ciing dugc ap dung mot thoi gian, tuy nhién dé
c6 dugc mot luogng gidng 16n, 6n dinh vé chét lwong thi str dung cong
nghé tao va nhan phdi vo tinh 1a thich hop nhat. Phdi vé tinh s& cho ra
nhitng cdy con ly tuong vé do dong déu va chat luong. Pé dam bao
dugc chit luong thi ciy dinh lang tuy theo tirng kiéu té bao ma cé hai
con duong tao phéi vo tinh (Pierik, 1987; Merkle va cs, 1995; Yeung,
1995). Thir nhat 1a con dwong tao phdi vé tinh truc tiép, trong d6 phoi
hinh thanh tir t& bao hoic mé ma khéng qua giai doan tao md seo, cac
té bao nay chinh 12 PEDC (Pre-Embryogenic Determined Cell - té bao
dugc xac dinh c6 kha ning tién phdi hoa). Thir hai 1a con duong tao
phdi gian tiép qua md sco va céac té bao chuyén thanh phéi chinh la
IEDC (Induced Embryogenic Determined Cell - té bao duoc xac dinh
c6 kha nang phdi hoa do cam ung) (Pierik, 1987). Trong hai con duong
trén, kiéu phat sinh gian tiép 1a phuong phap phd bién hon dé san xuat
phoéi vé6 tinh, dap @ng nhiéu muyc dich khac nhau va da duoc md ta &
hang tram loai thuc vat. Trong d& tai luan an nay k§y thuat tao phdi vo
tinh da duoc sir dung.

Ung dung ky thuat sinh hoc phan tir théng qua chi thi ISSR da gitip
xéc dinh dugc chét lugng va do ddng nhat vé& mat di truyén caa cay me
cling nhu cac cdy con duoc tao ra qua nhan gidng phdi vo tinh.

Céc chat diéu hoa sinh trudng nhu auxin ¢é tic dung trong giai doan
khoi dau tao md seo va phdi (Lo Schiavo va cs, 1989; Dubits va cs,
1995; Kutschera, 1994). Cytokinin 12 chat diéu hoa sinh truéng thuc vat
can thiét cho sy tao phdi vo tinh & mot sb loai thuc vat da dwoc sir dung
1a tAc nhan tao phdi trong dé tai luan an.
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Céc ky thuat méi vé nubi cdy md va té bao trong dich long, nudi cay
bang bioreactor da dugc sir dung dé thuc hién nhitng noi dung nghién
ctru cua dé tai va cho két qua tét.

Cudi cuing 1a khau chuyén cay con tir phong nudi cay mé in vitro ra
vuon vom. Day 1a giai doan khé khin nhét trong qué trinh nhan giéng
vo tinh bang nudi cay mo. Cay con in vitro duoc nudi ciy trong diéu
kién 6n dinh vé dinh dudng, anh sang, nhiét 4o, am d6, méi truong sach
bénh. Khi chuyén ra dat véi diéu kién tu nhién hoan toan khac han nhu
chat dinh dudng thip, cuong d6 anh sang manh, nhiét do cao, am do
thap, cay con d& bj stress mat nudc va mau bi héo (Nguyén Bao Toan,
2010). Mat khac trong méi trudng tu nhién cé rat nhiéu vi khuan va
nim gy bénh lam chét cay.

Céc yéu to tac dong chinh ciia méi truong & day da duoc nghién
ctru, va két qua cudi cung 1a ty 1é cay xuat vuon dat chuin cung cap
gidng trén 90 %.

Chuong 2
NOQI DUNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1 Vit li¢u, méi truong/gia thé va diéu kién nudi cay

Vit liéu: Dé tao mo seo, sir dung vat liéu 1a mau phién 14 va cuéng
la cua cay DLLN in vitro va cdy vuon wom. Dé tao phdi vo tinh, st
dung md seo c6 kha ning sinh phdi hinh thanh tir nudi cdy md seo ¢ 50
NSC. St dung cum phéi vo tinh dé nhan sinh khéi (qua nudi ciy long
Iic), dung phéi vo tinh trueng thanh dé tao cdy. St dung cay cao ~ 2,5
cm (vira |y ra khoi binh) dé trong trong khay, cay cao ~ 3 cm (tur khay)
dé trong vao bau dat.

MB&i trreong nudi cdy: Str dung mdi trudng khodng MS (Murashige
va Skoog, 1962), 1/2MS, SH (Schenk va Hildebrandt, 1972), Nitsch va
Nitsch (1969), cac loai dudng: sucrose, glucose, fructose, maltose; nuéc
dira; adenine sulfate; agar; cac chat diéu hoa sinh truéng (BA, kinetin,
IBA, NAA) dé tao md seo, tao phéi, nhan phdi, tao phoi trusng thanh
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va tao cly. Moi truong dugc diéu chinh pH khoang 5,7 - 6; hap khir
tring & 121°C véi 4p suét 1 atm trong 20 phuit.

Piéu kién nudi cay in vitro: Nhiét do phong nudi cay: 25 + 2°C,
cuong do chiéu sang: 0 lux (t5i) - 3.000 lux, thoi gian chiéu séng: 0 -
12 h/ngay (tuy thi nghiém).

Gia thé sir dung trong giai doan vudn wom: Cat, dat, mun dira,
tro trau, dén, phan chudng, phan hiru co vi sinh, phan dam va lan.

Piéu kién nudi trong giai doan ex vitro: Thi nghiém duoc tién hanh
trong diéu Kién nha ludi, c6 mai che mwa. Dung lugi den lam giam 50%
cuong do anh sang.

2.2 Phwong phap nghién ciru
2.2.1 N¢i dung 1: DPanh gia ham luwgng axit oleanolic va xac dinh
trinh tw DNA barcode ciia cic miu giong dinh ling

K§ thuat sic ky 1ong hiéu ning cao (HPLC) duoc sir dung dé xac
dinh ham lwong hoat chat thuéc nhém saponin 1a axit oleanolic cua 18
mau 14 tir cay dinh ling 4 nam tudi trong bo suu tap. Ham lugng axit
oleanolic ciia 18 mau giéng dinh ling duoc phan tich theo phuong phap
HDPP/DL-08.

DNA ciia 8 mau giéng DLLN duoc ly trich va tién hanh phan ung
PCR. Phan tng PCR cua ting mau phan tich duoc tién hanh 3 lan lap
lai, c&c mAu c6 san pham DNA khuéch dai c6 kich thuéc biang nhau
duoc str dung cho viéc giai trinh tu. Lya chon mét san pham PCR & mdi
mau dé tinh sach va giai trinh ty hai chiéu nhdam dam bao tinh chinh xéac
cua cac nucleotide. Cac trinh ty dwoc hiéu chinh biang phan mém
Bioedit, so sanh véi nhau bang cong cu Clustal Omega (European
Bioinfomatics Institute, 2017) va so sanh v&i cac trinh tu tuong ddng
c6 san trén co s& dir lieu GenBank théng qua viéc sir dung cong cu
BLAST.

2.2.2 N§i dung 2: Tao mo seo va phdi vo tinh dong PLLN wu ta

Thi nghiém 1 va 2: Thi nghiém hai yéu t6, yéu to A 1a 2 loai mau
(phién 14 va cudng 1a), yéu té B 1a 4 nong d6 2,4-D (0 mg/L (PC); 1
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mg/L; 2 mg/L va 3 mg/L). Thi nghiém duoc bé tri theo kiéu hoan toan
ngau nhién, c6 8 nghiém thirc, 3 1an 13p lai. Mdi 6 co s gom 3 binh tam
giac (250 mL), 10 mau/binh, tong sé mau ciy la 720 mau.

Thi nghiém 3: Thi nghiém hai yéu t6, yéu t6 E 1a 4 nong do BA (0
mg/L (BC); 0,5 mg/L; 1 mg/L va 1,5 mg/L), yéu t6 F 1a 3 ndng d6 IBA
(0 mg/L (PC); 0,1 mg/L va 0,5 mg/L). Thi nghiém dugc bé tri theo kicu
hoan toan ngdu nhién, c¢6 12 nghiém thirc, 3 1an lip lai. Qui mo thi
nghiém tuong ty Thi nghiém 1 & 2.

Thi nghiém 4: Thi nghiém hai yéu t5, yéu t6 G 1a 4 ndng d6 BA (0
mg/L (PC); 0,5 mg/L; 1 mg/L va 1,5 mg/L), yéu té H 1a 3 nong d6 NAA
(0 mg/L (PC); 0,1 mg/L va 0,5 mg/L). Thi nghiém dwoc bé tri theo kiéu
hoan toan ngau nhién, c6 12 nghiém thic, 3 lan lip lai. Qui md thi
nghiém tuong ty Thi nghiém 1 & 2.

Thi nghiém 5: Thi nghiém hai yéu té, yéu to A 1a 4 loai duong
(sucrose; glucose; fructose va maltose), yéu té B 1a 5 nong d6 duong
(10 g/L (PC); 20 g/L; 30 g/L; 40 g/L va 50 g/L). Thi nghiém duoc b
tri theo kiéu hoan toan ngau nhién, ¢ 20 nghiém thuec, 3 1an l1p lai. MJi
6 co s& gdom 3 dia petri, 5 mau/dia, tong s6 mau cdy la 900 mau.

2.2.3 Ngi dung 3: Nhan phdi vo tinh, tao phéi vo tinh trwéng thanh
va tao cay tir phoi vé tinh PLLN

Thi nghiém 6: Thi nghiém hai yéu té, yéu té T 1a hai khdi luong
phoi [(0,5 g tuong ung 0,625% - w/v) va 1,0 g twong (tng 1,25% - w/V)],
yéu t6 K 1a ba tc do lic (80 vong/ phuat; 100 vong/phat va 120 vong/
phdt). Thi nghiém duoc b tri theo kiéu hoan toan ngau nhién, cé 6
nghiém thirc , 3 1an lap lai. M&i 6 co sé gom 3 binh tam giéc, tong s6 la
36 binh.

Thi nghiém 7: Thi nghiém mét yéu té toc do suc khi gom: 400, 600
va 800 mL/phit. Thi nghiém dugc bd tri theo kiéu hoan toan ngau
nhién, ¢ 3 nghiém thirc, 3 1an Iap lai, m&i nghiém thac 1 binh, mdi binh
ciy 9,30 g phdi (0,62% - W/v).
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Thi nghiém 8: Thi nghiém hai yéu t5, yéu té K 1a 4 ndng do kinetin
(0 mg/L (BC), 0,5 mg/L, 1 mg/L va 1,5 mg/L), yéu t6 | 12 3 ndng do
IBA (0 mg/L (PC), 0,1 mg/L va 0,2 mg/L). Thi nghiém duoc bd tri theo
kiéu hoan toan ngiu nhién, c6 12 nghiém thirc, 3 1an lap lai. Mbi 6 co
s& gdom 3 binh tam giac, 1 g/binh, téng sb 1a 108 binh.

Thi nghiém 9: Thi nghiém maot yéu té méi trudng gom 4 loai: MS,
1/2 MS, SH, Nitsch & Nitsch. Thi nghiém dugc bd tri theo kiéu hoan
toan ngau nhién, c6 4 nghiém thac, 3 1an 13p lai, mdi nghiém thuc 3
binh, mdi binh ciy 10 mau. Téng sé mau cay 1a 600 mau.

2.2.4 N§i dung 4: Khao sat sw sinh trwéng ¢ giai doan vuon wom
cia dong PLLN da dwgc nudi cdy va danh gia do dong nhat di
truyén cay con

Thi nghiém 10: Thi nghiém hai yéu t5, yéu té A 1a 3 ché d6 che
sang (Che sang 3 ngay dau; Che sang 5 ngay dau va Che sang 7 ngay
dau), yéu té B 12 4 loai gia thé (100% cét; 80% cat : 20% mun dira; 80%
cat : 20% tro trau va 100% dén). Thi nghiém duoc bé tri theo kiéu hoan
toan ngau nhién, c6 12 nghiém thuc, 3 1an lap lai. M&i 6 co sé gom 50
cay, téng sb cay la 1.800 cay.

Thi nghiém 11: Thi nghiém hai yéu t6, yéu t C 12 3 loai gia thé (1/3
mun dira : 1/3 dat : 1/3 phan chudng; 1/2 mun dura : 1/4 tro trdu : 1/4
phan chudng va 1/2 mun dira : 1/4 tro trau : 1/4 phan hitu co vi sinh),
yéu t6 D 1a 4 mtrc bon phan uré (46% N) (0,3 g N/bau; 0,6 g N/bau; 0,9
g N/bau va 1,2 g N/bau). Thi nghiém duoc bé tri theo kiéu hoan toan
ngau nhién, c6 12 nghiém thuc, 3 1an lap lai. Mdi 6 co s& gom 10 bau,
tong so cay la 360 cay.

Thi nghiém 12: Thi nghiém hai yéu t5, yéu t6 G 1a 3 loai gi4 thé
(1/3 myn dira : 1/3 dat : 1/3 phan chudng; 1/2 mun dura : 1/4 tro trau :
1/4 phan chudng va 1/2 myn dira : 1/4 tro trdu : 1/4 phan hitu co vi sinh),
yéu t6 H 12 4 mac bon phan 1an (0,3 g P20s/bau; 0,6 g P,0s/bau; 0,9 g
P,Os/bau va 1,2 g P,Os/bau). Thi nghiém dugc b tri theo kiéu hoan
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toan ngau nhién, c6 12 nghiém thuc, 3 1an lap lai. M&i 6 co sé gom 10
bau, téng s6 cay 1a 360 cay.
Panh gia tinh dong nhit di truyén ciia ciy con tir phdi vo tinh

Chon ngau nhién 4 cay dinh ling 14 nho trong s6 100 cay & mdi lan
ra cdy dé thu dwoc 20 cay tir 5 lan ra cdy. Str dung mau DNA cua 20
ciy dinh ling 14 nho tao tir phoi sau khi dem trong ngoai vuon wom
dugc 4 thang ky hiéu N1 - N20 vai chi thi ISSR dé danh gia di truyén.
Cac primer ISSR duogc st dung bao gom UBC841, UBC844, UBC856.
2.2.5 Phwong phap xir Iy s liéu

Sé liéu thi nghiém dugc thu thap tong hop bang phan mém Microsoft
Excel 2016 va xt ly théng ké theo phuong phap phén tich phuong sai
(ANOVA), két qua phan hang theo Duncan bang chuong trinh SAS 9.1.

Chuwong 3
KET QUA VA THAO LUAN

3.1 Panh gia ham lwgng axit oleanolic va xac dinh trinh tw DNA
barcode ciia c4&c mau gidng dinh ling
3.1.1 Panh gia ham lwong axit oleanolic ciia 18 miu giéng dinh ling

Két qua phan tich cho thay cac mau dinh ling ¢ chira ham luong
axit oleanolic dao dong tur 0,69 dén 1,18%. Nhoém dinh lang la to (D10
- D11) chtra ham luong axit oleanolic thip nhat (0,69 - 0,78%) so Véi
c4c nhém miu dinh ling khéc; ké dén 1a nhém dinh ling 14 ring (D13 -
D14) chira ham luong axit oleanolic dao dong tir 0,87 dén 0,93%; nhom
dinh lang 14 tron (D15 - D17) dat 0,88 - 0,97%; nhom dinh lang 14 dia
(D12) dat 1,01%; nhom dinh lang 14 trd (D18) dat 1,04%; va nhom
DPLLN (D1 - D8) chira ham lugng axit oleanolic cao nhat so voi cac
nhom mau dinh ling khac, dao dong tur 1,07 dén 1,18%, trong d6 Mau
DLLN D7 c6 ham lugng axit oleanolic cao nhat dat 1,18%. Tur két qua
phan tich ndy, mau DLLN D7 dugc du nhap vé Thua Bac, TP Hb Chi
Minh (xuét x tir Thai Nguyén) dugc chon 1am vat lidu nghién ctru nhan
phoi v6 tinh.
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3.1.2 Sy twong ddng va khac biét trinh tu nucleotide cic viing gen
matK, rbcL va trnH-psbA ciia 8 miu giéng PLLN

O vung gen matK va rbclL, trinh tu nucleotide hoan toan gidng
nhau 100%.

Két qua so sanh bat cap cho thay ving trnH-psbA caa 8 mau khéc
nhau & 21 vi tri nucleotide. Trong do, cac vi tri 10, 20 va 31 cho thay
mau PLLN D7 c6 sy dic trung chira Cytosine (C) khac biét so voi cac
mau khéc.

Bang 3.1 Vi tri cac nucleotide khac biét trén vung gen trnH-psbA cta 8
mau giéng PLLN

Vi tri viing gen trnH-psbA
20

Mau dinh ling

Dinh lang 14 nhé (D1)
Dinh lang 14 nho (D2)
Pinh lang 14 nho (D3)
Dinh lang 14 nho (D4)
Pinh lang 14 nho (D5)
Dinh lang 14 nhé (D6)
Dinh lang 14 nho (D7)
Dinh ling 14 nho (D8)

Nhin chung viing gen trnH-psbA c6 su khéc biét nucleotide nhiéu
hon so véi hai vang gen matK va rbcL.

>O0>>>>0rE
40444044
0O00OO0O0OO0OR

Tu cac két qua trén, mau DLLN D7 phu hop dé lya chon thuc hién
céc nghién ciru tao mo seo va tao phdi tiép theo.
3.2 Cam rng tao mo seo va tao phoi vo tinh cay PLLN
3.2.1 Anh hwéng ciia nong d 2,4-D dén sy cam rng tao mo seo ciia
miu phién 14 va cudng la cay PLLN in vitro

Két qua & Bang 3.2 cho thiy mau phién 14 nudi ciy trén méi trudng
MS c6 b sung 2,4-D & nong d6 1 mg/L va 2 mg/L tao md seo sém nhat
vao thoi diém 21 NSC. Mau cudng l4 phat sinh m6 seo cham hon. Mau
phién 1a hay mau cudng |& nudi ciy trén méi trudng MS khong bé sung
2,4-D khong c6 biéu hién hinh thanh md seo. O nong do 1 - 2 mg/L 2,4-
D khéng c0 su khac biét, tuy nhién khi tang 1én 3 mg/L thi qua trinh tao
md seo bj tc ché.
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Bang 3.2 Thoi gian hinh thanh mo s¢o (NSC) va ty 1€ tao mo s¢o (%)
clia mau phién 14 va cudng 1a cdy DLLN in vitro

Chi tiéu Loai miu Nong do 2,4-D (mg/L) (B)

theo dai (A 0 1 2 3 TB(A)
Thoi gian A Khéng tao
hinh thanh Phién 14 Mo seo 21 21 23

md seo O Khéng tao

(NSC) Cuong la mb seo 23 22 24
To l6 ma Phién 14 0,08 93,3b 98,92 86,7°¢ 69,74
tao md saelé Cuong la 0,0° 80,09 97,82 744¢ 6318
S (%) TB (B) 0,0¢ 86,78 98,3 80,68

CV =6,7%; Fa=16,3"; Fs = 613,8""; Faxs =3,2"
Trong cung mot nhom trung binh, cdc ky ty khdac nhau theo sau cdc gia tri
trung binh khdc nhau thé hién s khéc biét cé ¥ nghia vé mdt thong ké; *: ¢é Y nghia ¢
mire 0,01<P <0,05; **: rdt ¢ y nghia ¢ mirc P <0,01 (Sé lieu da dwoc chuyén doi
sang dang \[x + 0,5 khi phdn tich thong ké).

Ty 1é mau tao md seo & mau phién 14 dat 69,7% va c6 su khac biét
rat c6 y nghia so voi mau cudng 1a. Anh huong cua 2,4-D dén ty 16 mau
tao md seo cho thay khi nudi cdy mau phién 14 hay mau cudng 14 thi &
nong d6 2 mg/L cho ty 1é miu tao md seo cao nhat dat 98,3% va khac
biét rat co y nghia so véi cac ndng do 2,4-D con lai.

Bang 3.3 Puong kinh mé seo va trong lwong miu twoi cia miu phién
1a va cudng 14 cay DLLN in vitro thoi diém 60 NSC

Nong d6 2,4-D (mg/L) (B)

Chi tiéu Loai mau (A)

0 1 2 3 TB (A)
Pusng kinh Phién la 0,0° 1,3 1,48 1,18 0,9%
Cuédng 14 0,0° 0,7 0,7 0,6" 0,58
(cm) B (B) 008 100 114 0,97
CV =53%; FA=54,7";Fs = 1121, Fas = 6,4~
Phién 1a 30,0¢ 88,32 9532 60,0 68,47
Trong luong ~ Cudng la 37,0% 46,74 57,0bc 453 46,58
tuoi (mg)  TB(B) 33,56 675 762~ 5278

CV =9,2%; FA=103,7"; Fs = 75,4™; Fass = 27,7

Trong cung mot nhom trung binh, cdc ki tu khdc nhau theo sau cac gid tri trung
binh khac nhau thé hién sy khac biét co y nghia vé mat thong ké; **: rat c¢o y nghia ¢
mitc P <0,01 (S6 liéu dd dieoc chuyén déi sang dang \[x + 0,5 khi phén tich thong ké)

Két qua cho thiy duong kinh trung binh cua mé seo Ién hon & mau
phién 14 dat 0,9 cm va c6 su khac biét rt co y nghia so voi mau cudng
1. Mau phién 14 nudi ciy trén méi trudng MS c6 b sung 2,4-D & céc
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nong d6 1, 2 va 3 mg/L cho duong kinh md seo I6n nhét dat lan luot 12
1,3: 1,4 va 1,1 cm; c6 su khéc biét so véi mau cubng la.

M3u phién 14 tir cAy in vitro nudi cdy trén moi trudng MS ¢é bo sung
2,4-D & ndng d6 2 mg/L cho ty 18 tao md seo (98,9 %) tét hon miu
phién 14 14y tir cdy ngoai vudn; ¢6 thé do cdy in vitro véi té bao ¢ trang
thai sinh 1y duoc “tré hoa” (juvenilization) nén dap mg tao mo seo tot
hon so v6i cay ngoai vuon wom.

3.2.2 Anh huéng ciia ndng do BA va IBA dén ty 1 miu ciy tao phdi
v6 tinh DLLN tir mo seo

Bang 3.4 Anh huong cua ndng do BA va IBA dén ty 1é mau cay tao
phoi vo tinh (%) DLLN tir md seo thoi diém 60 NSC

Nong do BA Nong do IBA (mg/L) (B)
(mg/L) (A) 0 0,1 05 TB (A)
0 10,01 36,7 43,3% 30,0¢
0,5 46,7¢¢ 50,00¢ 53,30¢ 50,08
1,0 56,704 63,3%°¢ 63,3%¢ 61,178
1,5 66,72 76,7° 66,72 73,3~
TB (B) 45,08 56,74 56,74

CV=123%;Fa=318";Fe=73", Fas=2,9"

Trong cung mot nhom trung binh, cdac ky tw khdc nhau theo sau cac gia tri trung
binh khdc nhau thé hién sy khdc biét cé ¥ nghia vé mdt thong ké; *: cé ¥ nghia & mirc
0,01<P <0,05; **: rdt c6 ¥ nghia ¢ mitc P < 0,01 (S6 liéu da dwoc chuyén doi sang
dang arcsin \x khi phan tich thong ké).

Ty Ié mau ciy tao phdi cao nhit & ndng d6 BA 1,5 mg/L 14 73,3 %
va c6 sy khac biét so vai cac ndng ¢ BA con lai. Hai nong d6 IBA 0,1
mg/L va 0,5 mg/L cho ty Ié tao phéi cao nhét dat 56,7 %. T hop nong
d6 BA 1,5 mg/L véi IBA 0,1 mg/L cho ty 1 tao phdi cao nhit dat 76,7
% va c0 su khac biét rd.

3.2.3 Anh hwéng cia BA va IBA dén s6 phoi vo tinh hinh
thanh/mau cidy PLLN tir md seo

Bang 3.5 cho thay ¢6 sy cam &ng tao phdi tir md seo trén moi trudng
MS c6 bd sung cac chat didu hoa sinh treéng BA va IBA. Sy tuong tic
giita BA va IBA dén sy tao phoi vo tinh c6 su khac biét rd.
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Tai thoi diém 60 NSC, & ndng d6 BA 1,5 mg/L cho s6 lugng phoi
hinh thanh cao nhét la 206 c6 sy khac biét so véi cac nong do BA con
lai. IBA & nong d6 0,5 mg/L cho s6 lwong phéi hinh thanh cao nhat 1a
108 c6 su khac biét so vai cac ndng do IBA con lai. Ba to hop nong do
BA 1,5 mg/L véi IBA 0 mg/L; BA 1,5 mg/L véi IBA 0,1 mg/L va BA
1,5 mg/L véi IBA 0,5 mg/L cting cho s6 lugng phéi hinh thanh cao nhat
dat lan luot 12 183, 207 va 241 phdi c6 su khéc biét rat co ¥ nghia so
Véi t6 hop cac nong do BA con lai.

Bang 3.5 Anh huong cta ndng d6 BA va IBA dén s6 phéi vo tinh hinh
thanh/mau cdy DLLN tir mo seo thoi diém 60 NSC

Nong do6 BA Nong do IBA (mg/L) (B)
(mg/L) (A) 0 0,1 05 TB (A)
0,0 2¢ 5e 18¢ 8P
0,5 42¢ 56¢ 48° 49¢
1,0 64be 1282 1252 1068
15 1832 2072 2412 206
TB (B) 738 9grB 108”

CV =10,6%; Fa=138,0"; Fg = 10,5"; Fa = 3,3"

Trong cung mot nhém trung binh, cac ky tw khdc nhau theo sau cdc gia tri trung
binh khac nhau thé hién sy khac biét co y nghia vé mdt thong ké; *: co y nghia ¢ murc
0,01<P <0,05; **: rit c6 y nghia & mitc P < 0,01 (S6 liéu da dwgc chuyén doi sang
dang logarit khi phdn tich thong ké)

3.2.4 Anh huéng ciia nong dd BA va NAA dén ty 18 tao phdi vé tinh
DPLLN tir mé seo
Bang 3.6 Anh huong ciia ndng do BA va NAA dén ty 16 miu ciy tao

phdi vo tinh (%) DLLN tir mé seo thoi diém 60 NSC
Nong d6 NAA (mg/L)

BA (mg/L) 0 0.1 05 B
0 10,0° 50,00 53,3 37,8
05 53,3 53,3% 56,72 54,48
1,0 63,32 66,72 66,72 65,678
15 66,72 80,00 70,0% 72,20
B 48,3° 62,5 61,77

CV =13,6%; FA=17,9"; Fs =7,4"; Fars = 3,8

Trong cung mot nhém trung binh, cac ky tw khdc nhau theo sau cac gia tri trung binh
khac nhau thé hién sy khac biét rat co y nghia vé mat thong ké; **: rat cé y nghia ¢ mirc
P <0,01 (S3 liéu dii dwoc chuyén déi sang dang arcsin \/x khi phan tich thong ké).
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Bang 3.6 cho thay ty Ié tao phdi cao nhat & nong d6 BA 1,5 mg/L
dat 72,2%. Khi xét dén anh huong cua NAA, hai nong do NAA 0,1
mg/L va 0,5 mg/L déu cho ty 18 tao phdi cao nhat dat lan luot 1a 62,5%
va 61,7%. T4 hop nong do BA 1,5 mg/ L véi NAA 0,1 mg/L cho ty 1&
tao phoi cao nhat 1a 80,0%.

Cudi thoi diém nudi cay (60 NSC), tai sinh phdi ¢ to hgp BA Vi
NAA tét hon & t6 hop BA véi IBA ¢ ca hai chi tiéu sé lugng phdi/mau
va ty 1é mau cay sinh phéi.

3.2.5 Anh hwéng cia ndng do BA va NAA dén sé phoi vo tinh hinh
thanh/mau cidy PLLN tir md seo

Bang 3.7 Anh hudng ciia ndng 6 BA va NAA dén s6 phdi vo tinh hinh
thanh/mau cdy BLLN tir m seo thoi diém 60 NSC

Nong do BA Nong d6 NAA (mg/L)
(mg/L) 0 01 0,5 TB (A)
0 44 101 46 20°
05 47be 67ac 51be 558
1,0 goac 99ac 93ac 9248
1,5 1165¢ 1732 145% 144A
TB (B) 628 g7~ 84~

CV =12,5%; FA=47,1"; Fs = 6,1"; Fas = 4,3
Trong cung mot nhom trung binh, cdc ky ty khdc nhau theo sau cdc gia tri trung binh
khdc nhau thé hién sw khdc biét rdt ¢6 y nghia vé mdt thong ké; **: rdt ¢d y nghia & mike
P <0,01 (Sé liéu da dwoc chuyén déi sang dang arcsin \x khi phén tich thong ké).

Bang 3.7 thé hién két qua vé anh hudong cua BA va NAA dén quéa
trinh tao ph6i vo tinh tir md s¢o c6 sy khéc biét rd. Co sy tuong tac gitra
BA v&i NAA dén su tao phdi vo tinh.

Tai thoi diém 60 NSC, & ndng d6 BA 1,5 mg/L cho s6 lugng phoi
hinh thanh cao nhat dat 144 phdi, c6 su khac biét so vai cac nong do
BA con lai trong thi nghiém. NAA ¢ nong d6 0,1 mg/L cho s6 luong
phdi hinh thanh cao nhat dat 87 phéi va cd su khac biét so vai cac nong
d6 NAA con lai. T hop nong do BA 1,5 mg/L véi NAA 0,1 mg/L cho
s6 lugng phoi hinh thanh cao nhit véi sé lwong 1a 173 phdi va c6 su
khéc biét rd so voi cac ndng do6 BA va NAA con lai trong thi nghiém.
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3.2.6 Anh huéng caa loai va nong d9 dwong khac nhau dén ty I¢
mau ciy tao phoi vé tinh PLLN tir mo seo

Tai thoi diém 45 NSC, duong sucrose cho két qua tét nhat dat 80,8%
cao hon dudng glucose va duong maltose. Nong do duong, 40 g/L va
50 g/L cho két qua vé ty ¢ tao phoi tét nhat lan luot dat 80,3% va 79,9%.
Bang 3.8 Anh hudng cta loai va nong d6 duong khac nhau dén ty 18
méu ciy (%) tao phéi vo tinh DPLLN tir md seo

Néng do Loai duong
dwong (g)  Su Glu Fru var B

10 683 63,20 683 59,50 64,9C
20 701% 68,3 704% 683 69,5
30 775 70,15 77,50 70,10 75,38
40 008 775 77,50 70,15 80,37
50 896 775 77,50 70,10° 79.9%8

TB(B)  808° 7205 7495 68,6C

CV=80% Fa=20,8" Fg=26,3" Fas=2,3"

Trong cung mot nhom gia tri trung binh, cdc so co cung ky tw di kem thé hién sy
khdc biét khéng cé ¥ nghia thong ké. ns: khdng khdc biét; *: ¢6 ¥ nghia ¢ mirc 0,01<P
<0,05; **: rdt c6 Y nghia 6 mirc P <0,01 (S6 liéu dé duwoe chuyén déi sang dang arcsin
Vx khi phén tich thong ké).

3.2.7 Anh hudéng ciia loai va nong d¢ duwdmng khac nhau dén so phéi

vo tinh hinh thanh/miu ciy PLLN tir mé seo

Ml

s
)

L4

B mm 3 2mm 4

Hinh 3.1 M6t s6 dang phéi vo tinh phat trién khac nhau cia cay DLLN
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Bang 3.9 Anh huéng cua loai va ndng d6 duong khac nhau dén sb phoi
vo tinh hinh thanh/mau cidy DLLN tir md seo thoi diém 60 NSC

Ham luong Loai duong

duong (g/L) Su Glu Fru Malt T8 (A)
10 97,0N 88,3i 72,3 83,7 85,30
20 136,3¢f 117,01 87,01 96,7 109,3¢
30 153,7¢d 143,00 112,39 118,789 131,98
40 196,02 159,0° 141,74 137,3%¢ 158,52
50 141,04 135,3¢f 128,749 148,74 138,48

TB (B) 144,94 128,58 108,4¢ 117,0¢

CV =6,6%; Fa=34,3";Fs=139,2"; Fa=5,7"

Trong cung mot nhom gid tri trung binh, cdc so ¢6 cung ky tw di kém thé hién su
khac biét khong co y nghia thong ké. ns: khong khac biét; *: co y nghia ¢ murc 0,01<P
<0,05; **: rat ¢ y nghia ¢ mirc P <0,01.

Tai thoi diém 60 NSC, duong sucrose cho két qua tot nhat dat 144,9
phdi. O yéu t6 ndng do duong, 40 g/L cho két qua tét nhat dat 158,5
phdi va thap nhat & ndng d6 10 g/L chi dat 85,3 phéi. Sir dung duong
sucrose véi ndng do 40 g/L cho két qua tt nhét, thich hop dé nudi cdy
tang s lugng phoi.

Két qua nghién ctru ¢ truong hop BDLLN cho thay 40 g/L sucrose la
ndng do thich hop di vai sy hinh thanh va phét trién phéi vo tinh xét ¢
ca hai chi tiéu s6 phdi/mau va ty 16 mau tao phdi. Glucose va fructose
c6 tac dong kém hon.

3.3 Nhéan phbi vo tinh, tao phéi truéng thanh va tao cay tir phoi vé
tinh DPLLN

3.3.1 Anh huéng ciia trong lrong mé phdi nudi ciy ban dau va téc do
lic dén s gia ting sinh khoi méd phéi vo tinh trén hé théng nudi cy
léng lic

Bang 3.10 cho thay khi nudi phdi trén hé thong nudi cay long lac,
trong luong phdi nudi cay ban diu anh hudng dén sinh khéi phdi tao ra.
Bén canh d6 anh huong cua toc do lac dén kha ning ting sinh phoi ciing
ro rét.

Tai thoi diém 30 NSC, trong lwong md phdi nudi cay ban dau 1 g da
lam gia ting nhiéu nhat va dat 6,3 g; c6 su khac biét rd so véi trong
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lwgng md phdi nudi cay 12 0,5 g. Toc do lc 100 vong/ phut di lam gia
tang trong luong nhiéu nhét dat 5,8 g ¢6 su khéc biét so véi cac toc do
Iic con lai. Trong lwong mé phdi nudi ciy ban dau 1 g va téc d6 lic 100
vong/ phut di 1am gia ting trong lugng nhiéu nhat dat 7,5 g.

Bang 3.10 Anh hudng cta trong lwong md phdi nudi cdy ban dau va toe
d6 lic dén su gia tang sinh khdi ctia mo6 phdi vd tinh BLLN (g) trén hé
thong nuodi cay long lic

Trong lugng md phdi nudi ciy Tbc dg lic (vong/ phit) (B)
ban déu (g) (A) 80 100 120 TB (A)
0,5 2,5 41 3,5 3,38
1,0 5,2 75 6,2 6,37
TB (B) 3,8° 5,8 4,98

CV =8,17%; FA=258,7"; Fs =37,2"; Faxs = 1,7

Trong cung mot nhom gia tri trung binh, cac so co cung ky tu di kem thé hién sy
khac bié¢t khong co y nghia thong ké. *: co y nghia o mirc 0,01<P <0,05; **: rat co y
nghia o muc P <0,01; ns: khong co y nghia thong ké.

Qua trinh nudi long lac trong diéu kién thich hop, phoi so cap lién
tuc tao phdi thir cip dan dén hinh thanh Iuong I6n cum phdi theo co ché
tao phdi bat dinh.

3 05cm 4 -« 05em |5 05cm 6 05 7 0.5 cm
Hinh 3.2 Phi v6 tinh nudi cay trén hé thong long lac thoi diém 30 NSC
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3.3.2 Anh hwdng cia toc dd suc khi dén sy gia ting sinh khéi phoi
v6 tinh PLLN nhan nudi bing bioreactor

Bang 3.11 Anh huong cia tée do suc khi dén su gia tang sinh khdi (g)
va hé s6 nhan sinh khéi phoi vo tinh DLLN (lan) thoi diém 30 NSC

Toc do suc khi (mL/pht) 400 600 800
Sinh khoi phdi sau nudi cay (g) 196,7° 214,62 191,55
Hé sb nhan sinh khéi phdi (14n) 21,00 22,92 20,4P

CV=39% F=73"
Trong cung mot hang, nhitng gia tri theo sau co cung ky tw sy khac biét khong co y
nghia trong thong ké; *: ¢6 y nghia & mike 0,01<P <0,05

O thoi diém 30 NSC, céac bioreactor chua nhidu bot khi nén thi
nghiém thu chi tiéu mot 1an va ding lai. Két qua ¢ thoi diém nay cho
thay toc do suc khi 600 mL/ phit cho trong lugng tuoi ctia phdi cao
nhat (214,6 g), so voi cac nghiém thirc con lai.

suc khi
Két qua nghién ciru nhan phdi thanh cong bang phuong phap nuéi
long lic va bang bioreactor cho hé sb gia ting cao.
3.3.3 Anh huéng ciia ndng dd Kinetin va IBA dén kha niing tao phoi
vo tinh PLLN trwéng thanh
Qua trinh nudi cum phdi long lic va bang bioreactor di thu duoc
lwong rat 16n phdi & dang cum, cac phdi trén cum do & giai doan chua
trudng thanh nén co kich thudc nho (~ 3 - 6 mm). Cling ghi nhan dugc
truong hop phoi don treo vao mdi trudng tuy khdng nhiéu, theo nghién
ctru do cac phoi nay da dén giai doan c6 ciu trdc kha hoan chinh va
ciing do tac dong co hoc cua qua trinh lic hoic suc khi.
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Kinetin & ndng do 1,5 mg/L cho s6 phdi hitu hiéu thap nhat chi dat
66,5 phoi, trong khi & cac ndng do khac déu dat trén 70 phdi. Khi khéng
bd sung IBA thi s6 phéi hitu hiéu thap nhét chi dat 63,2 phoi. Khi két
hop Kinetin voi IBA, cho thiy IBA 0,2 mg/L va kinetin 0,5 mg/L cho
s6 phoi cao nhat dat 93,3 phéi, khac biét rat rd so véi cac nghiém thuc
con lai.

Bang 3.12 Anh huong cta ndng do kinetin va IBA dén sé phoi hitu
hiéu, phoi vo hiéu va ty 18 phoi hiru hidu (%) thoi didm 30 NSC

Chi tiéu KIN IBA (mg/L) TB (KIN)
(mg/L) 0 0,1 0,2
0 73,3 81,7 76,00 77,0~
S6 phoi 0,5 61,3¢ 73,00 93,32 75,97
hitu 1,0 62,7 79,00 75,7 72,47
higu 1,5 55,3¢ 71,7 72,7 66,68
TB (IBA) 63,28 76,37 79,42
CV (%) = 5,0% Fa= 147" Fe=66,2" Fae=11,2"
0 41,7° 41,3 39,0 40,77
56 phoi 05 31,7dd 40,3&2 36,7‘: 36,22
v hidu 1,0 29,7¢% 38,0° 36,7 348
- 15 27,08 33,7% 32,7% 31,1¢
TB (IBA) 32,5° 38,3 36,38
CV (%) = 4,7% Fa= 482" Fs=36,0" Fas=6,5"
Tyle 0 63,79 66,454 66,124 65,48
phoi 0,5 65,904 64,4% 71,82 67,47
hitu 1,0 67,9 67,54 67,409 67,6
higu 1,5 67,24 68,0 69,1% 68,17
(%) TB (IBA) 66,28 66,68 68,6"
CV (%) = 2,2% Fa=57" Fe=9,0" Fas=54"

Trong cung mdt nhom gia tri trung binh, nhitng gia tri theo sau co cung ky tw sw
khac biét c6 y nghia trong thong ké; **: rat 6 y nghia ¢ mirc P <0,01; ns: khong co y
nghia thong ké.

V& ty Ié phoi hitu hiéu ¢ thoi diém 30 NSC, khi két hop IBA 0,2
mg/L va kinetin 0,5 mg/L cho két qua cao nhét dat 71,8%, khac biét rat
¢6 y nghia so vai cac nghiém thac con lai.

Phoi hitu higu phéat trién thanh cay sau ~ 84 ngay nuéi ciy; ty & phoi
hitu hiéu tao chdi va sau do6 phat trién thanh cay dat 98%.

Bioreactor suc khi da duoc sir dung dé nudi ciy phoi. Két qua theo
ddi 216 phoi tir bioreactor thi c6 téi 192 1a phéi hitu hiéu, chiém ty 1&
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~89% - cao hon so vai nudi cy long lic (~ 72%), c6 thé 1a do trong
diéu kién c6 suc khi tét nén phdi phat trién theo hudng tich cuc hon
Kiéu hinh binh thuong.
3.3.4 Anh hwéng ciia 4 mdi trwomg khoang dén sinh trwdng cia phoi
vo0 tinh PLLN

Tir két qua Bang 3.13 cho thiy, s6 14 & 21 NSC khong c6 su khéc
biét gitta cac méi truong nudi cdy. O giai doan ndy, mau cay chi vira
bat dau ra 1a moi, vi vay anh huong cua cac loai moi truong dén su ra
I cua cay khong rd.
Bang 3.13 Anh huéng cua 4 méi truong khoang dén chiéu cao cua cay
PLLN (cm) tir phoi vé tinh thoi diém 21 - 84 NSC

Moi trurong nudi iy Thoi diém theo ddi
21 NSC 42 NSC 63 NSC 84 NSC
MS 1,2 14 1,6 2,10
1/2 MS 1,2 15 1,7 2,3
SH 14 1,7 1,9 2,58
Nitsch & Nitsch 1,4 15 1,6 2,0
CV (%) 13,8 11,4 11,4 7.6
F 1,4m 1,3m 2,2 5,5*

Trong cung mét cot, nhitng gia tri theo sau co cung ky tw sw khac biét c6 y nghia
trong thong ké; ns: khong co y nghia; *: ¢6 y nghia ¢ mirc 0,01<P <0,05.

Hinh 3.4 Cay PLLN nudi cay trén 4 loai méi truong khoang khéac
nhau thoi diém 84 NSC.
3.3.5 Anh hwéng ciia 4 mdi treong khoang dén trong lwong twoi va
trong lwgng kho cia cay PLLN tir phoi vo tinh
Két qua Bang 3.14 cho thy trong luong twoi va khd cua cy dugc nudi
cy trén moi truong SH cho két qua cao nhit 1an luot 145,9 g va 0,3 g.



20

Bang 3.14 Anh hudng cia 4 mdi truong khoang dén trong luong tuoi
(o/céy) va trong lugng kho (g/cdy) cua cay BDLLN tur phoi vo tinh thoi

diém 84 NSC
Mai treong nubi cay Trong lugng tuoi (g) Trong lugng khd (g)
0,3°

MS 4,5b ,
1/2 MS 4,8% 0,3°
SH 5,92 0,32
Nitsch & Nitsch 4,2b 0,20
CV (%) 132 132
F 4,2* 6,3*

Trong cung cot, cdc so co cung ky tw di kem thé hién sy khac biét khong cé y nghia
théng ké. *: c6 y nghia & mirc 0,01<P <0,05.

Qua cac két qua trén cho thay méi truong SH 1a mdi truong thich
hop nhat cho su phét trién tao cay tir phdi & giai doan dau. Két qua
nghién ciru tao cay tir phdi & DLLN cho thiy chdi sinh truong tét nhat
& moi truong SH va thap nhat & méi trudong Nitsch & Nitsch, nguyén
nhan c6 thé do cdy DLLN thich hop véi méi trudong co tong luong
khoang & muc trung binh (moi truong SH) ~ 3.183 mg/L.

3.4 Khao sat su sinh trwéng ¢ giai doan veeon wom cia dong PLLN
da dwoc nudi ciy va danh gia do dong nhat di truyén cay con

3.4.1 Anh huéng cia gia thé va litu lwong dam dén chiéu cao va
chiéu dai ré ciia cAy PLLN trong vudn wom

Bing 3.15 Anh huong cua gia thé va liéu luong dam dén chiéu cao cay

DBLLN (cm) trong vuon uom
Liéu luong dam (g/biu) (D) B

Giathe (C) 03 06 09 12 (O
1/3MD:1/3D:1/13PC 10,7¢d% 11,45 10,59 11,3 10,9
1/2MD:1/4TT:1/4PC 10,9 10,9%¢ 11,40 10,9% 11,0
12MD:1/4TT:1/4PVS 10,6% 12,32 11,1 10,2¢ 11,1

TB (D) 10,78 11,54 10,98 10,88
CV (%) =2,3 Fc=04" Fp=17,8" Fcoo=16,7"
Trong cung mot nhom trung binh nhitng gia tri co cung ky tw theo sau khdc biét
khéng c6 y nghia thong ké; **: rdt c6 Y nghia ¢ mirc P < 0,01; ns: khéng ¢é ¥ nghia
théng ké.

Bang 3.15 cho thay cay dinh lang tir ph6i dugc trong trén 3 loai gia
thé trong thi nghiém c6 chiéu cao cay khéc biét khong co ¥ nghia trong
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sudt thoi gian thi nghiém, chiéu cao ciy dao dong tir 10,9 dén 11,1 cm
& 70 NST. Trong khi d6, liéu lwong bon phan dam chi thé hién rd trén
chiéu cao cay & 50 va 70 NST. Bon 0,6 g N/bau lam ting chidu cao cay
dat 9,4 cm ¢ 50 NST va 11,5 cm & 70 NST, khac biét rat c6 ¥ nghia so
V6i chiéu cao cay dinh ling duoc bon ¢ cac liéu lwong phan dam khéc.
Tuong ty, trong cdy dinh ling trén gia thé 1/2 mun dira : 1/4 tro trau :
1/4 phan hiru co vi sinh két hop bon 0,6 g N/bau cho cdy cao nhat dat
10,14 cm & 50 NST va 12,3 cm & 70 NST, khac biét rat co y nghia so
Vv6i chiéu cao cdy dinh ling duoc trong & 3 loai gia thé két hop bon
nhiing liéu lwong dam khéc trong thi nghiém. Nhu vay cay dinh ling
duoc trong trén gia thé 1/2 mun dua : 1/4 tro trau : 1/4 phan hiru co vi
sinh két hop véi bon phan dam 0,6 g N/bau cho chiéu cay cao nhit ¢ tat
ca cac thoi diém.

Hinh 3.5 Anh huéng cia gia thé va liéu lugng dam dén cdy DLLN
thoi diém 70 NST.

Bang 3.16 cho thy chiéu cao cdy dinh ling duoc trong trén céc gia
thé khac nhau khéc biét khong co y nghia, dao dong tir 13,8 dén 15,3
cm. Twong ty, Sy twong tic gitra gia thé trong va lidu lwong dam bon
anh huong dén chiéu dai ré ciy dinh ling ciing khac biét khong cé y
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nghia giita c4c nghiém thirc khac. Nguoc lai, chiéu dai ré cay dinh ling
khi duoc bon 0,6 g N/bau dat cao nhat 1a 16,6 cm, khac biét rat co y
nghia so v&i cac nghiém thirc bon phan dam khac.
Bang 3.16 Anh huong cua gia thé va liéu lugng dam dén chiéu dai ré
(cm) cta cdy PLLN trong vuron wom thoi diém 70 NST
2 Liéu lugng phan dam (g/bau) (D)
Gi4 thé (C) 03 oo oo 75— TB(O)
1/3MD:1/3D:1/3PC 135 14,0 14,0 13,7 13,8
1/2MD: 1/4TT:1/4PC 12,8 16,3 16,2 13,2 14,6
1/2MD:1/4TT:1/4PVS 152 19,6 14,2 12,1 15,3
TB (D) 138% 166~ 148" 130°
CV (%) = 16,7 Fc=1,1" Fo=3,7" Fcop=1,6™
Trong cung mot nhom trung binh nhiing gia tri co cung ky tw theo sau khdc biét
khéng cé y nghia théng ké; *: ¢6 y nghia & mire 0,01<P <0,05; **: rit ¢6 ¥ nghia ¢
mike P <0,01; ns: khéng c6 y nghia thong ké.
3.4.2 Anh hwéng cia gia thé va liéu hrong dam dén ty 18 xuat vuon
cia cay PLLN trong vwon wom
Bing 3.17 Anh huong cua gia thé va lidu lugng dam dén ty 18 xuat vueon
(%) ctia cdy PLLN trong vudn wom thoi diém 70 NST

Gi thé (C) Liéu lugng phan dam (g/bau) (D) TB (C)
0,3 0,6 0,9 1,2
1/3MD: 13D :1/3PC 55,6 70,4 815 63,0 67,68
1/2MD:1/4TT: 1/4PC 63,0 81,5 88,9 66,7 75,0A
12MD:1ATT:1/4PVS 704 92,6 85,2 66,7 78,7
TB (D) 6308 815° 852 65,48
CV (%) =83 Fc=102" Fp=29,9" Fcp=1,8"

Trong cung mot nhom trung binh nhiing gia tri co cung ky tw theo sau khdc biét
khong co y nghia thong ké; **: rat co y nghia ¢ mirc P <0,01; ns: khong co y nghia
thong ké.

Bang 3.17 cho thiy cdy dinh lang tir phoi duoc trong trén gia thé 1/2
mun dira : 1/4 tro trdu : 1/4 phan chudng hay 1/2 mun dira : 1/4 tro trau :
1/4 phan hiru co vi sinh déu cho ty 1¢ xuat vuon cao nhét dao dong tir
75,0 dén 78,7 %. Riéng cac nghiém thic bon phan dam véi lidu lugng
0,6 - 0,9 g N/bau cho ty ¢ xuat vuon cao nhét dat 81,5 - 85,2%. Cay dinh
lang trdng trén gid thé 1/2 mun dira ; 1/4 tro triu : 1/4 phan hiru co vi sinh
két hop vai bon 0,6 g N/bau cho ty 1é xuat vidn cao nhat 12 92,6 %.

Nghién ciru V& 1an ciing cho két qua tuong tu nhu dbi véi dam.
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3.4.3 Panh gia @9 ddng nhat di truyén cay con bang chi thi ISSR

Dé chon lya primer dung danh gia tinh ¢ong nhat di truyén cia cay
con, 12 primer ISSR dugc sir dung khuéch dai DNA cia 8 mau gidng
DLLN bang ky thuat PCR. T4t ca cac primer déu cho san pham khuéch
dai, c&c san pham c6 kich thuéc nam trong khoang 200 - 3000 bp (Hinh
3.6). S6 bang tao thanh tir 6 - 12 cho mdi primer, sé biang da hinh dao
dong tir 2 dén 12.

Hinh 3.6 San pham PCR cua primer UBC841 khuéch dai tir cAc mau
la DLLN D1 - D8, M: thang DNA 1 kb.

Panh gia tinh ddong nhat di truyén ciia cac mau cay tir phdi vo tinh

Dé danh gia tinh dong nhét di truyén caa cay con tao thanh tir phoi
vo tinh, DNA tir 20 miu cay con dugc tach chiét va thuc hién phan ing
PCR véi 3 primer. Céc san pham khuéch dai tao ra tir ciy con hoan toan
d6ng hinh véi céc san pham khuéch dai tir mau gidng DLLN D7 sir dung
tao phdi, chuang té cac cay con tao ra tir phdi vd tinh van én dinh, dong
nhét di truyén véi nhau va dong nhit hoan toan véi cay me ban dau.

KET LUAN VA PE NGHI

Két luan

Dong BDLLN D7 ¢6 ham lugng axit oleanolic cao nhat (1,18%) théng
qua phan tich HPLC duoc chon 1am vat liéu tao phdi. Dong D7 thé hién
su khéc biét v& mat di truyén rd nhat dbi voi cac mau gidng con lai &
vung trnH-psbA.

M3u phién 14 cdy DLLN in vitro cho két qua tao mo seo tét nhat, dic
biét trén moi trudng dic MS cd bd sung 2,4-D 2 mg/L. Md seo duoc
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tiép tuc nudi cay trén modi trudng MS c6 bo sung BA 1,5 mg/L, NAA
0,1 mg/L va sucrose 40 g/L di cho két qua hinh thanh phoi tét nhat.

D thyc hién thanh cong nghién ctru nhan sinh khéi phdi vo tinh
bang phuong phap nudi ciy 1ong lic va bang hé thdng bioreactor suc
khi dung méi truong 1/2 MS ¢6 bo sung sucrose 15 g/L, adenine sulfate
10 mg/L, kinetin 0,5 mg/L, IBA 0,2 mg/L; phdi truéng thanh chuyén
vao méi truong SH déu tao duoc cdy hoan chinh. Két qua trén tao co so
cho nhan gidéng quy mé 16n DLLN.

Cay dinh ling 14 nho hinh thanh tir phdi vo tinh sau khi lay tir binh
cdy mo duoc trong trén gia thé 100 % cat két hop che sang trong 7 ngay
dau tién sinh truong tot va cho ty 18 séng cao nhat; cay con sau khi thuan
dudng duoc chuyén ra bau phét trién tét trén gia thé 1/2 myn dira : 1/4
tro triu : 1/4 phan hiru co vi sinh c6 bd sung 0,6 g N/bau hoic 0,6 g
P,Os/bau két hop véi 0,3 g KoO/bau, ty & xuat vuon dat trén 90%.

Di xdy dung duoc quy trinh nhan gidng hoan chinh ddi véi dong
DLLN D7 bang phuong phap nudi cay tao phdi vo tinh.

Két qua sir dung chi thi ISSR cho thay cay tao thanh tir phdi vo tinh
ddng nhat vé mat di truyén va hoan toan gidng véi cay me.

Pé nghi

Tiép tuc trdng va danh gia chit luong cdy & giai doan thu hoach.

C6 thé &p dung k¥ thuat nhan gidng phdi vo tinh in vitro cay DLLN
dé tao ra mot quan thé cay dong nhat.

Nghién ciru sir dung thém mot s6 loai gia thé va phan bon khac nham
gilp cdy con tir cdy md sinh truéng khoe manh trong giai doan
vudn vom.
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